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OZET

Doktora Tezi

REKOMBINANT Chlamydomonas reinhardtii SUSLARI KULLANILARAK ISI SOK
YANITINA BAZI FIZIKSEL VE KIMYASAL PARAMETRELERIN ETKIiSININ
ARASTIRILMASI

Tuba SEVGI

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Damsman: Prof. Dr. Elif DEMIRKAN

Bu c¢alismada 1s1 sok yanitinda etkili oldugu diisiiniilen c¢esitli kimyasal ve fiziksel
parametreler molekiiler araglardan faydalanilarak C.reinhardtii lizerinde arastirilmistir.
Siirekli ekspresyona sahip 160 adet, 1siyla indiiklenebilir ekspresyona sahip 96 adet
olmak iizere toplamda 256 adet transformant elde edilmis ve bu transformantlar ARS
aktivitesi bakiminda kalitatif ve kantitatif olarak taranmistir. Calismalara se¢ilen BTub
I1-32 ve HSP70A 1II-1 transformantlar1 ile devam edilmistir. Fiziksel parametre olarak
sicaklik, 151k siddeti ve UV-B radyasyonun, kimyasal parametre olarak ise tuzlulugun,
kalsiyumun ve kalsiyum selatlayicilar1 ve bloklayicilarin etkisi arastirilmistir. Sicakligin
etkisini incelemede hiicreler 23 °C'den 35 °C, 37 °C, 40 °C ve 42 °C'ye kaydirilmis ve
hiicrelerin 35°C’ ye dahi ¢ikarildiginda 1s1 sok yanitinin indiiklendigi goriilmiistiir.
Kalsiyumun 100 mM’n iistiinde ARS aktivitesini arttirdigi belirlenmistir. Kalsiyum
selatlayicilar1 olan EGTA ve BAPTA varhiginda 1s1 stres yanitinin tetiklendigi
gozlenmistir. 100 uM lantan ve 250 pM gadolinyumun yiikselen ARS aktivitesini
disiirmede etkili oldugu saptanmistir. Ancak verapamilin etki gdstermedigi
belirlenmigtir. 2 000 lux ve iizeri 151k siddetinin ise ARS aktivitesini arttig1 saptanmaistir.
UV-B uygulamasinin ve tuzlulugun ARS aktivitesine herhangi bir etkisi bulunmamaistir.
Tiim ARS enzim aktivite sonuglari RT-qPCR sonuglar1 ile karsilastirmali olarak
degerlendirilmis, paralel sonuglar elde edildigi goriilmiistiir. Rekombinant C. reinhardtii
ile elde edilen bu veriler bitki stresi ve ekolojik ¢alismalar i¢cin 6nem tastyabilir.

Anahtar Kelimeler: Chlamydomonas reinhardtii, 1s1 sok yaniti, arilsiilfataz, HSP70A
promotori, f>TUB promotori

2019, ix + 91 sayfa



ABSTRACT

PhD Thesis

INVESTIGATION OF EFFECTS OF SOME PHYSICAL AND CHEMICAL
PARAMETERS ON THE HEAT SHOCK RESPONSE USING RECOMBINANT
Chlamydomonas reinhardtii STRAINS

Tuba SEVGI

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Elif DEMIRKAN

In this study, various chemical and physical parameters which could be effective in heat
shock response were investigated on C.reinhardtii by using molecular tools. In total 256
transformants were obtained, among them 160 transformants had continuous expression
while 96 of them had heat-inducible expression and these transformants were screened
for ARS activity qualitatively and quantitatively. Further studies were performed with
selected transformants BTub I1-32 and HSP70A 1III-1. As physical parameters the effect
of temperature, light intensity and UV-B radiation; as chemical parameters salinity,
calcium and calcium chelators and blockers were investigated. To investigate the effect
of temperature, the cells were shifted from 23 °C to 35 °C, 37 °C, 40 °C and 42 °C. The
heat shock response was induced even at 35 °C. It was determined that above 100mM
of calcium concentration ARS activity was increased. In the presence of calcium
chelators EGTA and BAPTA, heat stress response was triggered. 100uM lanthanum and
250 uM gadolinium were found effective in decreasing ARS activity. However,
verapamil was not effective. It was found that light intensity of 2 000 lux and above
increased ARS activity. UV-B and salinity had no effect on ARS activity. All ARS
enzyme activity results were compared with the results of RT-qPCR and partially
parallel results were obtained. These data obtained with recombinant C. reinhardtii
might be important for plant stress and ecological studies.

Key words: Chlamydomonas reinhardtii, heat shock response, arylsulfatase, HSP704
promoter, f>2TUB promoter
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1. GIRIS

Kiiresel 1sinma son yillarda kendini 1s1 dalgalar1 seklinde gdstermekte ve iiretimde
verimi tehlikeye sokmaktadir. Uretim verimliligini etkileyen her bir etken ayni zamanda
insan popiilasyonu ve refahin1 da etkilemektedir. Uretimde 6nemli bir yer tutan bitkiler
1s1 degisimlerine sezonluk ve giinliik olarak maruz kalirlar. Hayvanlardan farkli olarak
hareketsiz  olduklarindan {iriin verimliligini dogrudan etkileyen bu olumsuz
degisimlerden kacamazlar (Sung ve ark. 2003). Gelecekte artan hava sicakliklariyla
birlikte daha sicak iklimsel kosullarda 1s1 dalgalariin daha gii¢lii, uzun sureli ve daha
sik oldugu 6n goriilmektedir (Meehl ve Tebaldi 2004). Bu yilizden, bitkilerin 1s1 stresini

nasil algiladig1 ve 1s1 stresine nasil cevap verdigi biiylik 6nem tagimaktadir.

Bugiine kadar 1s1 sok algilama mekanizmasinda iki model One siiriilmiistiir, bunlar
“katlanmamig protein modeli” ve “membran akigkanligit modeli”dir. “Katlanmamis
protein modeli”’nde katlanmamis proteinlerin (unfolded proteinlerin) 1s1 sok yanitini
tetikledigi Onerilmektedir (Shi ve ark. 1998, Kim ve Schoffl 2002, Voellmy ve
Boellmann 2007, Yamada ve ark. 2007). “Membran akigkanligi modeli’nde ise plazma
membraninin 1s1 sokunda birincil yanit¢t oldugu Onerilmektedir (Morimoto 1998,

Baniwal ve ark. 2004, Paszkowski ve Martienssen 2012).

Ist sok yanit1 biitiin organizmalarda korunumlu olarak bulunur ve hiicreleri tehlikeli
kosullara kars1 korur (Jolly ve Morimoto 2000). Is1 hasarina kars1 korunmak i¢in 1s1 sok
proteinleri (HSPs)’ni  kodlayan genlerin ifadesi sayesinde hiicresel bir direng
mekanizmasi olusmaktadir (Sung ve ark. 2003). Is1 sok yaniti bakteriyel ve viral
enfeksiyonlar, agir metaller, oksidanlar ve toksik kimyasallar gibi ¢ok ¢esitli ¢evresel

stres kosullarina kars1 bir direng saglar (Morimoto 1998).

Is1 sok yanmitinin ana iirlinii 1s1 sok proteinleridir (Heat shock proteins [HSPs]),
genellikle molekiiler saperon ve proteazlari igerirler (Finka ve ark. 2011, Schmollinger
ve ark. 2012). HSPs siiper ailesi molekiiler agirlik ve fonksiyonlara gore 6 major aileye
ayrilmistir; HSP100s, HSP90s, HSP70s, HSP60s, HSP40s ve kiigiik HSPs (Westerheide
ve Morimoto 2005, Meher 2018,). Bu proteinlerin stres kosullarinda, diizenleyici olarak,

protein homeostazisinde ve biyogenezinde rolii bulunmaktadir (Hartl ve ark. 2011). Is1



stresi yokken HSPs oligomerler seklindedir, 1s1 sokuna yanit olarak HSPs birbirinden
ayrilirlar ve hidrofobik yiizeyleri yanlis katlanmis proteinlere baglanarak tehlikeli

protein agregatlarinin olusumunu inhibe ederler (Nakamoto ve Vigh 2007).

Cevresel streslerin kombinasyonlar1 siirdiiriilebilir tarimin en biiyiik sorunlarindandir.
Bu sorunlarin ¢oziimiinde karmagik bir sistem olan bitki yerine, bitki model
organizmasi olarak daha basit, tek hiicreli bir mikroalg olan Chlamydomonas reinhardtii
kullanilmaktadir. C.reinhardtii tek hiicreli, 2 flajellas1 olan hareketli bir yesil algdir.
1950’lerden beri bitki model organizmasi olarak hiicre biyolojisi caligmalarinda
kullanilmaktadir (Harris 2001). C.reinhardtii’yi bir model sistem olarak kullanarak bitki
181 stres yanitinin temel mekanizmalarini incelemenin gesitli avantajlar1 vardir: (i) net
sekilde tanimlanmis kosullarda iiretilebilir; (i) 1s1 stresi ile kuraklik stresini birbirinden
ayirt etmeyi miimkiin kilar; (iii) 1s1 stresinin kiiltiir igerisindeki her bir hiicreye homojen
olarak uygulanmast miimkiindiir; (iv) kiiltiir igerisindeki her bir hiicre ayni tipte ancak
hiicre siklusu agisindan farkli evrede olabilir, bu farkli evrede olma durumunu
hiicrelerin es zamanli olmadan iiretimiyle ortadan kaldirilabilmek miimkiindiir; (v)
genel olarak Chlamydomonas gen ailesi toprak bitkilerinden olduk¢a kiiciik ve
calisilmasi basittir (Schroda ve ark. 2015). Dolayistyla, Chlamydomonas ile 1s1 sok yanit
mekanizmasin1 ¢aligmak bitki 1s1 sok yanmitim1 aydinlatmada kolay ve etkili bir
yontemdir. Son on yil boyunca gelistirilen genetik teknikler C.reinhardtii’nin biitiin
genomlarin1  (niikleer, kloroplastik ve mitokodrial) manipiilasyona uygun hale
getirmistir (Fuhrmann ve ark. 1999). Chlamydomonas’n basit hiicre dongiisii, mutant
suslarinin kolay izolasyonu sayesinde rekombinant sus eldesi oldukca hiz kazanmstir.
Giliniimilizde yabanil suslar yerine verimli raportdr genler, dominant segici isaretciler ve
giiclii promotor sistemleri kullanilarak elde edilen rekombinant C.reinhardtii

suslarindan yararlanilmaktadir.

Bitkilerde bilinen 1s1 soku yantlarin genel Ozelliklerinin ayni zamanda
Chlamydomonas i¢in de gecerli olabilecegi diisiiniilmektedir. Bitkilerde 1s1 sok yaniti
katlanmamig proteinler tarafindan tetiklenirken, fosforilasyon ise 1s1 sok faktorlerinin
aktivasyonunda Onemli bir rol oynar. Niiklear kodlu proteinlerin sentezi (¢ogunlukla
saperonlar ve fosfatazlar) ise stres yanitini ayarlar (Schmollinger ve ark. 2013). Yapilan

calisma Chlamydomonas’ta 1s1 soku yanitinin olusmasinda sicaklik farklarinin mu,



yoksa sicakligin kendisinin mi 1s1 sok yanitini tetikleyici bir etki oldugunun, 1s1 soku
yanitinin  bitkilerde oldugu gibi “katlanmamis protein modeli” ne gére mi yoksa
“membran akiskanlig1’” modeline gore mi tetiklendigi konusunda literatiire katk1
saglayacaktir. Bitkilerde 1s1 soku sinyal transdiiksiyonunda bir ikincil mesajci olarak
bazi aragtirmacilar tarafindan etkili oldugu rapor edilen kalsiyumun (Gong ve ark. 1998,
Saidi ve ark. 2009, Gao ve ark. 2012, Zheng ve ark. 2012) C.reinhardtii’deki etkisi
heniiz tam olarak kanitlanmadigindan bu konuda da literatiir bilgisi eksiktir.
Kalsiyumun etkili olup olmadigi cesitli kalsiyum baglayicilart ve kalsiyum iyon

kanallar1 bloklayicilart kullanarak aragtirilmigtir.

Is1 sok yamiti (HSR) bakteri, maya, meyve sinegi ve memelilerde oldukca ayrintili
olarak c¢alisilmasina ragmen, bu kavramlar bitki sistemlerine uygulanamaz (Mittler ve
ark. 2012, Verghese ve ark. 2012, Velichko ve ark. 2013,). Bunun en biiyiik nedeni 1s1
stres metabolizmasinda merkez rolii iistlenen plastidlerin en az 1300 protein icermesi ve
bu durumun bir 6karyotik hiicre olan bitki hiicresine ek bir komplekslik katmasidir
(Zybailov ve ark. 2008, Ferro ve ark. 2010). Genel olarak gen aileleri
Chlamydomonas'ta yiiksek bitkilere gore ¢ok daha kiiciiktiir. Ornegin, bes ana saperon
sistemi olan Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60 ve sHsps iiyeleri, Arabidopsis'te toplamda
74 gen tarafindan kodlanirken, Chlamydomonas'da sadece 39 gen tarafindan
kodlanmistir (Schroda 2004). 8 saatlik kisa tretim siiresinden dolayr da biiylik
miktarlarda Chlamydomonas biyokiitlesinin toplanabilecegi kolaylik ve hizlilik ile
proteinlere biyokimyasal yaklasimlar daha kolaydir (Harris 2008). Ayrica ¢ok hiicreli
gelisim ve evriminde saperonlarin roliinli inceleyen diger alglerle yakindan iliskili
olmas1 da ona bir avantaj saglamaktadir. Bu nedenle, Chlamydomonas bitki molekiiler
saperon fonksiyonlar1 ve stres yanit yollarin1 incelemek i¢in ideal bir model

organizmadir.

Bu ¢alismada C.reinhardtii kullanilarak 1s1 yanitinin olusmasinda halen kapali olan bazi
taraflarin aciga cikarilmasi hedeflenmistir. Bu amacla C.reinhardtii’de 1s1 sok yanitini
tetiklemede fiziksel parametre olarak sicaklik ve 1sik siddetinin, kimyasal parametre
olarak ise kalsiyumun ve tuzlulugun etkisi arastirilmistir. Ayrica UV-B radyasyonunun
etkileri de incelenmistir. Calismada indiiklenebilir HSP70A promotorii, siirekli eksprese

olabilen B.TUB promotorii ve Arilsiilfataz raportdrii kullanilarak rekombinant



C.reinhardtii suslar1 elde edilmistir. Secilen iki adet rekombinant sus ve kontrol sus ile
1s1 sok yanitini tetikleyen parametreler ortaya c¢ikarilmistir. Diger yandan RT-qPCR
caligmalariyla molekiiler diizeyde analizleri yapilarak arilsiilfataz aktivite sonuclar ile

karsilastirilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Mikroalgler

Mikroalgler fotosentetik, yiiksek biiylime oranlarma sahip prokaryotik veya okaryotik
organizmalardir. Prokaryotik mikroalgler olan siyanobakterileriler (Cyanophyceae),
Okaryotik diger gruplarin yam sira yesil algleri (Chlorophyta) ve diatomlari
(Bacillariophyta) igerir ~ (Mata, 2010). Mikroalgler oksigenik  fototrofik
mikroorganizmalar olup giines 151811 kullanarak enerjice zengin bilesiklerin igersindeki
karbondioksiti metabolize ederler ve oksijen aciga ¢ikarirlar. Bu organik bilesikler
mikrobiyal biiylimenin yapitaslarini olusturur. Isikla siirdiiriilen bu biyomas biiyiimesi
prosesine fotosentez denir. Giines, dalgaboyu aralifi cok genis olan bir spektrum
icerisinde enerji yaymaktadir. Bu 151k spektrumunun 400-700nm arasindaki dalga
boylarmi igeren kismi goriiniir bolge olarak tanimlanmakta ve "fotosentetik aktif
radyasyon (FAR)" olarak bilinmektedir. Bu aralik 700-760nm arasindaki uzak kirmizi
isinlarina kadar genisleyebilmektedir. Biitiin fototrofik organizmalarda oldugu gibi

alglerin fotosentezi de 151k enerjisinin yakalanmasina baglidir.

Mikroalgler 151k enerjisini, fotonlar1 absorblayabilme ve kimyasal baglar kurarak
kimyasal enerjiye depolayabilme yetenegine sahiptir. Sekil 2.1° de bir yesil algin
(Chlorohyta), bir diatomun (Chrysophyta) ve bir siyanobakterinin (Cyanophyta)
karakteristik absorbsiyon spektrumlarimi gosterilmistir(Kromkamp ve Limbeek 1993).
Absorbsiyon pikleri klorofil tarafindan absorblama yapildigr icin 650 ile 700 nm
arasinda (kirmiz1 bolge) degismektedir. Aksesuar pigmentleri denilen karotenoidler
genellikle mavi bolgede (400-500nm) absorblama yaparlar ve uyarim enerjisini
klorofillere transfer ederler, bdylece daha genis bir dalgaboyu araliginda

absorbladiklarindan fotosentezi verimli kilarlar.
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Sekil 2.1. Mikroalglerin karakteristik absorbsiyon spektrumu:

Genel olarak, mikroalglerin tiremesi dort fazdan olusur (Sekil 2.2); gecikme faz1 (lag),
iissel (log veya exponential) faz, duragan faz (stationary) ve oliim (lysis) fazi. Bir
homojen alg Kkiiltiirii genellikle birbirinden ayri olmayan ve uzunlugu biiylime

kosullarina bagl olarak degisebilen bir iireme modeli izler (Moazami et al. 2012).
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[lk asama, hiicrelerin yeni ortama uyum saglamasi gereken gecikme fazi (lag)’dir.
Gecikme fazinin uzunlugu, yeni ortamin bir dnceki ortamdan ne kadar farkli olduguna
ve inokiilasyon zamanindaki hiicrelerin fizyolojik yasina baghdir. Hiicreler yeni bir
kiltlirii asilamak i¢in kullanildiginda ¢ok geng¢ veya yasliysa, daha uzun bir gecikme
fazina sahip olacaktir. Ureme modelindeki bir sonraki asama, hiicrenin 6zgiil {ireme
oraninin yeni ortama daha ¢ok adapte oldugu hizlanan tireme fazidir. Bu fazda hiicreler
iistel biiytimenin oldugu log fazina girerler. Bu faz boyunca, hiicreler ortama tamamen
adaptedirler ancak alg kiiltiirii yogunlugu tiim hiicrelere 151k gec¢irimini engelleyecek
kadar yogun degildir. Uremekte olan hiicreler, iireme i¢in gerekli besinleri kullanarak
heniiz limitli iireme haline gegmemistir. Bir sonraki agama, spesifik {ireme hizinin daha
dogrusal oldugu azalan log fazidir. Bu faz hiicrelerin olduk¢a yogun olmaya basladigi
ve 151k smirlamalar1 oldugunda meydana gelir. Bu noktada, hiicreler bir yandan besin
maddelerinin ¢ogunu kullanirken biryandan da iiremeyi smirlandirabilecek artan
miktarda toksik atig1 serbest birakirlar. Hiicreler 1s18in sinirli oldugu bir noktaya
ulastiginda, bir iireme dengesinin elde edildigi duragan faza ulasmislardir. Olmekte olan
hiicrelerin bozunmasi, biyokiitlenin artmasin1 saglar, bu da iireme egrisinin, azami
erigilebilir alg konsantrasyonunu temsil eden bir noktaya yiikselmesine neden olur. Bir
sonraki agsama, alg hiicrelerinin daha fazla 6lmeye basladigi hizlandirilmig 6liim fazidur,
bu fazda alg, liremesini inhibe eden materyalleri kiiltiire salmaktadir. Son olarak,
hiicreler 6liim oranmin iistel oldugu 6liim evresine ulasir ve tamamen Oliir (Becker

1994).

Ureme egrisinin asamalarindaki renk farkliliklar: gozle algilanabilir, ancak bunlarimn
tim{i net olarak ayirt edilemez. Algal kiiltiirler ¢ok soluk bir yesil olarak baslar ve
yogunlastikca daha koyu yesil olurlar. Bu noktada fazlarda bir fark tespit etmek zordur,
kiiltiir 6liim fazina girdiginde sarimsi kahverengiye doniismeye baslar. Hiicreler daha
cok oldiikge, kiiltiir giderek daha az yesil ve daha fazla kahverengi hale gelmektedir.
Algler iiredikge fotosentez sirasinda ortama serbest birakilan hidroksit molekiilleri (OH
) nedeniyle ortamin pH’simi arttirir. Ortamdaki su (H20), karbonik asit (H2COs3)
olusturmak ic¢in havada bulunan karbondioksit (CO.) ile birlesir ve hidrojen iyonlari
(H") ve bikarbonat (HCO3") iyonlarina ayrisir. Algler, karbonu bikarbonat formunda alir
ve fotosentez yoluyla, oksijen (O2) ve OH™ molekiillerini serbest birakir ve g¢evresel

pH'y1 yiikseltir (Short 2012).



2.2.  Chlamydomonas reinhardtii ve hiicre yapisi

Empire : Eukaryota

Alem : Plantae

Boliim : Chlorophyta

Sinif : Chlorophyceae

Takim : Chlamydomonadales
Familya: Chlamydomonadaceae
Cins : Chlamydomonas

Tiir : Chlamydomonas reinhardtii P.A.Dangeard

Gegmiste Chlamydomonas tiirleri sadece morfolojik kriterlere dayali olarak
tanimlanmistir. Cins iki anterior flagella, bir veya daha fazla pirenoidi ¢evreleyen bir
bazal kloroplast ve ayr1 bir hiicre duvart ile tek hiicreli bir klorofittir (Harris 2001).
Chlamydomonas hiicresi hidroksiprolince zengin glikoproteinlerden olusan hiicre
duvarnyla cevrilidir ve neredeyse hiicre hacminin 2/3liik bir kismini1 tek ve biiyiik kadeh

seklinde bir kloroplast olusturur (Neupert ve ark. 2012) (Sekil 2.3).

Tiirler, genel boyut ve viicut sekli, kloroplast ve piranoidlerin sekli ve konumu, flajella
uzunlugu, flajella bosluklarmin sayisi, konumu ve 151tk mikroskobu seviyesinde
goriilebilen yapisal ozellikler arasindaki farklardan ayirt edilmistir. Ettl (1970), dokuz
ana morfolojik gruba ayirdigi toplam 459 tiir tanimlamistir. Bu tiirlerin bir¢ogu kiiltiir
koleksiyonlarinda bulunmasma ragmen, sadece birka¢ tanesi laboratuvar arastirma
organizmalar1 olarak Onemli role sahiptir. C.reinhardtii Chlamydomonas'im baskin
laboratuvar tiirii olarak ortaya ¢ikmistir. Bunun nedeni, esas olarak tek karbon kaynagi

olarak asetat ile fotosentez yapmadan iireyebilme yeteneginden dolayidir.



Sekil 2.3. Interfaz evresindeki bir Chlamydomonas hiicresinin gdsterimi.

Hiicre uzunlugu, 10 um; BB, bazal cisimler; Chl, kloroplast; Cv, kontraktil vakuol; Cw,
hiicre duvari; Er, endoplazmik retikulum; Es, stigma; F, flajella; G, Golgi aparati; L,
lipit gévdesi; Mi, mitokondri; N, ¢ekirdek; No, niikleolus; P, pirenoid; r, ribozomlar; S,
nisasta tanesi; v, vakuol.

C. reinhardti, 1950'lerden beri hiicre ve hiicre molekiiler biyolojisi ¢alismalarinda bir
bitki modeli olarak kullanilmaktadir (Harris, 2008). Tek kloroplasta sahip olmasi ve
fotosentez aparatinin yiiksek oranda korunmus olmasi, Chlamydomonas'im, Ozellikle
fotosentez, kloroplast biyogenezi ve kloroplast gen ekspresyonunun niikleer kontrolii
alaninda ¢alismay1 kolaylastirmistir (Herrin ve Nickelsen 2004, Eberhard ve ark. 2008).
Fotototrofik veya heterotrofik olarak biiyiiyebildiginden 6karyotik flagella fonksiyonlari
kolaylikla incelenebilir. Dolayisiyla uzun yillardir 6karyotik fotosentezi incelemek igin
kullanilmaktadir (Merchant ve ark. 2007). Arastirmacilar farkli ¢evresel streslerin ve bu
streslere organizmalarin tepkilerini incelemek i¢in C.reinhardtii'yi kullanmiglardir
(Hema ve ark. 2007). Chlamydomonas flagellasinin yapisi, ¢alismasi ve altta yatan
molekiiler mekanizmalar1 {izerine yapilan arastirmalar memelilerde bazal cisimler ile
ilgili hastaliklar tizerine 6nemli bilgiler saglamistir (Snell ve ark. 2004). Kazanilan
teknikler bircok bitkiyle ilgili konuda aragtirmalarin bu model organizma kullanilarak

yapilmasint  saglamistir.  Chlamydomonas genom sekanslamasit 2007  yilinda



tamamlanmis, yaymlanmig ve su anda kullanima agiktir. Giiniimiizde yabanil tiir,
mutant suslar ve transformasyon c¢alismalar1 ic¢in plasmid yapilarini iceren
arastirmacilarin kullanimina agik ¢evrim i¢i veritabanlari mevcuttur. Daha yiiksek bitki
model organizmalar1 yerine basit tek hiicreli yesil algle calismay1 destekleyen ortak
motivasyon, mikrobiyal bir sistemin (hizli kiiltiirleme, kolay teknikler) ve gen ailesinin
daha az karmasik olmasinin getirdigi bir avantajdir. Son on y1l boyunca gelisen genetik
teknikler C.reinhardtii’nin genomlar1 (niikleer, kloroplastik ve mitokodrial) ile yapilan
bircok bilimsel arasgtirmayr miimkiin kilmistir. Ayrica, kimyasal ve insersiyonel
mutagenez i¢in var olan metodlar, RNA interferans, amiRNAs ile gen susturulmasi
metodlar1 C.reinhardtii ye 6nemli bir pozisyon saglamistir (Merchant ve ark. 2007,
Neupert ve ark. 2012). Onde gelen bir 6rnek, optik 151k yogunluklaria (fototaksi) dogru
yonlendirmek iizere, flajellamsi yonelim modiilasyonundan sorumlu olan bir
Chlamydomonas stigma proteini olan Channelrhodopsin'dir. Chlamydomonas'daki bu
proteinin derinlemesine karakterizasyonu, simdi “optogenetik” olarak adlandirilan
sinirbilimler i¢cinde tamamen yeni bir alan olusturmustur. Channelrhodopsin, bir 151k
sinyalini, tek bir protein i¢inde bir iyon kanalina dogrudan ileterek, noronlarda akson
potansiyellerinin ¢ok hizli indiiklenmesine olanak saglamistir (Nagel 2005, Yizhar ve

ark. 2011).

Hiicre ceperi

Yabanil tipte C.reinhardtii hiicresi (Sekil 2.3), cap1 yaklasik 10 um ve hidroksiprolin
acisindan zengin glikoproteinlerden olusan bir ¢epere sahiptir. C.reinhardtii hiicre
ceperi seliiloz icermemektedir, yedi temel katmandan olusmaktadir (Woessner ve
Goodenough 1994). Bazi ¢eper bilesenleri i¢in genler klonlanmis, dizilenmis ve hiicre
ceperi biyogenezi defekte edilmis birgok mutant izole edilmistir. Bu mutantlarin ¢ogu,
ceperin prekiirsor proteinlerini normal miktarlarda yapmakta, fakat onlar1 komple
duvarlara monte edememektedir (Voigt ve ark. 1997). Hiicre ¢eperi mutantlari,
transformasyon i¢in olduk¢a yaygin bir kullanim bulmuslardir; transformasyon islemi

bu hiicre ¢eperi defekte hiicreler ile ¢ok daha verimli bir sekilde saglanmaktadir.
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Nukleus

Hiicre nukleusu Chlamydomonas hiicrelerinde oldukca belirgindir. Niikleer membran,
endoplazmik retikulumun bir uzantis1 seklindedir ve yakinlarinda 1-4 golgi cisimcigi
bulunmaktadir. Kromozom sitolojisi zayif olup metafaz hiicrelerinde 151k
mikroskobunda sadece sekiz ayr1 kromozom goriiliir (Hails ve ark. 1993). Vegetatif
hiicreler normalde haploiddir, fakat oksotrofik isaretleyiciler kullanilarak kararli
diploidler segilebilir. Niikleer genom biiyiikliigiiniin yaklasik 1x10% baz cifti oldugu
tahmin edilmektedir. Denatiirasyon ¢aligmalarinda genel olarak yaklasik %62 oraninda

GC igerigi bakimindan zengin oldugu bulunmustur (Harris 1989, Rochaix 1995).

Kontraktil vakuoller

C.reinhardtii hiicresinin 6n ucunda iki kontraktil vakuol yer alir. Yasayabilmek i¢in
hiperosmotik ortama ihtiya¢ duyan mutantlar vakuol yapis1 ve fonksiyonunun genetik
kontroliinii saglamada bir baslangi¢c noktasi1 saglayabilir (Luykx ve ark. 1997). Tuza
duyarli mutantlar da izole edilmistir, plazma membrani boyunca iyon aktarimini
etkiledigi diger yandan dogrudan vakuol fonksiyonunun etkilenmedigi diisiiniilmektedir

(Prieto ve ark. 1996).

Mitokondri

Mitokondri sitozol boyunca dagilir ve elektron mikrograflarinda uzun veya dallanmis
yapilar olarak goriiliir. Kloroplast kontaminasyonundan armdirilmis mitokondrilerin
saflagtirilmasimnin zorlugu Chlamydomonas mitokondrisi lizerine sinirli biyokimyasal

arastirmalara neden olmustur (Bennoun ve ark. 1995, Eriksson ve ark. 1999).

Kloroplast

Tek kadeh sekilli kloroplast hiicrenin iigte ikisini isgal eder ve kismen c¢ekirdegi
cevreler. Tilakoid membranlar, bilesimi ve fonksiyonel organizasyonu yabanil tip ve
mutant Chlamydomonas suslarinda kapsamli bir sekilde arastirilmis ve tanimlanmigtir

(Rochaix ve ark. 1998). Kloroplastta bulunan ayirt edici bir cisim olan pirenoid, CO;
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fiksasyon bolgesi ve fotosentezin karanlik reaksiyonlarmin gerceklestigi kisimdir.
Nisasta govdeleri pirenoidi g¢evreler ancak bazi kosullar altinda kloroplast boyunca
dagilmis olarak da goriilebilirler. Pirenoid varligi, sayisi ve diizenlenmesi geleneksel
taksonomide Chlamydomonas cinsi igindeki tiirlerin karakterlerini belirlemede
onemlidir. incelenen tim Chlamydomonas tiirlerinin kloroplast genomlar1 ¢ogu kara
bitkisinde oldugu gibi bir tekrar yapisina sahiptir, ancak gen diizeni bitkilerden belirgin
bir sekilde farklidir (Boudreau ve ark. 1994).

Chlamydomonas kloroplasti hem fotosentezi hem de biyogenezi incelemek igin
miitkemmel bir model sistem olarak ¢ok uzun zamandir arastirmalarda kullanilmaktadirr.
Bu sayede klorofil sentezinin genetik kontroliiniin arastirilmasi yoniinde yeni bir
arastirma alan1  dogmustur. 1960'larda Levine’in Harvard'daki laboratuvarinda
fotosentetik elektron transfer zincirinin genetik diseksiyona uygun oldugunu gdsteren
bir dizi calisma yapilmistir. C.reinhardtii'nin fotosentetik olmayan mutantlar1 izole
edilmis ve tanmimlanmistir. Bu mutantlarin ¢ogu, belirli siireglere (su oksidasyonu,
fotosentetik elektron taginmasi, ATP sentezi, CO; fiksasyonu) maruz birakilmis, ancak
spesifik proteinlerdeki lezyonlarin belirlenmesi o zaman mevcut olan teknoloji ile
miimkiin olamanmugstir. Ik yillarda yapilan arastirmalar, niikleer genlerdeki
mutasyonlarla sinirlt kalmistir. 1979'da, mutagenezden once kloroplast genomunun
kopya sayisini azaltmak i¢in 5-florodeoksiiiridin kullanarak fotosentetik olmayan
mutantlar1 se¢gmek icin yontemlerin gelistirilmesi ile bir ilerleme saglanmistir (Shepherd
ve ark. 1979). Kloroplast biyogenezi ve fotosentez fonksiyonlarimi etkileyen 50'den
fazla niikleer gen lokusu mutasyonlarla isaretlenmis ve neredeyse tiim yapisal genler de
tanimlanmistir. Chlamydomonas’in  kloroplastta kodlanan genlerin ekspresyonunu
diizenleyen niikleer genleri tanimlamak ic¢in kullanilmasi onu 6nemli bir model haline
getirmistir. Chlamydomonas su anda kloroplast ve fotosentezi aragtirmak icin siklikla

kullanilmaktadir (Mayfield ve ark. 1995, Xiong ve ark. 1998, Komine ve rk. 2000).

Flajella

iki anterior flagella 10 ila 12um uzunlugunda ve hiicre ceperindeki 6zel yaka
bolgelerine dogru uzanir durumdadir. Flajella aksononun yapisi tanimlanmig ve 250'den

fazla protein bileseni iki boyutlu elektroforez ile ¢oziilmiistiir. Chlamydomonas flajella
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fonksiyonu ve baglanmasi iizerine arastirmalar agisindan en iyi organizmalar arasinda
olmustur. Hareketlilik kusurlar1 olan mutantlar, ilk kez C. moewusii ve C.reinhardtii'de
izole edilmistir. Bu mutantlarin sayesinde flajella taksonomisinin baslica bilesenlerinin
neredeyse tamamini etkileyen mutasyonlar tespit edilmistir. C.reinhardtii'de flajella
diizenegi ve/veya islevini etkileyen 75'ten fazla genetik lokus tanimlanmis, flajella
bilesenleri i¢in 40'tan fazla gen klonlanmis ve dizilenmistir (Cole 1999, Pazour ve ark.

1999, Pazour ve ark 2000).

Stigma ve fototaksi

Stigma, yliksek konsantrasyondaki karotenoid pigmentler nedeniyle 1s1k mikroskobunda
parlak turuncu goriiniir. Elektron mikroskobunda ise hiicre ekvatorundaki kloroplast
membraninin hemen icinde yer alan elektron-yogun graniillerinin bir bolgesi olarak
goriinmektedir. Stigmadaki karotenoid igeren graniillerin, 15181 dogru fotoreseptdre
yonlendirebilmek amaci ile hareket ettigi diisiiniiliir ve bu graniiller rodopsin homologu
olarak tanimlanirlar (Hegemann 1997, Deininger ve ark. 2000). Hiicreleri tek yonli
1518a gore yoOnlendiren bir anten islevi goriirler. Stigma yapisindan yoksun olan
mutantlarda fototaksinin etkinli§i azalmakta ancak fotoreseptor vasitasiyla 15181
algilayabilmektedir. Chlamydomonas'ta iki ayr1 foto-yanit goézlemlenmistir: ilki
fototakside sabit tek yonlii bir 1s18a karst yonelimli hareketler ve ikincisi ise ani 1s1k
flaslarina kars1 fotofobik yanit veya durma yanitidir (Schaller ve ark. 1997). Fototaktik
fakat fotofobik olmayan yanitlar gosteren mutantlarin analizi, fotofobik yanitin
kalsiyum bagimli ya hep ya hig¢ elektrik akimi ile indiiklendigini, bu indiiksiyonun ise
flajellar membrandaki fotoreseptor aracili depolarizasyon tarafindan gergeklestirildigini

gostermistir (Matsuda ve ark 1998).

C.reinhardtii’nin yasam dongiisii

C.reinhardtii yabanl tipi, igerigi tamimlanmis sivi veya agar ortamda, notr pH'ta
kolaylikla ireyebilir ve ek vitamin veya kofaktdr gibi herhangi bir gereksinime ihtiyag
duymaz (Harris 1989). Asetat, yabanil tip suslar tarafindan bir karbon kaynagi olarak
kullanilabilir, karanlikta da iireyebilirler ve fotosentez yapabilme 6zelligi bloke edilen

suglar asetat saglandiginda canli kalabilir. Ancak 1siktaki biiylime asetath veya asetatsiz
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karanliktaki iiremeden daha hizlidir. Optimal iireme sicakligi 20-25°C arasindadir.
Yeterli 1s1kta (£ 200 400 Einstein / m?s) ve 25°C 'de, ortalama 6 - 8 saatte bir hiicre
sayis1 iki katmma c¢ikmaktadir. 12:12, 14:10 veya 16:8 1sik:karanlik dongiisiinde
iiretildiginde, hiicreler 151k faz1 boyunca G1'de kalir, genellikle karanlikta ardisik olarak
iki veya bazen ii¢ mitotik bdliinme gerceklesir. Dort tane yavru hiicre ortak bir ana
hiicre ¢eperi i¢inde tutulur ve belirli bir litik enzimin salgilanmasi iizerine ayn1 anda
serbest birakilir (Harper 1999). Isik ve besin kiiltiirden ¢ikarilsa bile boliinme devam
eder. Belirli bir dongiide yer alan birbirini izleyen boliinmelerin sayisi, G1 fazinda
erisilen hiicre boyutuna baglidir (Goto ve Johnson 1995). C.reinhardtii'de mitoz
gelisimi 1968'de Johnson and Porter tarafindan tarif edilmistir (Harris 1989). O
zamandan bu yana gelisen bilgisayar destekli analizler ve immiinofloresan teknikler
mitoz sirasinda sitoplazmik mikrotiibiillerdeki, aktinlerdeki ve kloroplasttaki
degisikliklerin anlagilmasini saglamistir (Ehler ve Dutcher 1998, Harper 1999).
C.reinhardtii hiicreleri haploittir ve iki adet genetik olarak sabitlenmis eslesme tiirleri
vardir arti (mtC) ve eksi (mti) olarak adlandirilirlar. Esleme lokusu, hiicre tanima ve
flizyonunda, zigospor olgunlasmasinda, organel genlerinin esleme kontroliinde ve
kalitiminda etkili olup yaklasik 1 megabaz gen igeren kompleks bir bolgedir. (Campbell
ve ark. 1995, Goodenough ve ark. 1995, Kurvari ve ark. 1998). Azottan yoksun
birakildiginda, her iki esey tipi de eseysel agidan yetkin gametlere farklilagir (Anonim
2019) (Sekil 2.4). Art1 ve eksi gametler, baslangigta seksiiel aglutinin proteinlerinin
aracilik ettigi bir reaksiyonla flajella uzunluklar1 boyunca eslesir. Flajella eslesmesi,
yogun olarak arastirilan bir cAMP aracili sinyal iletim kaskadini baglatir (Quarmby
1994, Wilson ve ark. 1999). Eslesmeyi flajellar uglarda morfolojik bir degisim
(aktivasyon) ve hiicre c¢eperinin bir gamete spesifik litik enzim tarafindan ¢oziinmesi
takip eder (Harris 1989). Eslesme partnerlerinin fiizyonu, hiicrelerin 6n uglarinda eseye
0zgl yapilarda baslar ve anteriordan arkaya dogru lateral olarak devam eder. Yeni
olugmus diploid zigot, bir saat sonra dort flajellali bir hiicre olarak hareket etmektedir

(Wilson ve ark. 1997, Wilson ve Snell 1998).
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Sekil 2.4. C.reinhardtii'nin eseysel dongiisii

Zigot spesifik transkriptler ile gamet fiizyonu dakikalar i¢inde olusur (Kuriyama ve ark.
1999). Sert, gegirimsiz bir zigospor ¢eperinin olusumu baglar, kloroplastlar parcalanir
gibi goriiniir, klorofil kayb1 meydana gelir ve lipit cisimleri 4 ila 6 giin boyunca birikir.
Chlamydomonas'n eseysel tlirlerinde zigospor ¢eperinde olumsuz c¢evresel kosullara
kars1 koruma saglanir. Vejetatif hiicre ¢eperi gibi, C.reinhardtii'nin zigospor ¢eperi de
hidroksiprolin ac¢isindan zengin glikoproteinler igerir. Zigosporlar uzun yillar toprakta

yasayabilir (Harris 1989).

2.3.  Mikroalgleri etkileyen cevresel faktorler

Mikroalgleri basarili bir sekilde yetistirmek i¢in mikroalg tiirleri arasinda degisebilen
0zel cevre kosullar1 gereklidir. Mikroalg biiytimesini etkileyen faktorler arasinda 1s1k
siddeti, sicaklik, O, CO», pH, tuzluluk, cesitli makro ve mikro niitrientler (N, P, K,
vb.); toksinler gibi abiyotik faktorler; diger mikroalg tiirleri ile abiyotik maddeler i¢in
rekabet eden bakteriler, mantarlar, viriisler gibi biyotik faktorler; kiiltiivasyon ortaminin
karigtirilmasi, kiiltiivasyon ortaminin yerininin genisligi ve derinligi gibi operasyonel

faktorler yer almaktadir (Mata ve ark. 2010).

15



Karbon, hidrojen ve oksijen alg biiylimesi i¢in gerekli olan mineral olmayan gruptaki
niitrientlerdir. Makroniitrientler arasinda azot, fosfor, siilfiir, potasyum ve magnezyum
bulunur. Demir ve manganez gibi mikroniitrientler kii¢iik miktarlarda gerekli iken (30—
2,5 ppm), kobalt, ¢inko, bor, bakir ve molibden gibi eser elementler ise 4.5-2.5 ppm
oraninda gereklidir (Walker 1954). Cevresel kosullar (6zellikle 151k ve sicaklik) ve
mineral olmayan gruptaki niitrientlerin, makroniitrientlerin ve mikroniitrientlerin
mevcudiyeti, mikroalglerin biyokimyasal bilesimini biiyiik 6l¢iide etkiler (Kalacheva ve
ark 2002, Fabregas ve ark. 2004). pH ve mevcut toksik metaller gibi diger faktorler de

alg biiylimesini ve metabolizmay1 etkileyen 6nemli faktorlerdendir.

2.3.1. Isik siddeti

Isik, mikroalglerin fotosentezi i¢in enerji giris kaynagidir. Isik erisilebilirligi ve
yogunlugu, mikroalg kiiltliriiniin  bliylime performansim1  etkileyen Onemli
parametrelerden biridir. Isik yogunlugu diisiik bir seviyede oldugunda yeterli biiylime
yoktur (Alabi ve ark. 2009). Yogunluk arttik¢a, biiyiime fotosentez hizinin maksimum
oldugu 151k doyma noktasina kadar artabilir. Bu noktadan sonra biiyiime hizinda artig
goriilmeyecek, 151k yogunlugu arttikca fotoinhibisyona neden olacaktir (Henley 1993).
Fotoinhibisyonu onlemek i¢in 1s1k siddeti ¢ok yliksek olmamalidir. Mikroalg kiiltiir
konsantrasyonu yiiksek oldugunda 15181n kiiltiire derinden niifuz etmesi miimkiin olmaz
ve sadece Ust katman mevcut 15181 emebilir, kalan kism1 karanlikta birakabilir - buna
golgelendirme denir. En iist tabaka hafif doygunluk ve inhibisyon ile karsilasabilir.
Mikroalg kiiltiir konsantrasyonu diisiik oldugunda ise, mikroalgal hiicreler,
golgelenmeden yoksun olacagindan her mikroalg hiicresi 15181 yakalayabilir, bu da
fotoinhibisyona neden olabilir (Alabi ve ark. 2009). Cogu mikroalg, giines 15181
yogunlugunun yaklasik %20'sinde hafif doygunluga ulasir. Uygun karistirma bu
sorunlara bir ¢oziim olabilir. Hiicrelerin hareket etmesini ve bdylece fotosentezin etkin

bir sekilde gerceklesmesini saglar (Pulz 2001, Torzillo 2003).

Isik yogunlugu, alglerin fotosentez iizerindeki etkisi sebebiyle biiylimesini etkiler
(Stockenreiter ve ark. 2013). Artan 151k siddeti biiylime hizini, susu ve kiiltiir sicakligini
etkiler. Algin lireme hiz1 doygunluk noktasinda maksimum olup 1s1k siddetinin diismesi

veya artmastyla birlikte diiser. Alglerdeki fotoadaptasyon / fotouyumluluk siireci, 15181
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mevcudiyetine ve fotosentez etkinligindeki artiga gore hiicrelerde degisikliklere yol agar
(Dubinsky ve ark. 1995). Adaptasyon, pigmentlerin tipleri ve miktarlarindaki
degisiklikler, biiylime hizi, karanlik solunum hizi veya esansiyel yag asitlerinin
mevcudiyeti gibi ¢oklu mekanizmalarla gergeklesebilir. Morfolojik fotouyumluluga
hiicre hacmindeki degisiklikler, tilakoid membranlarin sayis1 ve yogunlugu eslik eder
(Berner ve ark 1989). Algler, kloroplast membranlarinin doygunsuzlasmasi ile 11k
sinirlamasinin  iistesinden gelir (Mock ve Kroon 2002). Doygunluk limitlerinin
tizerindeki 151k yogunlugu artis1 fotoinhibisyona neden olur (You ve Barnett 2004)
Bunun nedeni, yiiksek 151k yogunlugunun neden oldugu kloroplast lamelinin bozulmasi
(Brody ve Vatter 1959) ve karbondioksit fiksasyonunda yer alan enzimlerin
inaktivasyonudur (Igbal ve Zafar 1993). Isik siddeti alglerin hiicresel bilesimini de
etkiler. Isigm belirli bilesenlerinin, klorofil sentezi, foto-hasar onarimi ve hiicre
boliinmesi dahil olmak Ttzere hiicresel mekanizmasinin isleyisini etkiledigi
bilinmektedir. Ornegin, C.reinhardtii hiicrelerinin béliinmesi i¢in mavi 15181 gerekli
oldugu gosterilmistir (Voigt ve Miinzner 1994). Mavi 1518in biiylime hiz1 iizerindeki
etkisinin oldugu bir¢ok ¢alisma tarafindan kanitlanmistir (Borodin 2008). Mavi ve
kirmizi 1518in  biiyiimeye ve polisakkarit iiretimini artirmaya yardimecir oldugu
gbzlenmistir (You ve Barnett 2004). Emerson ve Lewis ayrica, Chlorella'nin fotosentezi
icin en ¢ok mavi ve kirmizi 1s181in etkili oldugunu bildirmislerdir (Emerson ve Lewis
1943). Bununla birlikte diisiik yogunluklarda bile monokromatik mavi 1s181n iist {iste
binmesi lipid, siikroz ve nisasta olusumunda Onemli bir diisiise neden olmustur

(Miyachi ve Kamiya 1978).

2.3.2. UV siddeti

Radyasyon bilinen ilk mutajenik ajandir. Fiziksel mutajenik radyasyonlarin iki formu
vardir; iyonize radyasyon ve iyonize olmayan radyasyon. X-iginlari ya da gama
radyasyonlar1 gibi iyonize radyasyonlar hiicrede molekiillerden elektronlar1 koparmak
icin yeterli enerjiye sahiptirler. Elektronlar molekiillerden ayrildiginda, serbest
radikaller adin1 alan iyonlar olusur. Bu serbest radikaller hiicredeki DNA ya da RNA
gibi ¢ogu diger molekiile oksidasyonla zarar verebilir. Ultraviyole (UV) gibi iyonize
olmayan radyasyonlar ise molekiillerdeki elektronlar1 uyararak mutajenik etki

gosterirler. DNA molekiiliindeki elektronlarin uyarimi genellikle DNA’daki komsu iki
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primidin (6zellikle timin) arasinda ekstra bag olusumuyla sonuglanir. Radyasyonun
dalga boyuna ragmen, radyasyonun artmasiyla disartya verilen enerji azalir. Ornegin;
Iyonize rasyasyon genellikle 1 nm (nanometre)’den az dalga boyuna ve 100 eV
(elektron volt)’dan fazla enerjiye sahiptir. Iyonize olmayan radyasyon ise 100-390 nm
arasinda dalga boyuna ve 100 eV’dan az enerjiye sahiptir. Bu nedenle, iyonize
radyasyonlar iyonize olmayan radyasyonlardan daha tehlikeli olarak kabul edilir.
Iyonize ve iyonize olmayan radyasyonlar gida endiistrisi ve laboratuvarlarda, klinik
ortamlar  igerisinde  mikroorganizmalarin  biiyiimesini  kontrol etmek i¢in
kullanilmaktadir. Iyonize olmayan radyasyon olan Ultraviyole (UV), mutasyonlart
indiikleyen, DNA’da hasar olusturan ve tiimor gelisimine neden olabilen giiglii
genotoksik etkilere sahiptir. UV nin baglica dogal kaynagi giinestir ve giinessel UV nin
cilt kanserlerinin ana nedenlerinden biri oldugu bilinmektedir (Anonim 2013).
Ultraviyole 151k (UV; 215-400nm), hiicrelerdeki fotosentetik mekanizmaya verdigi

hasar nedeniyle algleri de olumsuz etkiler.

UV 1s18imin UVA, UVB ve UVC olmak flizere {i¢ genel tiirii vardir; insan viicudunu
bronzlastiran UVA (320—400 nm), cilt lizerinde giiclii karsinojenik etki gosteren UVB
(280320 nm), germisidal (antiseptik, mikrop o6ldiiriicii) etki yapan UVC (200-280 nm)
gibi farkli mutajenik Ozelliklere sahiptir. Yeryliziine ulasan giines 151gmin UV
bilesenleri UVA ve UVB (290400 nm)’den olusmaktadir, UVC ise yeryiiziine

ulagsmadan ozon tabakasi tarafindan absorblanir (Anonim 1999), (Sekil 2.9).
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Sekil 2.5. UV dalga boyu ve ozon absorbsiyonu

UVC, UVA ve UVB’den daha kisa dalga boyuna ve yiiksek enerjiye sahip oldugundan,
potansiyel olarak en zararli UV formudur ve bakteri, viriis, protozoa, maya, kiif ve alg
gibi mikroorganizmalara kars1 oldiiriicii etkiye sahiptir. 254 nm’de UVC en biiyiik
antimikrobik etkinlige sahiptir (Tran ve Farid 2004). UV-B (215-380nm), benzer
yogunluklarda bile UV-A radyasyonuna (380-400nm) kiyasla hiicrelerde daha fazla
hasara neden olur (Fernanda 2012). UV-A reaktif oksijen ve hidroksil radikallerinin
iretimini arttirarak dolayli hasara neden olurken UV-B radyasyonu hiicresel DNA'ya
dogrudan zarar verir. Orta diizeyde UV-A fotosentezi uyarabilirken UV-B yogunluga
bakilmaksizin fotosentezi olumsuz etkilemektedir. UV radyasyonunun neden oldugu
hasart en aza indirgemek i¢in alg koruyucu hiicre duvarlarmin gelisimini,
karotenoidlerin ve diger pigmentlerin sentezini arttirmaktadir (Xue ve ark. 2005,

Fernanda 2012, Rastogi ve Incharoensadki 2013).

19



2.3.3. Sicakhik

Sicaklik, alg tlireme hizini, hiicre biiyiikliigiinli, biyokimyasal bilesimi ve besin
gereksinimlerini etkileyen en 6nemli ¢evresel faktorlerden biridir. Ozellikle dis mekan
kiiltiir sistemleri i¢in bir baska Onemli smirlayici faktordiir. Optimal {ireme
sicakliklariin altinda, ireme orami artan sicaklikla artar, ancak tiire veya susa ozgi
olmakla beraber optimumun iizerinde belirgin bir sekilde azalir (Renaud ve ark. 2002).
Optimal araligin altinda ve donmanin iistiinde olan sicakliklar mikroalgi 6ldiirmez ve
birgok mikroalg 15°C ye kadar olan daha diisiik sicakliklara kolayca dayanabilir (Mata
ve ark. 2010). Genellikle ideal lireme saglamak ig¢in sicaklik 20 ile 30°C arasinda
kalmalidir (Chisti 2007). Sicaklik ayrica fotoinhibisyonda énemli bir rol oynayabilir.
Baz1 sicakliga bagli fotoinhibisyon mekanizmalar1 6ne siiriilmiistiir. Bunlar su
mekanizmalart igerir: (i) diisiikk sicaklik, daha diisiik bir CO, fiksasyon oranina bagl
olarak belirli bir foton akis hizinda azaltilmig elektron tasinmasina neden olur; (ii)
disiik sicaklik aktif oksijen tiirlerini inhibe eder, bu da PSII'yi koruyarak
fotoinhibisyonu azaltma ile sonuglanir; ve (iii) diisiik sicaklik, fotoinhibisyon sirasinda
bozunan D1 proteininin sentezini inhibe eder ve sonug¢ olarak PSII onarim dongiisiinii
engeller (Vonshak and Torzillo 2004). Sicaklik degisimi ile en sik goézlenen
degisikliklerden biri, yag asitlerinin lipid membrandaki doymamishk seviyesindeki
degisikliktir (Thompson 1996, Harwood 2004, Guschina ve Harwood 2009). Optimalin
Otesinde sicaklik artis1 protein sentezini azaltir ve sonug olarak diisiik iireme oranlarina
neden olur (Konopka ve Brock 1978). Morris ve ark.(1974), bir deniz diatomu olan
Phaeodactylum tricornutum'un iiremesini incelemis ve protein sentezinin gece
metabolizmasinin 6nemli bir bileseni oldugu gercegi nedeniyle, sicakliklarin daha
diisiik oldugu gecelerde protein sentez hizlarinda Onemli bir artis oldugunu
bildirmislerdir. Benzer sekilde, Rhee ve Gotham (1981), Scenedesmus sp.’da artan
sicaklik ile birlikte, protein sentezinin (birim RNA basma protein sentezi orani
bakimindan) verimliliginin azaldigim1  belirlemislerdir. Ayrica sicakligin, alg
hiicresindeki  nisasta icerigini de etkiledigi bildirilmistir.  Nisastalar, 151k
reaksiyonlarinda olusan enerji bakimidan zengin fosfat baglar1 (yani ATP) kullanilarak
fotosentez  donglislinlin  karanlik reaksiyonlarinda fosforlanmis metabolitlerle
sentezlenir. Artan sicaklik, nisastada bozunmaya neden olur (Mitsui 1977, Nakamura ve

Miyachi 1982). Nakamura ve Miyachi (1982), sicakligin 20°C'de ototrofik olarak
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biiyliyen Chlorella vulgaris'deki nisasta bozunmas iizerindeki etkisini incelemisgler ve
bu ¢alismada 20°C'de 30 dakika ve 38°C'de 10 dakika boyunca maruz birakildiginda
sukrozda artis (% 57) nisastada ise 6nemli bir azalma oldugunu (%17) bildirmislerdir.
Sicaklik karotenoidlerin olusumu iizerinde de 6nemli bir etkiye sahiptir. Karotenoidler,
fotosentezde kullanilmak tizere 151k enerjisini emer. Ayrica klorofilin fotohasardan
korunmasini saglarlar (Armstrong ve Hearst 1996). Fotosentez reaksiyon merkezinde
ya enerji transferi siirecine katilarak ya da reaksiyon merkezini oto-oksidasyondan
koruyarak hayati bir rol oynarlar. Algal tiirlerindeki karotenoid birikimi, yiiksek
sicakliklarda kaydedilen artmis oksidatif ve fotohasar etkileri nedeniyle sicaklik ile artar
(Tjahjono 1994, Liu ve Lee 2000). Tjahjono ve ark. (1994) Haematococcus pluvialis'de
20-30°C'lik bir artista astaksantin olusumunda da {i¢ kat bir artis oldugunu
bildirmislerdir (Liu ve Lee 2000).

2.3.4. Tuzluluk

Tuzluluk, alg hiicrelerine ait biyokimyasal bilesimi degistiren bir baska Onemli
faktordiir (tuzluluk, aksi belirtilmedikge, esas olarak sodyum kloriir konsantrasyonunu
isaret etmektedir). Alglerin dogal seviyelerine gore daha diisiik veya daha yiiksek
tuzluluk seviyelerine maruz birakilmasi iireme hizin1 ve bilesimini degistirebilir. Alg
hiicreleri i¢in ¢ok yiiksek tuzluluk derecesi zararlidir, ¢ilinkii yiiksek tuzluluk besiyeri ile
hiicreler arasindaki su basincindan dolay: alglerin sekil ve yapilarini degistirebilir (Mata
ve ark. 2010). Ornegin yiiksek tuzluluk, alg lipit icerigini arttirir (Fabregas ve ark. 1984,
Ben-Amotz ve ark. 1985, Renaud ve Parry 1994, Zhila ve ark. 2011). Taze bir su
yosunu olan Botryococcus braunii kiiltiirlerinde NaCl diizeyini arttirmak, {ireme
hizinda, karbonhidrat igeriginde ve lipid igeriginde artisa neden olmustur; bununla
birlikte, en yiliksek biyokiitle konsantrasyonu en diisiik tuzluluk seviyesinde elde
edilmistir (Rao ve ark. 2007). 0.5 M NaCl'de yetistirilen Botryococcus brauniimin lipid
iceriginin NaCl ilavesiz ortamlara kiyasla daha yiiksek oldugu baska bir ¢aligma ile
desteklenmistir, ancak protein, karbonhidratlar ve pigment diizeyleri daha disiiktiir

(Ben-Amotz ve ark. 1985).
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2.3.5. pH

Alg kiiltivasyonunda en 6nemli faktorlerden biri pH olup, CO> ve temel besin
maddelerinin ¢oziiniirliigiinti belirlediginden algal metabolizma {izerine énemli etkiye
sahiptir (Chen ve Durbin 1994). Alg tiirleri farkli pH degerlerine toleranshdirlar ancak
genellikle en uygun pH 6-8'dir. 3, 4, 5, 6, 7, 8 ve 9 pH degerleri ile ortamda Chlorella
vulgaris't yetigtirmisler ve alglerin tireme oOzelliklerinde biiyiik bir fark olmadigi
sonucuna varmiglardir. Algler tarafindan inorganik karbonun kullanilmasina bagh
olarak kiiltlir ortamlarinin pHs1 6nemli dlclide artabilir. Maksimum algal {ireme ndtral
pH’da olmasina ragmen en iyi pH degeri algin iiremeye adapte oldugu baslangic pH
degeridir. Besiyerindeki pH’y1 degistirmek metabolik inhibisyon sebebi ile algal
iiremeyi engelleyebilir (Zeng ve ark. 2011). Pruder ve Bolton (1979), diisiik pH'ya (6.5)
adapte olan 7. pseudonana hiicrelerinin pH 8.8’de daha diisiik bir biiylime hizina sahip
oldugunu gozlemlemistir. Normal tireme hizi, HCI eklenerek pH diisiiriildiikten sonra
geri kazanilabilmistir. Benzer sonuglar Chen ve Durbin (1994) tarafindan rapor edilmis,
fotosentetik hiz ve alg gelisimi pH 9.0'da minimalken, pH 8.3'e diisiiriildiigiinde karbon
alm hizi  artmigtir. pH Ozellikle sudaki karbonu kullanan tiirlerin  nispi
konsantrasyonlarinin baslica belirleyici faktoriidiir. Yiiksek pH COz'den gelen karbonun
varligini sinirlar ve algal tiremeyi baskilar (Chen ve Durbin 1994). Yiiksek pH'ta algin
kulanacagi karbon karbonat formunda mevcuttur (Nielsen 1975). Alkalin pH ana
hiicrelerin hiicre duvarlarinin esnekligini arttirir, hiicre duvarinin kirilmasmi onler ve
spor salinimi inhibe olur, bdylece hiicre dongiisiiniin tamamlanma siiresi uzar (Guckert
ve Cooksey 1990). Alkalin pH, dolayli olarak, trigliserit birikiminde artiga, ancak hiicre
dongiisii inhibisyonundan dolayr membrana bagli polar lipidlerde bir azalmaya neden
olur. Chlorella'daki membran lipitlerinin alkali pH kosullarinda daha az doymamis
oldugu gozlenmistir (Guckert ve Cooksey 1990).Diger taraftan, Chlorella
saccharophila ve Euglena mutabilis gibi aside toleransli algler, degisen hiicre dis1 pH'a
yanit olarak hiicre i¢i pH degerini degistirebilir. Chlorella saccharophil, 5.0-7.5 olan bir
dis pH degerinde, pH 7.3 olan hiicre i¢i degerini korumustur; ancak pH'in 3.0'e
diisiiriilmesi, hiicresel pH'nin 6.4’e diismesine neden olmustur (Gehl ve Colman 1985).
Dunaleilla acidophila gibi baz1 algler, yiiksek konsantrasyonlarda H>SO4'lin neden
oldugu ozmotik dengesizligi énlemek i¢in gliserol biriktirirken (Fuggi ve ark. 1988) ve

Chlamydomonas sp. ve Pinnilaria braunii var. amplikepala (bir asidofilik diatom) ise
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yiiksek asidik kosullar altinda (pH 1) triagilglliseridler gibi depolama lipidlerini
biriktirirler. Asidik kosullar altinda gozlemlenen bir baska adaptasyon, doymus yag
asidi igeriginde bir artisin olup, membran akiskanliginin azalmasidir (Tatsuzawa ve ark
1996). Benzer bir durum toplam yag asidi iceriginin pH 7°de % 2’den pH2.7°de %2.4’¢
ciktig1 Chlamydomonas sp.'de bildirilmistir, bu da istatistiksel olarak anlamli bir artigtir
(Poerschmann ve ark. 2004). Moroney ve Tolbert (1985), pH'in C.reinhardtii'nin karbon
alimi iizerindeki etkilerini incelediklerinde daha diisiik pH'ta (<6.95) fotosentez igin
etkin bir CO> kullanim1 gergeklestirdigini rapor etmislerdir. HCOs'lin hakim oldugu
yikksek dis pH (6.95-9.5) 'da ise karbonu verimli bir sekilde biriktirememisler ve
fotosentetik  aktiviteyi silirdiirmek i¢in yliksek karbonat kaynagi gerektigini
bildirmiglerdir (Ramanan ve ark. 2012).

2.3.6. Besin elementleri

Genel olarak, mikroalg bilesimi CH1.700.4No.15P0.0094 (Oswald 1988) 'dir. Bu nedenle,
makrobesinler azot ve fosfor icermelidir. Ayrica Fe, Mg, Mn, B, Mo, K, Co ve Zn gibi
eser metallere de ihtiya¢ duyulmaktadir. Besin sinirlamasindaki 6nemli degisiklikler,
hangi besinin hangi dereceye kadar sinirli olduguna bagl olarak alglerin biyokimyasal
bilesiminde 6nemli varyasyonlara neden olabilir. Genel olarak, alglerin biiylime orani,
en uygun sicaklik ve pH kosullarinda niitrientlerin alim oram ile orantilidir (Titman
1976). Azot ve fosfat, alg hiicrelerinin biiylimesi ve metabolizmasi i¢in iki onemli
makroelement olup proteinlerin ve niikleik asitlerin olusumu i¢in temel bir elementtir.
Hiicrelerdeki ATP gibi temel molekiillerin ayrilmaz bir parcasi olan fosfat ise bagka bir
onemli niitrient olup tiim canli hiicreler i¢in gerekli makro molekiiller olan DNA ve
RNA omurgasinin bir pargasint olusturmaktadir (Harris 1986). Bu 6nemli besinlerin
sinirlanmasi organizmanin metabolik yolaklarin1 énemli 6l¢iide degistirebilir. Ornegin,
azot ve fosfor aghigr lipid metabolizmasini membran lipit sentezinden nétral lipid
depolanmasina kaydirir. Bu da, yesil alglerin toplam lipid igerigini arttirir (Hu 2004).
Bir¢ok calisma mikroalg kiiltiiriinde N veya P eksikliginin veya sinirlamasinin ¢ogu tiir
icin lipid birikimini ve doniisiimiinii gelistirebilecegini bildirmistir (Khozin-Goldberg
ve Cohen 2006, Devi ve Mohan 2012, Feng ve ark. 2012). Ito ve ark. (2012), azot

eksikligi kosullariin algli hiicrelerdeki aminoasitlerin miktarinin 1 / 20'ye veya daha
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azina diismesine neden olabildigini ve ndtr lipit miktarinin ise biiyiik dl¢lide arttigini

bildirmislerdir.

2.3.6.1. Karbon

Karbon, hidrojen ve oksijen mineral olmayan ii¢ temel niitrientlerdir. Alg kiiltiirleri i¢in
ortamdaki hidrojen ve oksijenin bollugu hiicresel biiylime veya metabolizma ig¢in bir
sorun teskil etmez. Karbon, tedarik edilmesi gereken diger onemli besinlerden biridir.
Fotosentez, dolayisiyla da alg biiyiimesi ve iiremesi i¢in gereklidir. Algler tarafindan
fikse edilen karbon solunum igin, bir enerji kaynagi olarak ve hiicrelerin olusumunda bir
hammadde olarak kullanilir (Berman-Frank ve Dubinsky 1999). Alglere, fotosentez
yapmak i¢in inorganik bir karbon kaynagi gerekir. Karbon, ototrofik biiyiime i¢in COx,
karbonat veya bikarbonat formunda; heterotrofik biiyliime icin asetat veya glikoz
formunda kullanilabilir. Sudaki CO», pH, sicaklik ve besin icerigine bagli olarak bu
formlarin herhangi birinde mevcut olabilir:

CO2 + Hy &> H2CO3 «» H' + HCO3™ «» 2H" + CO3% (1)

pH artis1 ile karbonat artarken, molekiiler CO; ve bikarbonat azalir (Chen ve Durbin
1994). Deniz suyunun ortalama pH'sinda (8.2), toplam COz'nin % 901 HCO; seklinde
bulunurken sadece % 1'i molekiiler CO halinde, geri kalan1 ise bikarbonat halindedir
(Moss 1973, Nielsen 1975). Riebesell ve ark. (2000) Emiliania huxleyinde CO»
konsantrasyonunun lipid dagilimi {izerindeki etkisini incelemisler, CO;'nin c¢oklu
doymamis yag asitleri ve alkenonlarin bilesimi iizerindeki énemli bir etkisi oldugunu
bildirmislerdir. Yag asidi icerigindeki benzer artis ve CO> konsantrasyonlarindaki artis
ile gelen doymamislik Tsuzuki ve ark. (1990) tarafindan rapor edilmistir. Spirulina
platensis  siyanobakterisi ile yapilan bir bagka ¢alismada, yiliksek CO>
konsantrasyonlarinin hiicrelerdeki protein ve pigmentlerin nispi konsantrasyonlarini
azalttigr ancak karbonhidrat igerigini artirdigi bildirilmistir. Hiicre bilesimindeki bu
degisiklige maksimum biyokiitle veriminde azalma eslik etmistir (Gordillo ve ark.

1998).
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2.3.6.2. Azot

Makro elementlerden biri olan azot, en fazla gereksinim duyulan element olup
aminoasitler ve niikleik asitler dahil bir¢ok hiicre bilesenini olusturmaktadir. Bu nedenle
azot eksikligi biiyiimeyi 6nemli Olglide engeller. Alg hiicrelerindeki tim yapisal ve
fonksiyonel proteinlerin temel bir bilesenidir ve hiicre kuru agirliginin %7 ila %20'sini
olusturur (Hu 2004). Genellikle kiiltiir ortamlarina nitrat, amonyak veya lire olarak
konulur. Algler tarafindan alinan inorganik azot, biyokimyasal olarak aktif bilesiklere
hizl1 bir sekilde asimile edilir ve degisen fizyolojik ihtiyag¢lar1 karsilamak icin hiicreler
icinde geri donlistiiriilebilir (Fujita 1988). Alg kiiltiiriindeki azot eksikliginin baslica
etkileri, protein iceriginde eszamanli bir azalma ile artmis biyosentez, lipit birikimi
(Thompson 1996) ve trigliseritleri (Takagi ve ark. 2000, Stephenson ve ark. 2010) igerir
(Lynn ve ark 2000, Heraud ve ark. 2005). Bu da, biiylime oran1 yerine daha yiiksek bir
lipid/protein orani ile sonuclanir (Converti ve ark. 2009). Azot¢a yoksun kiiltiirlerde
yetisen algler fotosentetik olarak fikse edilen karbonu karbonhidrat sentezine
yonlendirirler (Hu 2004). Azot¢a yoksunlugun diger etkileri arasinda karbondioksit
fiksasyonunda, klorofil iceriginde ve doku tiretimindeki azalma sayilabilir (Richadrson
ve ark. 1969, Kolber ve ark. 1988). Holm-Hansen ve ark. (1959), kiiltiire amonyum
ilavesiyle Chlorella pyrenoidosa'nmin amino asit igeriginde bir artis oldugunu
bildirmiglerdir. Nitrojen eksikligi olan kosullar altinda, Spiriluna platensis hiicreleri
normal ve yliksek CO; konsantrasyonlarinda bile diisiik karbon fiksasyon kapasitesi
gostermistir (Gordillo ve ark. 1998). Azot yoksunlugu ayrica hiicrelerin enzim
dengesini degistirir, bu da lipitlerin sentezinde ve klorofil sentezinde bir azalmaya yol
acarak fazla karotenoidlerin olusumuna neden olur (Round 1984). Dunaliella sp. ve
Haematococcus pluvialis, azotca yoksun kosullar altinda iiretildiginde, yiiksek miktarda

karotenoid ve astaksantin birikirler (Ben-Amotz ve Avran 1990).

2.3.6.3. Fosfor

Fosfor, hiicrelerin biiylimesi ve gelisimi i¢in gerekli olan 6nemli bir bilesendir (Hu
2004). Fosfor besi ortaminda fosfor tuzlart (KoHPO4, KH>POs4, Na HPO4.7H>0,
NaH>P0O4.7H>0) seklinde bulunmaktadir. Bu tuzlar fosfor kaynagi olarak kullanilmanin

yaninda tampon 6zelliginden yararlanilarak besin ortaminin pH dengesinin kurulmasini
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saglamaktadir (Sukatar 2002). Fosfor tipik olarak algin kuru agirliginin %1’ini olusturur
(Borchardt ve Azad 1968), eklenen fosfatin metal iyonlari ile olusturdugu kompleksler
biyoyararlanimda eksikliklere neden olabileceginden daha fazla gerekebilir. Fosfor,
bitki hiicrelerinde solunum ve fotosentezin ara molekiilii seker-fosfat dahil, hiicre
membranini olusturan fosfolipidler gibi dnemli maddelerin de bilesenidir. Hem bitki
hem de mikroalglerin enerji metabolizmasinda ve niikleotidlerin yapisinda bulunur.
Azot yerine fosforun birgok besi ortami i¢in mikroalglerin birincil smirlayicit besin
maddesi oldugu gosterilmistir (Larned 1998). Fosfor sinirlamasinin en hizhi etkileri
arasinda, substrat sentezinde, rejenerasyonunda ve karbon fiksasyonu i¢in gerekli olan
151k kullanim oraninda olan azalma sayilabilir (Barsanti ve Gualtieri 2005). Fosfor
sinirlamasi lipit birikimine yol agar. Kloroplastlarda membran lipidlerini olusturan dort
major gliserolipidden biri olan, hiicre biiylimesi, klorofil-protein kompleksi diizeylerinin
korunmast ve PSII kompleksinin normal yap1 fonksiyonu icin gerekli olan
fosfatidilgliserol (PG), Chlamydomonas reinhartdtii'de diizeyinin fosfor sinirlamasi ile

azaldig1 gozlenmistir (Sato ve ark. 2000).

2.3.6.4. Metaller

Iz metaller (eser metaller), ¢ok kiiciik miktarlarda (<4 ppm) alg hiicrelilerinde bulunan
metallerdir ancak fikofizyolojinin temel bilesenleridirler. Demir (Fe), manganez (Mn),
kobalt (Co), ¢inko (Zn), bakir (Cu) ve nikel (Ni), ¢esitli metabolik fonksiyonlar i¢in
alglerin ihtiya¢ duydugu en énemli alt1 iz metaldir (Bruland ve ark. 1991). Iz metallerin
sulu konsantrasyonu, metallerin biyoyararlaniminin bir gostergesi olmadigi igin,
alglerin iz metale ulagmasi biiyiik dlciide serbest iyon konsantrasyonuna baghdir. iz
metallerdeki eksiklikler, algin biiylimesini sinirlayabilirken, asir1 veya yiiksek metal
konsantrasyonlar1 (toksisite esiginin istiinde) iliremeyi engelleyebilir, fotosentezi
bozabilir, antioksidanlar1 tiiketebilir ve hiicre membranina zarar verebilir. Kalsiyum
mikroalgal i¢in 6nemli bir elementtir. Ayn1 zamanda hiicre boliinmesini de etkiler ve
genel morfogenezi etkileyen ikincil bir habercidir. Kalsiyum kalsifikasyon siirecine de
katilir. Mikroalgal biyokiitledeki kalsiyum igerigi % 0,2 ile% 1,4 arasinda degisiklik
gosterir, ancak %8'e de ulasabilir. Sucul ortamlardaki kalsiyum esas olarak Ca'?
formundadir ve aktif tasima veya pasif difiizyonla alinir. Uzun siire boyunca artan hiicre

i¢i Ca™ konsantrasyonunun iiremeye olumsuz etkisi vardir. Ureme ortaminda yiiksek
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konsantrasyondaki kalsiyum yiiksek pH’larda presipite olur ve ortamin alkalinitesini
diisiiriir. Kalsiyum kiiltiirlere CaCly olarak eklenir, ancak Ca3(PO4)2, Ca(NO);3 gibi diger
baz1 formlar da kullanilabilir(Markou ve ark. 2014).

Is1 stres mekanizmasinda Chlamydomonas’da kalsiyumun rolii degerlendirildiginde ilk
olarak bitkileri ele almak gerekmektedir. Bitkilerin 1s1 stresini nasil algiladigi konusu
hala tartismalidir. Memeli hiicrelerinde elde edilen veriler ise ¢esitli stres kosullari
altinda ortaya ¢ikan proteotoksik stresin, strese duyarli saperon-HSF kompleksleri
diizeyinde algilandigidir. Memelilerde, HSP90, HSF'nin trimerizasyonunu Onleyerek,
stressiz kosullar altinda bir baskilayici olarak gorev yapar. HSP90 / HSP70 saperonlart
iceren protein kompleksleri daha yiiksek bitki tlirlerinde de tanimlanmistir. Bu goriise
yakin bir siire dnce Goloubinoff (2011) stresinin plazma membraninda hiicre disi
Ca*?’un Ca'? gegirgen kanallarindan girisi ile algilandigini &ne siirmiistiir. Bu hipoteze
gore, sicaklik degisimlerinden veya membranlardan kaynaklanan membran
akiskanligindaki degisiklikler kanali agar ve Ca'™ akis1 bir kalmodulin bagimli kinaz1
aktive eder. CNGC (siklik niikleotit kapili kalsiyum kanallar1) familyasinin sicakliga
duyarhh Ca'? kanallari Arabidopsis thaliana ve Physcomitrella patentlerinde
tanimlanmistir.  Arabidopsis'te cAMP seviyelerinin 1s1 sokunda arttigi ve bdylece
CNGC6'nin aktivasyonuna yol ac¢tif1 gosterilmistir. HSF aktive edildiginde, 1s1 stresi
genlerinin ekspresyonuna aracilik eder. HSP'lerin uyarilmasi, hiicrenin protein
homeostazisini geri kazanmasina izin verir, bu sirada HSF inaktive edilir ve cevap
zayiflatilir (Schmollinger ve ark. 2013). Hiicre dis1 kalsiyumun HSR'ye aracilik
etmedeki roliiyle ilgili Chlamydomonas ile elde edilen sonuglar tutarsiz olup daha fazla

caligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir (Schroda ve ark. 2015).

Bazi Ca™ selatlayicilann EGTA (Egtazik asit [INN, USAN]), BAPTA (1,2-bis [o-
aminofenoksi] etan-N, N, N’, N'-tetraasetik asit), baz1 Ca* bloklayicilar1 ise Verapamil,
Gadolinyum, Lantan’dir. EGTA (etilen glikol-bis (B-aminoetil eter) -N, N, N’, N'-
tetraasetik asit), bir selatlama maddesi olan bir aminopolikarboksilik asittir. Renksiz bir
kat1 olup daha iyi bilinen EDTA ile benzerdir. EDTA'ya kiyasla, magnezyum i¢in daha
diisiik bir afiniteye sahipken, kalsiyum iyonlari i¢in ise daha segicidir (Bett ve ark.
2002). BAPTA ise kalsiyum spesifik bir aminopolikarboksilik asittir. Dort karboksilik

asit fonksiyonel grubunun varligi, iki kalsiyum iyonunun baglanmasina izin verir.
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Karboksilat ligandlarinin genis esnekligi, kalsiyum ve diger metal iyonlarinin
koordinasyonu igin kritik dneme sahiptir (Ricci ve ark. 1998)Verapamil cesitli ticari
isimlerle satilan bir ila¢ olmakla beraber, yiiksek tansiyon, anjina (kalbe yeterli kan akis1
olmadig1 i¢in gergeklesen gogiis agrisi) ve supraventrikiiler tasikardinin tedavisi igin
kullanilmaktadir. Ayrica, migren ve kiime bas agrisinin 6nlenmesinde de kullanilabilir
(Merison ve Jacobs, 2016). Dihidropiridin olmayan kalsiyum kanali bloklayict ilag
ailesinde yer almaktadir (Anonim, 2019).Gadolinyum, Gd semboliine ve atom numarasi
64'e sahip kimyasal bir elementtir. Gadolinyumun yiiksek derecede toksik oldugu rapor
edilmistir, ancak MRI kontrast ajanlar1 selathi bilesiklerdir ve c¢ogunun insanda
kullanilacak kadar giivenli oldugu kabul edilmektedir. Hayvanlarda serbest gadolinyum
iyonlarmin toksisitesi, kalsiyum-iyon kanalina bagh bircok islemle etkilesime
girmesinden kaynaklanmaktadir. %50 Oliimciil doz yaklasitk 100-200 mg/kg'dir
(Ramalho ve ark. 2016). Lantan, La sembolii ve 57 numarali atomdan olusan kimyasal
bir elementtir. Havaya maruz kaldiginda yavas yavas kararmaya baslar. Lantan
lantanidlerin ve stabil grup 3 elementlerin en biiyiik atom yaricapina sahiptir, bu
nedenle de aralarinda en reaktif olamidir. Havayla temasta yavas yavas kararir ve

lanthanum (III) oksit, La>Os'li olusturmak i¢in kolayca yanar (Meija ve ark. 2016).

Demir, alglerde fotosentez, solunum, iireme ve hiicresel isleyis i¢cin énemli bir eser
metaldir. Fotosentez ve azot asimilasyonunda redoks katalizorii olarak gorev yapar ve
fotosentetik organizmalarda elektron transport reaksiyonlarina aracilik eder (Terry
1986). Demir sinirlamasi, fotosentetik elektron transferine dnemli Sl¢iide baski yapar ve
NADPH olusumunda bir azalmaya neden olur. Demirdeki azalma ferredoksinin de
hiicresel bollugunu azaltarak fonksiyonel bir esdegeri olan flavodoksinin ikamesini
zorlar (McKay ve ark. 1999, Straus 2004). Ferredoksinin katalitik kapasitesi
flavodoksinden ¢ok daha fazla oldugundan sorun olabilir (Raven 1984). Demir
siirlamasi ayrica hiicrede klorofil konsantrasyonunu da azaltir (Greene ve ark. 1992).
Chlorella vulgaris kiltiirlerinde yiliksek demir konsantrasyonlarmin lipit igerigini
arttirdigr  gozlenmistir (Liu ve ark. 2008). Ayrica demir igerigindeki azalmanin

karotenoid kompozisyonunu ise azalttig1 tespit edilmistir (Van Leeuwe ve Stefels 1998).

Cok az miktarlarda bile bir¢ok metabolik siireci engelleyebilen bazi esansiyel olmayan

metallerin (6rnegin Cd, Pb ve Cr) yaninda (Kennish 1992), fazlaligi da toksisiteye
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neden olabilen bazi esansiyel iz elementler (6rnegin Zn ve Cu) vardir (Campanella
2001). Alglerin hiicre yiizeyleri, metal iyonlar1 i¢in yiiksek afiniteye sahip ve esas
olarak karboksilik, siilfhidril ve fosfat gruplar1 nedeniyle net bir negatif yiik tagiyan bir
dizi fonksiyonel grup icerir (Crist 1990). Bu gruplar hiicre zarindan hiicrenin igine metal
iyonlarini tasiyan baglayict bolgelerdir. Cu, Ni ve Fe, esik konsantrasyonlar1 astyorsa,
algler i¢in toksik etkiye sebep olurlar. Cu bu metallerin en toksiklerinden biridir. Toksik
metaller karbon fiksasyonunu engelleyebilir ve besin alimin1 geciktirebilir (Rai 1993).
Bakir iyonlarinin Asgerionella glacialis (deniz diatomu) ve Chlorella pyrenoidosa (tath
su yosunu) 'da hem hiicre boliinmesini hem de fotosentezi inhibe ettigi gézlenmistir

(Stauber ve Florence 1987).

2.4. Is1sok yanit1 ve 1s1 sok proteinleri

Is1 sok yanmiti, ilk olarak, sineklerin 1sil isleminden sonra Drosophila melanogaster
kromozomlarinin (heat shock puffs) 6zel bir boliimiiniin genisledigini gozlemleyen
Feruccio Ritossa (1962) tarafindan kesfedilmistir. Daha sonra bu kromozom
segmentlerinin 6zel bir protein sinifi olan 1s1 sok proteinlerini kodladigi anlagilmistir.
Drosophila kromozomlarinin puff bolgelerinde kodlanan proteinler, ilk kez Tissieres ve
ark. (1974) tarafindan tanmimlanmis ve cevre sicakligindaki ani artisa bagli olarak
sentezlerinin artmasi nedeniyle “is1 sok proteinleri (HSPs)” olarak adlandirilmislardir.
Daha sonrada bu protein grubunun sadece ¢evre sicakligindaki artisa bagl olarak degil,
agir metaller, oksidanlar, bakteriyel/viral enfeksiyonlar ve toksik kimyasallar gibi stres
kosullarinda da arttig1 tespit edilmistir (Morimoto 1998). O zamandan bu yana, ¢ok
sayida aragtirict 1s1 $ok yanitinin biitiin organizmalarda korunumlu olarak bulundugunu
ve organizmay1 bu stres faktorlerine karsi korudugunu gostermislerdir (Lindquist 1986,
Morimoto 1993, Jolly ve Morimoto 2000). Cevresel stresler hizli ve dogrudan hasarlara
veya siirekli ve dolayli hasara neden olabilir. Stresin dogrudan hasar vermesi
organizmay1 kisa siirede etkileyen sorunlara neden olmast seklinde gerceklesir. Stresin
dolayli yoldan hasar vermesi ise organizma i¢in bir probleme neden olurken diger
yandan da organizmanin stresini uzatan ve hasari artiran bu problemi ¢6zmesini de
engeller. Hasar gormiis bir fotosentetik mekanizma ayni zamanda bunun onarimini
Onleyen protein sentezinin inhibisyonuna da neden olur, bu dolayli hasara bir 6rnek

olarak verilebilir. (Allakhverdiev ve ark. 2008).
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Is1 sok proteinleri protein bozunma mekanizmasini hedefleyerek bir¢ok sinyal
transdiiksiyon yolunu ayarlarlar (Hartl ve Hayer-Hartl 2002, Hartl ve Hayer-Hartl.
2009). Is1 sok proteinlerinin (HSP'ler) uyarilmasi ile sonuglanan 1s1 stresi yanit1 (HSR),
151 sok faktorlerinin (HSF'ler) aktivitesi ile transkripsiyonel seviyede diizenlenmektedir
(Voellmy ve Boellmann 2007, Kotak ve ark. 2007, Akerfelt ve ark. 2010, Anckar ve
Sistonen 2011, Mittler ve ark. 2012,). Memelilerde, 1s1 sok faktorleri (HSF), HSF
genlerinin promotdrlerindeki 1s1 sok elementlerine (HSE) baglanarak niikleusta
trimerizasyon, fosforilasyon ve translokasyon iceren ¢ok adimli islemleri aktive eder
(Morimoto  1998). Coklu serin residiilerinin  hiperfosforilasyonu  HSF'lerin
transkripsiyonel olarak etkin hale gelmesini saglar (Cotto ve ark. 1996). HSP'lerin
indiiklenmesi ise hiicrenin HSF’sini inaktive ederek tepkinin hafifletilmesini ve protein
homeostazisinin geri kazanilmasini saglar (Shi ve ark. 1998). Yiiksek bitkilerdeki HSF
ailesinin en az 21 iiyeli kompleksligi (Nover ve ark. 2001) bitkilerde 1s1 sok yanitinin
(HSR) coziilebilmesini karmasiklagtirmistir (Hahn ve ark. 2011). Buna karsilik
Chlamydomonas reinhardti ise tek bir standart HSF’ye sahip olmasi, bitki sinifindaki A
grubu HSF'lerinin tiim karakteristik 6zelliklerini sergilemesi ve HSR'nin kilit bir
diizenleyicisi olmasi sebebiyle bitki 1s1 sok yanitinin temel prensiplerini incelemek i¢in

ilgi ¢ekici bir modeldir (Schulz-Raffelt ve ark. 2007, Schmollinger ve ark. 2010).

HSR’nin ana iirlinii, baslica molekiiler saperon ve proteazlardan olusan, 1s1 sok
proteinleri (HSPs) olarak adlandirilan bir protein kiimesidir. Is1 sok proteinleri,
molekiiler agirhigi ve fonksiyonu (6rn., HSP100, HSP90 ve HSP70) referans alinarak
siiflandirilir ve gruplandirilir (Gerloff-Elias ve ark. 2006). HSP siiper ailesi molekiiler
agirliklarina gore 6 major aileye ayrilmistir; HSP100s, HSP90s, HSP70s, HSP60s,
HSP40s ve kiiciik HSPs (Westerheide ve Morimoto 2005). Bu proteinlerin bazilari
sadece stres kosullarinda mevcut olsa da, bircogu protein biyogenezini ve protein
homeostazisini korumaya c¢alismaktadir (Hartl ve ark. 2011). Ornegin 1s1 stresi yokken
HSPs biiyiik oligomerler seklinde bulunurken ve 1s1 sokuna yanit olarak birbirinden
ayrilir ve hidrofobik yiizeyleri yanlis katlanmis proteinlere baglanarak tehlikeli protein
agregatlarinin formasyonunu inhibe eder (Nakamoto ve Vigh 2007). Ayn1 zamanda
hiicre i¢inde siirekli bulunan ve diger proteinlerin dogru katlanmasi ve birlestirilmesi
gibi temel islevlere yardimci olan saperon HSP'ler vardir. Bazi HSP'ler ise zararh

protein toplanmasini ve etkilesimlerini 6nlemeye yardimci olurlar ve denatiire proteinler
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icin kalkan gorevi goriirler. Bu HSP’ler diger proteinlerle etkilesime girmez, stres
sonras1 proteinlere yeniden katlanma ve yeniden birlesme yoniinde Onciilik ederek
strese girmis hiicrelerin onarimina yardimci olurlar (Parsell ve Lindquist 1993).
Hiicrenin farkli ¢evresel streslere nasil tepki verdigi konusunda bazi farkliliklar olsa da,
yanitlar arasinda birgok ortak nokta ve etkilesim vardir. Ornegin bir hiicrenin 1s1 stresi
onarim mekanizmalarint dogru bir sekilde uyarmasi i¢in bazen 1sik gerekir, ancak
yiiksek 1s1k seviyeleri 1s1 stresinin zararini arttirabilir. Hiicreler gii¢lii 1s18a maruz
kalmadan once sicakliga karsi artmis termotolerans veya daha yiiksek sicakliklara
maruz kalmadan Once 1518a karsi artmis tolerans kazanabilirler (Allakhverdiev ve ark.
2008). Birgok farkli 1s1 sok proteini hiicre fonksiyonunda 6nemli roller oynasa da,
Ozellikle HSP70'lerin hiicre stresinde dnemli bir rolii oldugu tespit edilmistir. HSP70
ailesinin iiyeleri, hemen hemen tiim organizmalarda ve bir Okaryotik hiicrenin her
bileseninde bulunurlar. Ornegin C.reinhardtii'de, tanimlanan {ic HSP70 vardir: sitozolda
bulunan HSP70A; kloroplastta bulunan HSP70B; ve mitokondride bulunan HSP70C
(Schroda, 2004).

Molekiiler saperonlar yasam dongiileri boyunca neredeyse tiim hiicresel proteinleri
yonlendiriler. Yeni olusan zincirleri, ribozomdan ortaya ¢iktikca kalabalik hiicresel
ortamdan korurlar. Cok domainli proteinlere 6zellikle nativ formlarina katlanirken
yardimci olurlar, protein komplekslerinin birlesme ve ayrilmalarina aracilik ederler,
membrandan protein gegislerini kolaylastirirlar, protein agregatlarini parcalara ayirip
denatiire proteinleri nativ formuna geri dondiiriirler ve katlanamayan proteinleri
proteolitik degredasyonu saglayan mekanizmalara gonderirler. Bu nedenle, bir¢ok
saperonun 1s1 soku sirasinda geri kazanilan protein homeostazisine iliskin yiiriittiigii
Ozgiin islev, protein fonksiyonunu diizenleyerek bir¢cok temel hiicresel ve gelisimsel

stirecte onemli roller oynamasidir (Frydman 2001, Hartl ve Hayer-Hartl 2009).

2.4.1. Is1s0k proteini 70 ailesi (HSP70)

HSP70 ailesinin saperonlar1 pek ¢ok proteinin sadece stres kosullarinda degil, ayni
zamanda normal ortam kosullarinda katlanmasina da yardim eder. Hiicrelerde
tanimlanan HSP70 smifinin saperonlarinin protein kalite kontrolii i¢in ¢esitli

fonksiyonlart vardir. Yeni sentezlenmis polipeptid zincirlerinin katlanmasina yardimci
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olur, hiicre membranlar1 boyunca proteinleri translokasyona sokar, protein
komplekslerini birlestirir, parcalara ayirir veya degistirir. Bir N-terminal ATPaz
domaini (~45 kDa) ve bir C-terminali substrat-baglama domaini (~25 kDa), tiim HSP70
proteinlerinin korunmus cekirdegini olusturur. Substratlar ve ATPaz aktivitesi icin
afinite ise 0zel kosaperonlar tarafindan diizenlenir (Sekil 2.5). ATP, ATPaz domaininin
niikleotid baglama cebine baglandiginda substrat baglanma alani substrata kars1 ufak bir
afinite ile agik konformasyona zorlanir. J-domain proteinleri (JDP) olarak adlandirilan
kosaperonlarin 6zgiin bir smifi ise HSP70'ler i¢in yiiksek afiniteye sahiptir. Bu ko-
saperonlar kendi substratlarina baglanir, katlanmaya yardimci olmak i¢in HSP70 ko-
saperonlarma transfer edilir ve boylece HSP70'ler ile etkilesime girer. JDPs'in genis
substrat yelpazesini organize ettigi ve sonu¢ olarak da HSP70'lerin fonksiyonlarimi
belirledigi diisiiniilmektedir. JDPs, HSP70'lerin substrat baglama domainine farkli
substratlar saglamasinin yan1 sira HSP70’lerin ATPaz aktivitesini de stimiile eder.
ATP'nin hidrolizi HSP70'leri kapali bir konformasyona dogru degisikligini indiikler. Bu
konfigiirasyon, substratin siki bir sekilde baglanmasina yol acar. ADP durumunda,
kosaperonlarin ikinci énemli sinifi olan niikleotid degisim faktorleri (NEF) HSP70'ler
icin yiiksek bir afinite sergilemektedir. Birka¢ NEF tiirii, bakteriyel GrpE, Okaryotk
Bagl, Bag2, Hspl110 / Grp170 ve HspBP sinifi olarak tanimlanabilir. Tiim NEF'ler,
ATPaz domaininin benzer yapilarini stabilize ederek ADP salinim hizin1 ve HSP70'lerin

ATP baglamasin1 arttirmaktadir.
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Sekil 2.6. HSP70’lerin fonksiyonel dongiisii:

Oncelikli olarak ATP HSP70’in niikleotid baglayan domainine baglanir, Substrat
baglayan domain (SBD) acik konformasyondadir(1l). J-Domain proteinleri (JDP)
katlanmamuis substratlar1 (S) HSP70’lerin SBD’sinin biinyesine katar (2). ATP hidrolizi
substrata sik1 baglanmay1 saglar (3). Daha sonra baglanan Niikleotid degisim faktorleri
(NEF) ATP tarafindan ADP’nin yerdegistirmesini ve katlanmis substratlarin salinimim
indiikler.

Genel olarak, HSP70'lerin substratlari, bazik amino asitler ile desteklenen 4-5 amino
asit uzunlugunda bir hidrofobik par¢a ile taninir. Gomiilii hidrofobik ¢ekirdekler protein
katlamasinin 6nemli bir itici giiclinii olusturur, HSP70'lerin baglanmalarin1 saglar.
HSP70s’ler kloroplast dahil olmak {izere dkaryot hiicresinin tiim boliimlerinde bulunur.
Gegmiste, aragtirmalar 6zellikle mitokondri, sitozol ve ER’ye yogunlasmistir, 6zellikle
stromadaki plastidik HSP70sleri anlamak iginse ¢ok az arastirma gerceklestirilmistir
(Schroda 2004). Simdiye dek en iyi calisilmis HSP70 sistemi C.reinhardtii’de
gergeklestirilmistir (Nordhues ve ark. 2010). C.reinhardtii’de stromada lokalize olan
sadece bir adet major HSP70 bulunmaktadir ve HSP70B olarak isimlendirilmistir
(Drzymalla ve ark. 1996).
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Chlamydomonas'm kloroplastinda en az bes farkli J-domain proteinleri vardir ve bunlar
1’den 5’e kadar DnalJ homologlar1 (CDJ) olarak adlandirilirlar. Bu proteinlerden doérdii
daha fazla ilgi ¢ekmistir. CDJ1, JDP smif I i¢erisinde gruplanir ve J-domanine ek olarak
glisin ve sisteince zengin bolgeler ve dort ¢cinko domain ihtiva eder. Simif I JDP'lerin
genellikle katlanmamig substratlar ulastirdigina ve genis bir substrat spektrumuna sahip
olduguna inanilmaktadir. CDJ1'in aksine, CDJ2 glisince ve ¢inko domainleri agisindan
zengindir ve bu nedenle de J domain proteinleri sinifi i¢cinde gruplanirlar. CDJ2, VIPP1
ile spesifik bir fonksiyona sahip bir JDP gibi gériinmekte ve HSP70B’ye 6nde gelen bir
substrat olarak sunulmaktadir. VIPP1, hiicrede monomerler, dimerler ve yiiksek
molekiil agirlikli oligomerler olarak mevcuttur. Yaklasik 28-37 nm ¢apinda ¢entik
halkalar seklinde olup ¢ubuk seklindeki komplekslere monte olabilir. HSP70B'nin, bu
oligomerik komplekslerin montajini ve demontajini katalize ettigi gosterilmistir. CDJ3-
5 ise JDP smnif III proteinleridir, fakat J-domainine ek olarak bir 4Fe / 4S kiimesini
barindiran bir bakteriyel ferredoksin domaini icerir. HEP2 ise HSP70B'nin kloroplast
icerisine tasinmasinda ve nativ forma katlanmasinda gereklidir. Bunun tersine,
mitokondriyal homolog HEP1, ATPaza ve ADP durumundaki HSP70s mitokondriyal
baglayict domainlerine baglanir ve saperon dongilisii sirasinda kendi kendine
agregasyonunu Onler (Sichting ve ark. 2005, Blamowska 2010). HSP70B'nin HSP90
simifi bir saperon olan HSP70C ile etkilestigi de bulunmustur. Hiicrenin diger
boliimlerinde, 6zellikle ER ve sitozol, HSP70-HSP90 kompleksleri oldukg¢a fazla
bulunur ve ozellikle, reseptorler, transkripton faktorleri ve kinazlar gibi sinyallemede

yer alan proteinlerin diizenlenmesi i¢in 6nemlidirler (Pratt ve Toft 2003).

2.4.2. Is1s0k proteini 60 ailesi (HSP 60)

Tip I saperoninler olarak da adlandirilan Hsp60 ailesinin saperonlari, bakterilerde,
mitokondri ve kloroplastlarda bulunur. Her biri yaklasik 60 kDa'lik yedi alt birim igeren
iki yigilmis halka halinde toplanirlar. Bakterilerde, saperonin, GroEL olarak
adlandirilirken, plastid ve mitokondriyal formlar, 1s1 soku ile indiiklenebilirligi hesaba
katilarak Cpn60 veya Hsp60 olarak adlandirilir (Viitanen ve ark. 1995). Saperonin,
bakteri i¢inde GroES olarak adlandirilan 10-kDa alt {initelerden meydana gelir.
Mitokondri ve plastidlerde ise Hspl0 ve Cpnl0'dan olusan bir heptamerik halkadan

olusturan bir kosaperonin ile igbirligi yapar. Bakteriler ve mitokondriler sadece bir tiir
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saperonin ve kosaperonin igerirken, plastidler ¢esitli tiplere sahiptir. Tetradekamerik ¢ift
halkanin 60-kDa alt birimin sadece yaklasik %50 6zdesligi paylasan a veya b tipi
olabilir. b-alt birimleri, homotetradekamerlere otomatik olarak pargalanabilirken, a-
altbirimleri sadece b-alt birimlerinin varliginda oligomerize olur (Dickson ve ark. 2000).
iki tip kosaperoninin geleneksel Cpn10 (Koumoto ve ark. 2001) ve bir 21 kDa alt birimi
veren iki Cpnl0 domaininin bagtan sona flizyonu olarak tarif edilen Cpn20’den
meydana geldigi belirtilmistir (Bertsch ve ark. 1992). Protein katlanmasi saparonin ve
kosaparonin halkalar tarafindan olusturulan kapali bosluk i¢inde ATP bagimli aktif-
baglanan ve aktif-katlanan durumlar arasinda gerceklesir. Saperoninler tarafindan
katlanmay1 gerektiren en Unlii kloroplast proteini, Rubisco biiylik alt birimi olarak

bilinir (Boston ve ark. 1996).

2.4.3. Diisiik molekiiler agirhkl 1s1 sok proteinleri (SmHSPs)

Kiictik 151 sok proteinlerinin molekiiler agirlig: 15 ile 42 kD arasinda degismektedir (Al-
Whaibi 2011). Kiigiik 1s1 sok proteini (sHSP) siiper familyasina ait proteinler, dizi ve
boyutta ¢esitlilik gosterse de, karakteristik 6zellikleri su sekildedir;

(1) ~ 90 amino asit kalintis1 olan korunmus bir & -kristalin domaininden olusur,

(11) biiyiik oligomerlerden olusmustur,

(ii1) dinamik bir kuaterner yapiya sahiptir,

(iv) protein agregasyonunu baskilayan stres kosullar1 ve saperon aktivitesi ile indiiklenir
(Haslbeck ve ark 2005).

sHSP'ler 1s1 soku ile kuvvetli bir sekilde uyarilir ve kismen denatiire olmus proteinleri
baglar, bdylece stres sirasinda geri doniisii olmayan protein agregasyonunu Onler.
sHSP'lerin en karakteristik Ozelliklerinden biri, biiyiik oligomerik yapilar olarak
organize olma yetenekleridir (Haslbeck ve ark 2005). Genellikle fizyolojik kosullar
altinda bitki hiicrelerinde bulunmayan sHSP’ ler, kuraklik, tuzluluk, okside tiirler ve
diisiik sicakliklar dahil olmak {izere stres ile uyarilir (Sun ve ark 2002). Protein
agregatlarindaki sHSP'lerin varligi komplekslesmis ve denatiire olmus proteinlerin nativ
durumlarina geri doniisiinii katalize eden ClpB ve HSP70 gibi ATP'ye bagl saperonlara
erisimi kolaylastirmay1 saglar (Mogk ve ark. 2003). Arabidopsis en az 19 sHSP'ye
sahiptir (Scharf ve ark. 2001). Chlamydomonas'daki sHSP'ler, Arabidopsis'teki

sHSP'lerden herhangi birine gore daha homologdur, bu da ¢esitliligin, alg ve atalarinin
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ayrismasindan sonra meydana geldigini digiindirmektedir (Schroda 2004, Waters ve
Rioflorido 2007, Waters ve ark. 1996). Buna karsilik, Chlamydomonas'daki
HSP60/HSP10, HSP70/HSP70 kosaperonlart ve HSP100 ailelerinin iiyeleri, ayni hiicre
ici lokalizasyondaki Arabidopsis homologlari ile diger kompartmanlarda bulunan diger
ailelerine kiyasla daha yakindan iligkilidir (Schroda, 2004). Bunun sebebi, organel
saperon aileleri ele alindiginda, mitokondri ve kloroplast genlerinin purple bakteri ve

siyanobakteri atalarindan aktarilan genlerden tiiretilmis olmalarindan ileri gelmektedir.

2.4.4. Diger 151 sok proteinleri

HSP90 sinifi proteinler yaklasik 80 ila 94 kDa arasinda degisir. HSP90'in sitoplazmik
formlarina ek olarak, omurgalilar glukoz agliklarina yanit olarak eksprese olan bir ER-
lokalize homologuna (GRP94 olarak da adlandirilir) sahiptir. E. coli’de HtpG geninin
iriinii olan bir homologu ise Okaryotik HSP90'larla % 40 amino asit benzerligi
gostermektedir (Lindquist ve Craig 1988). Son zamanlarda HSP90 ile homolojiye sahip
proteinleri kodlayan genler bitkilerden de izole edilmistir. Misir, Brassica ve
Arabidopsis HSP90 genlerinin DNA dizi analizi, proteinlerin diger okaryotlardan
yaklasik %70 oraninda HSP90 ile ayni1 oldugunu gostermistir (Neumann ve ark. 1989,
Conner ve ark. 1990). Bitkilerde HSP90 proteini ile ilgili nonspesifik caligsmalar
yapilmustir. In vivo isaretli bitki dokularinda toplam protein profillerinde kolaylikla
tanimlanabilir ve lizise ugramis hiicrelerin ¢oziinebilir fraksiyonunda geri kazanilabilir
(Cooper ve Ho 1987, Lin ve ark. 1984, Neumann ve ark. 1989). Diger okaryotlarda,
HSP90, strese girmemis hiicrelerin bol bulunan bir bilesenidir ve stres sirasinda artar.
HSPI0 steroid hormon reseptdrleri ile iligkili olarak izole edilen memeli hiicrelerinde
yaygin olarak calisilmistir (Lindquist ve Craig 1988). Mevcut bir HSP90 fonksiyonu
modeli hiicrenin uygun reseptor aktive edici sinyalleri alana kadar bu reseptorleri (ve
muhtemelen diger proteinleri) spesifik konformasyonda muhafaza ettigini
gostermektedir (Lindquist ve Craig 1988, Rothman 1989, Schlesinger 1990). Bitkiler
dahil olmak {iizere bir¢ok Okaryot ¢oziiniir bir hiicresel yap1 olan yaklasik 110 kDa'lik
bir yiiksek molekiiler agirlikli HSP'yi sentezlemektedir (Cooper ve Ho 1987).
Bitkilerde, HSP110 sentezi diger HSP'lerden daha gecicidir; en ¢ok sentez esas olarak

151 stresinin ilk saatiyle sinirlidir (Nagao ve ark. 1986).
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2.5.  Duyarh bir raportor gen olarak arilsiilfataz

Arilstilfataz enzimi, siilfati aromatik bilesiklerden ayiran periplazmik bir enzimdir.
Topraklardaki kiikiirtiin %40''ndan fazlas1 organik ester formundadir ve bunlarin
yarisini arilsiilfatlar olusturmaktadir. Arilsiilfatazlar, siilfat esterlerini hidrolizleyerek
siilfat mineralizasyonunu gergeklestirdiginden olduk¢ca Onemlidir. Arilsiilfataz

(EC3.1.6.1)’1n katalizledigi hidroliz reaksiyonu asagidaki gibidir:

H>0 + Aryl-O-SO3;* -> Aryl-OH + SO4% + H*

Ac¢i1ga cikan siilfat yiiksek yapili bitkiler ve topral mikroorganizmalarinin kullanimina
hazir hale gelir. Siilfiir yoksunluguna yanit olarak iiretilen arilsiilfataz Neurospora
crassa ve Aspergillus nidulans gibi bir¢ok okaryotik organizmada ve siyanobakterileri
de igeren birgcok farkli bakteride tanimlanmistir. Arilsiilfataz ilk kez Hostos ve ark
(1989) tarafindan klonlanmis, periplazmik bir enzimdir. Arilstilfataz 67,6 kDa
bliyiikliiglinde olup plazma membrani veya hiicre duvar ile iliskidedir ve hiicre
duvarindan yoksun hiicrelerde ¢evre ortamina neredeyse tamamen salgilanmaktadir
(Hostos ve ark 1988) Aktivitesi tiim hiicrelerde kromojenik substrat 5-bromo-4-kloro-3-
indolil siilfat (XS04) ile kolayca test edilebilir, iirlin mavi bir bilesiktir. a-naftilsiilfat ve
ajan olarak bir diazonyum tuzu kullanilmasina dayanan 250 kat daha hassas bir
kantitatif aktivite tayin yontemi de gelistirilmistir. Bu yonteme gore 540 nm absorbansta

kolaylikla aktivite 6lgmek miimkiindiir (Ohresser ve ark 1997).

Birgok alg gibi C.reinhardtii de gesitli beslenme streslerine uyum saglama kapasitesine
sahiptir. Periplazmik, karbonik bir anhidraz iireterek ve inorganik karbon tasimnim
seviyesini ylikselterek diisik COz'e cevap verir. Fosfat yoksunluguna cevaben de
Saccharomyces cerevisiae gibi, ¢evreden fosfat atmak igin periplazmik fosfatazlari
salgilar. Siilfat yoksunlugu kosullar1 altinda boliinmeyi durdurur, biiylir, nisasta
biriktirir, arilsiilfataz tiretir ve sililfatin daha hizli tasinmasi icin kapasitesini arttirir

(Hostos ve ark 1988).

C.reinhardtii'de mikroorganizmaya yabanci olan genlerin ekspresyonunda karsilagilan

zorluklar ve giiclii promotdr sistemlerinin eksikligi, C.reinhardtii’deki molekiiler
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gelismenin onilindeki en biiyiikk dezavantaj olmustur. C.reinhardtii’ye yabanci raportor
genlerin ve secici isaretgilerin (selecteble markers) kullanimi problemlere neden
olmaktadir. Bu problemlerin ¢oziimii i¢in Chlamydomonas’m kendi genleri secici
isaret¢i (ARG7) ve raportdor gen (ARS) olarak kullanilmistir (Davies ve ark 1992,
Ohresser ve ark 1997).

2.6.  B-Tiibiilin

B-aktin (ACT), gliseral-dehit-3-fosfat dehidrojenaz (GAPDH), 18S ribozomal RNA
(18SrRNA), 25S ribozomal RNA (25SrRNA), poliubikuitin (UBQ), ubikuitin
konjugatorii UBC gibi referans genler (hausekeeping genes) birgok ekspresyon profili
¢ikarma caligsmalarinda birgok bitki tiirlinde kullanilmaktadir. Bununla birlikte, referans
genlerinin ifadesinin farkli deneysel kosullara ve {iriinlere baglh olarak degisebilecegini
belirten ¢ok sayida c¢alisma vardir (Sinha ve ark. 2015). C.reinhardtii’de ise referans
gen olarak siklikla kullanilan genlerden biri B-Tiibiilindir. Tibiilin genleri bugiine kadar
incelenen ¢cogu Okaryot multigen ailelerinde bulunur. Gen ailelerinin fonksiyonel 6nemi
organizmadan organizmaya degismektedir. Bazi durumlarda, ¢oklu genlerin varligi,
ailedeki bireysel genler i¢in 6zel kontrol mekanizmalarinin gelismesine izin vermistir.
Drosophila melanogaster, tavuk ve sican dahil olmak tizere ¢ok hiicreli organizmalarda,
cesitli tiibiilin genleri dokuya veya gelisimsel asamaya 0zgii ekspresyon sergiler.
C.reinhardtii’de mikrotiibiillerin ana bilesenidir. Biri beta zincirindeki degisebilir bir
bolgeden, digeri ise alfa zincirindeki degismeyen bir bélgeden baglanmak {izre. 2 mol
GTP’ye baglanir. C.reinhardtii’de B-1 ve B-2 olmak lizere 2 B-tiibiilin geni vardir ve

bunlar ayn1 proteini kodlar (Anonim, 2019).
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Algal suslar, bakteriyel sus ve plasmidler

Calismada Kaiserslautern Teknik Universitesi, Molekiiler Biyoteknoloji ve Sistem
Biyolojisi Boliimii (Kaiserslautern, Almanya) Prof.Dr. Michael Schroda’dan temin
edilen 2 adet algal sus (cwl15-302 ve C124) ve 3 adet plasmid (pCB412, pJDS5S5,
pCB803) kullanilmistir. Bu plasmidler p2TUB-ARS (BetaTubilin promotorlu
Arilstilfataz) ve HSP70A4-ARS (Heat Shock Protein70A (1s1 sok protein70A) promotorlu
Arilstilfataz) igermektedir. S2TUB referans gen olarak kontrol amaclh kullaniimistir

(Cizelge 3.1). Ligasyon iiriinlerinin ¢ogaltilmasi i¢in kompotent E.coli DH5a hiicreleri

(C2987I-NEB, ABD) kullanilmistir (Kostner 2006).

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan C.reinhardtii suslarinin ve plasmidlerin 6zellikleri

Karakteristik Ozellikleri Referans
cw15-302 Hiicre duvari hasarli sus (arg7) M. Schroda
(Kaiserslautern Teknik

Universitesi, Almanya)

C124 (kontrol) Hiicre duvari olan sus M. Schroda
(Kaiserslautern Teknik
Universitesi, Almanya)

pCB412 ARGY7 isaret¢i gen igeren plasmid (Schroda ve ark. 1999)

pJD55 P2TUB-ARS igeren plasmid (Siirekli (Schroda ve ark. 2000)
ifade edilebilir)

pCB803 HSP70A4-ARS igeren plasmid (Schroda ve ark. 2000)

(Istyla indiiklenebilir)
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3.2. Yontem

3.2.1. Kiiltiir sartlan

Algal suslar Tris-Asetat Fosfat (TAP) besiyerinde 150rpm calkalamali hizina sahip

inkiibatorde 23°C’de florasan lambalarla saglanan siirekli beyaz 151k altinda (1 000 lux,

14 pmolE.m?s™") iiretilmistir. Cw15-302 susunun oldugu besiyerine 100mg/ml arjinin

eklenmistir.

E.coli, Luria-Bertani (LB) besiyerinde 37°C’de 150 rpm calkalama hizina sahip

inkiibatorde tiretilmistir.

Calismada kullanilan besiyerlerinin igerikleri Cizelge 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan besiyeri igerikleri.

TAP (Tris-asetat fosfat)

5L

20 mM tris

7,5 mM NH4Cl
0,34 mM CaCl,
0,41mM MnCl,
ImM KPOg4

184uM H3BO;3
77uM ZnSO4
26uM MnCl,
18uM FeSOq4

7uM CoCl,

6uM CuSO4

1uM (NH4)sMo0704
17,5 mM asetik asit
(asetik asit ile pH 7.0’a ayarlanir)

12,1g tris base

125ml beijerinck tuzlar

5ml 1M KPO4pH7

5ml iz element soliisyonu

5 ml asetik asit

LB (Luria-Bertani (LB) broth) gL}
Bacto-tripton 10
Yeast ekstrakt 5
NaCl 10
Agar 15
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3.2.2. Plasmidlerin E.coli hiicrelerine transformasyonu

Kompotent E.coli DH5a hiicrelerine plasmidlerin transformasyonu Kostner (2006)’e
gore gergeklestirilmistir. Bu amagla 40ul E.coli DHS5a hiicrelerine herbir plasmidden 1
pl aktarilmigtir. 1pl igerisinde toplamda 100ng plasmid DNAs1 bulunmaktadir (plasmid
DNA’sinin konsantrasyonunu belirleme yontemi i¢in bkz 3.2.3.). Plasmid ve E.coli
iceren soliisyonlar 4-5 kez hafifce pipetaj yapilmis, buzda 30dk boyunca inkiibe
edilmistir. Daha sonra hiicreler kuru blokta (166-0562-BIORAD) 42°C’de 15 saniye
boyunca 1s1 sokuna maruz birakildiktan sonra buz dolu bir kaba alinarak 5 dakika
boyunca tutulmustur. Buzda inkiibe edilen ve plasmidleri basarili bir sekilde i¢ine aldig1
diisiiniilen E.coli hiicrelerinin tlizerine 950ul SOC besiyeri (B9020S-NEB, ABD)
eklenmis ve kuru blokta 37°C’de 60 dakika beklenmistir. Hizl1 bir sekilde vorteksleme
yapildiktan sonra kiiltiirden seri diliisyonlar yapilarak segici isaret¢i olarak 100pug.ml™!
amfisilini igeren Lysogeny Brothamp (LBamp) kat1 besiyerine her bir diliisyondan 100ul
alinarak drigaski ile nazikce yayilmis ve 24 saat 37°C’de etiivde (Memmert INE 500)
inkiibasyona birakilmistir. Bu segici besiyerinde koloni seklinde gelisen bakteriler ilgili

plasmid DNA’sin1 igine almis bakteriler olarak degerlendirilmistir.

3.2.3. Plasmidlerin E.coli’den izolasyonu ve konsantrasyonunun belirlenmesi

Plasmid DNA’y1 igeren E.coli kolonisi 6ze yardimiyla alinarak 24 saat boyunca 37°C
S5ml LBamp besiyeri igeren deney tiiplerinde 150rpm’de inkiibasyona birakilmistir.
Uremesi gergeklesen E.coli hiicrelerinin cogalmasiyla birlikte her bir plasmidin
(PCB412, PDJ55, PCB803) de ¢ogaltilmasi gergeklesmistir. Daha sonra her bir plasmid
E.coli hiicrelerinden NucleoSpin® RNA Plant (740588.50-Macherey Nagel, Almanya)
kiti kullanilarak izole edilmistir. Izole edilen plasmidler DNA’larmin konsantrasyonunu
belirleyebilmek icin UV-Vis spektrofotometre (NanoDrop 2000, Thermo Fisher
Scientific) kullanilmistir. Spektrofotometre cihazinin sensér kismina plasmid izolasyon
kitinde bulunan eliisyon tamponundan 1,5ul damlatilarak cihaz kalibre edilmistir. Daha
sonra plasmid DNA orneklerinden 1,5ul alinip sensor iizerine damlatilmis ve her bir
plasmidin konsantrasyonlar1 tayin edilmistir. Plasmid DNA oOrneginin kalitesini

belirleyebilmek icin  OD2songo 1,8-2,0 arasinda olmasi gerektigi goz Oniinde
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bulundurulmustur. 3.2.9°da belirtildigi sekilde agaroz jel elektroforezi ile plasmidlerin

saf bir sekilde izole edilip edilmediginin kontrolii yapilmistir.

3.2.4. Plasmidlerin C.reinhardtii’ye transformasyonu ve rekombinant suslarin

eldesi

Hiicre duvar1 hasarli sus olan cw15-302 (arg7’) 500ml’lik erlenlerde 150ml TAP
besiyerine 0,22 filtreden gecirilmis 100mg/ml arjinin eklenmis ve tireme ODs40’si 1,0
(~10° hiicre/ml)’e gelene kadar siirekli 151k altinda 150rpm ve 23°C’de inkiibasyona
birakilmistir. Basarili bir kotransformasyon i¢in her bir plasmid DNA’s1 ilgili plasmide
0zgii restriksiyon enzimleri ile lineer (diiz) hale getirilmistir. Restriksiyon enzimleri
olarak pCB412 icin EcoRI (R3101S-NEB, ABD), pJD55 ve pCB803 plasmidleri igin
Kpnl (R3142S-NEB, ABD) kullanilmistir. 4 000 {inite olan enzimden 1pl alinarak 1pug
plasmid DNAsi1 eklenmis, 5ul 10X enzim tamponu eklendikten sonra nukleaz
icermeyen ddH>O ile toplam reaksiyon hacmi 50ul’ye tamamlanmis, 1 saat boyunca
37°C’de kuru blokta reaksiyonun tamamlanmasi beklenmistir. Reaksiyon sonucunda
diiz hale getirilen plasmidler 3.2.9’da belirtildigi sekilde agaroz jel elektroforezi ile

plasmidlerin restriksiyon enzimleri ile kesilip kesilmediginin kontrolii yapilmistir.

Cam boncuk tranformasyon metodu (Glass bead transformation method) ile
transformasyon gerceklestirilmistir. Bunun i¢in her bir lineer plasmidin cw15-302
susuna transformasyonu i¢in cam boncuklar kullanilmis ve oOncesinde boncuklar
kromosiilfiirik asitle yikanarak noétralize edilmistir. Bu boncuklardan 300mg, 2ml’lik
reaksiyon tiipleri i¢ine alinarak otoklavda (121°C, 15 dk.) steril edilmistir. ODs40’si 1,0
olan cw15-302 (arg7-) kiiltiirinlin 25 mL’si santrifiij edilmis (3500rpm, 5dk, 23°C) ve
pelet 350 ul arjinin icermeyen TAP besiyerinde resiispanse edilmistir. Stispanse kiiltiir
steril 300mg cam boncuk iceren 2ml’lik reaksiyon tiiplerine konulmustur. Daha sonra
reaksiyon tiiplerine kotransformasyon basina Ipg lineer hale getirilmis plasmid
DNA'’lar1 eklenmistir (pCB412, pJD55 [5:1-5:5] ve pCB41, pCB803 [5:1-5:5]). Lineer
plasmidlerin birlesmelerini engelenmek amaci ile plasmid soliisyonlari tiipiin karsilikli
cidarindan eklenmistir. Daha sonra reaksiyon tiipleri 15 saniye yliksek hizda vortex
cihazi ile kanstirilmistir. Reaksiyon tiipiindeki hiicreler agarli arjinin igcermeyen TAP

besiyeri igeren petri kaplarina drigaski ile nazik bir sekilde yayilmistir. Petri kaplari
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23°C’de florasan lambalarla saglanan siirekli beyaz 151k altinda (1 000 lux, 14 pumol.
E.m-2s-1) 2-3 hafta boyunca inkiibasyona birakilmistir. Petri kabinda gozle goriilebilir
bliyiikliikteki koloniler arjinin igermeyen TAP besiyerleride 24 saat, 23°C’de
tretilmistir. Kalitatif olarak aril siilfataz aktivitesi kontrol edilmistir. Bunun i¢in ARS
(+) transformantlarin oda sicakliginda siirekli 151k altinda (CL) ve 40°C’de 30 dakika 1s1
sokuna (HS) maruz birakildigindaki ARS aktivitesi degerleri saptanmistir. Elde edilen
verimli transformantlar daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak iizere siirekli 1s1k altinda

her 15 giinde pasajlanarak inkiibasyonla devamliligi saglanmistir.

3.2.5. Rekombinant suslarda iiremenin, arilsiilfataz enzim aktivitesinin ve klorofil

miktarmin belirlenmesi

3.2.5.1.  Arilsiilfataz enzim aktivitesinin kalitatif tayini

Arjininsiz TAP agar besiyeri igeren petri kaplarinin iizerine naylon membran
yerlestirilmis, transformantlar bu membran iizerine ¢izgi ekim yontemi ile ekilmis ve
siirekli 15tk altinda 2-5 giin  inokiilasyonu saglanmustir. Ureme gdsteren
transformantlarin se¢imi igin steril pensle kaldirilan membranin altylizeyine 10mM
Tris-HCI igerisinde SmM 5-bromo-4-chloro-3-indolyl sulfate (X-SO4) (pH7.5) olan
sollisyonu spreylenmis ve oda sicakliginda 1-24 saat bekletilmistir (Davies ve ark.
1992). Istyla indiiklenebilir klonlarda (pCB412 ve pCB803 plasmidleri igeren) ARS(+)
olanlarin tespiti ancak 15dk boyunca 40°C’de 1s1 sokuna maruz birakildiktan sonra
tespit edilmistir. Ortaya c¢ikan mavi renk arilsiifataz aktivitesinin varligini
gosterdiginden dolayr bu klonlar ARS(+) olarak degerlendirilmistir. ARS(+) sonug
gosteren klonlar pCB412 ve pJD55 plasmidlerini icermektedir.

3.2.5.2. Arilsiilfataz enzim aktivitesinin kantitatif tayini

Siv1 kiiltiirde ARS enzim aktivitesi ise Ohresser ve ark. (1997)’nin belirledigi yonteme
gore Olcililmiistiir. Bu amacla 30ml TAP besiyeri iceren 100 ml’lik erlenlere test edilmek
istenen klonlarin inokiilasyonu gerceklestirilmis ve hiicre yogunlugu yaklasik
~10%hiicre/ml’ye ulasana dek birka¢ giin inkiibe edilmistir. Enzim aktivitesinin
belirlenmesi i¢in 1ml kiiltiir, 6nceden sogutulmus 1,5ml plastik reaksiyon tilipiine

alinmis ve 4°C, 12 500 rpm’de 5 dk boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiigasyon sonrasi
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siipernatant ham enzim (arilsiilfataz) cozeltisi olarak kullanilmigtir. Siipernatanttan
400pul alinmis ve igerisinde 10ul 1M Imidazol, 80 pl Glisin-NaOH tamponu (2,5M
Glisin iceren, NaOH ile pH 9.0’a ayarlanmistir) ve 10 pl a-naftil siilfat tuzu
bulunanl,5ml plastik reaksiyon tiiplerine eklenerek vortekslenmis ve 1 saat boyunca
37°C’de inkiibe edilmistir. Enzim reaksiyonu 500ul durdurma soliisyonu (0,2M
Sodyum Asetat ve %4 SDS soliisyonu Asetik Asit ile pH 4.8’e ayarlanmistir) ile
durdurulmustur. Daha sonra, Orneklere 10ul Fastbluesalt B soliisyonu (10mg/ml
Fastbluesalt B) eklenmis ve vortekslenmistir. Ornekler TAP besiyerine karst ODs4o’da
spektrofotometre ile Olclilmiistiir. Enzim aktivitesi herbir oOrnekteki klorofil

konsantrasyonuna gore standardize edilmistir.

Arilstilfataz aktivitesi 37°C’de 1 saatte olusan a-naftol konsantrasyonunun toplam
klorofil miktarma gore belirlenmesi (ug o-naphtol/pugklorofilxsaat) ile saptanmuistir.
Standart egri a-naftol’tin  farkli  konsantrasyonlar1 1-65ug/mL  kullanilarak
hazirlanmigtir. Spektrofotometrik olarak ODs40’da Olgiilmiistiir. Konsantrasyona karsi
absorbans grafigi lineer regresyon analiziyle c¢izilerek konsantrasyonu bilinmeyen
Ornegin a-naftol konsantrasyonu, standart grafiginden elde edilen dogru denkleminin

formiiliinden hesaplanmistir (Sekil 3.2).

Egri denklemi “y = 0,0149x + 0,0279, R? = 0,9941” olarak hesaplanmuistir.

| y =0,0149x +0,0279
1,00 R? = 0,9941
0,80 -
o
¥ 0,60 -
[a]
o
0,40 -
0,20 -
0,00 T T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

ug a-naftol

Sekil 3.1. Arilsiilfataz standart egri grafigi
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Kantitatif ¢aligma sonucunda siirekli eksprese olan ve 1siyla indiiklenebilir 6rneklerden
en iyi arilsiilfataz aktivitesi gosteren birer adet tranformant sus secilmis ve calismalara

bu suslar ile devam edilmistir.

3.2.5.3. Klorofil konsantrasyonunun belirlenmesi

Klorofil konsantrasyonunun belirlenmesi Porra vd (1989)’e gore yapilmistir. Klorofil
konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla 200ul kiiltiir 6rnegi alinarak tizerine 800 pl
%80lik aseton eklenmis, vortekslenmis ve Ornek -20°C’de en az 30dk boyunca
depolanmistir. -20°C’den alinan 6rnekler 13 200rpm’de 3dk boyunca santrifiijlenmistir.
Silipernatant absorpsiyonu quartz kiivette 750nm, 663nm’de spektrofotometrede
Ol¢iilmiis ve klorofil konsantrasyonu asagidaki esitlige gore hesaplanmistir.

Chlioa=Chla+Chlp = [(Assas x 0.01776)+(Ass3 x 0.00734)]x seyreltme faktori

3.2.5.4. Uremenin belirlenmesi

Deneylerde kullanilacak hiicre miktarinin belirlenmesi amaciyla C.reinhardtii’nin
550nm’de absorbans Ol¢limii gerceklestirilmistir. Bu Ol¢clim mikroalg biyomasi
hakkinda bilgi vermektedir. Tipik olarak 550nm’de optik densite (OD) degeri 1.0 olan
kiiltiir ~10% hiicre/m1’yi gostermektedir (Li ve ark. 2015).

3.2.6. Fiziksel ve kimyasal parametrelerin 1s1 sok yanitina etkisi

3.2.6.1. Is1 stresi

Is1 stresi ¢aligsmalar1 Schroda ve ark (2000)’a gore yapilmistir.

Is1 sok kinetikleri denemeleri i¢in 23°C’de siirekli 151k (CL) 1 500 Lux ve 150 rpm’de
siirekli eksprese olan ve 1siyla indiiklenebilir rekombinant C.reinhardtii
suslarmin3.2.5.4.’deki gibi hiicre miktar1 belirlenmistir. Daha sonra toplamda ~108
hiicre oda sicakliginda 3500rpm’de 3 dk boyunca santrifiijlenmis ve pelet ¢alismada
kullanilmistir. 100mI’lik erlenlerdeki 30ml TAP besiyerine peletler aktarilmigtir. Pelet
besiyerine ilave edilir edilmez kronometre c¢alistirilmis ve kinetik denemeleri
yapilmigtir.  Stres uygulanmasi 35, 37, 40, 42°C’de su banyosunda farkli periyodlar
boyunca (0 (Kontrol), 1dk, 5dk, 10dk, 20dk, 30dk, 1sa, 2sa) yapilmistir. Herbir ¢calisma
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sonucunda 6rneklerde ARS aktivite tayinleri yapilmistir. 0.dakika kontrol olarak alinmis

ve elde edilen aktivite degerleri buna gore degerlendirilmistir.

3.2.6.2.  Isik stresi

Isik stresi ¢alismalar1 Nowicka ve Kruk (2012)’a gore yapilmustir.

Isik siddetinin etkisini incelemek i¢in 23°C’de siirekli 151k (CL) 1 500 Lux ve 150
rpm’de siirekli eksprese olan ve 1siyla indiiklenebilir rekombinant C.reinhardtii suslar
3.2.5.4.’deki gibi hiicre miktar1 belirlenmistir. Daha sonra toplamda ~10® hiicre oda
sicakliginda 3 500rpm’de 3 dk boyunca santrifiijlenmis ve pelet c¢alismada
kullanilmistir.  100ml’lik erlenlerdeki 30ml TAP besiyerine peletler aktariimistir.
Besiyerindeki hiicreler 0-10 000 Lux arasindaki farkli aydinlatmalar ve farkli periyodlar
boyunca (0 [kontrol], 2, 6, 12, 24 saat) 1s1k stresine maruz birakilmistir. Herbir ¢alisma
sonucunda orneklerde ARS aktivite tayinleri yapilmistir. 0.dakika kontrol olarak alinmis

ve elde edilen aktivite degerleri buna gore degerlendirilmistir.

3.2.6.3. UV-B radyasyonu

UV-B radyasyonun ¢alismalar1 Liu ve ark. (2010)’1na gore yapilmistir.

Isik siddetinin etkisini incelemek igin 23°C’de siirekli 151k (CL) 1 500 Lux ve 150
rpm’de siirekli eksprese olan ve 1siyla indiiklenebilir rekombinant C.reinhardtii suslari
3.2.5.4.deki gibi hiicre miktar1 belirlenmistir. Daha sonra toplamda ~10® hiicre oda
sicakliginda 3 500rpm’de 3 dk boyunca santrifiijlenmis ve pelet calismada
kullanilmistir. 100ml’lik erlenlerdeki 30ml TAP besiyerine peletler aktarilmig UV’ye
maruz biraklmistir. UV denemeleri ultraviyole lamba (UltraViole 254 nm, Intensity
[uW/cm2], 60, Lamba-VL-130.G, 1x30W, Germination Lamp-Vilber]) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Besiyerinde resiispanse edilen hiicreler 23°C’de UV lambasina
10cm uzaklikta 6 ve 12 saat periyodlar1 boyunca maruz birakilmistir. UV mutasyonu
sirasinda fotoreaktivasyonun Onlenmesi amaciyla UV c¢alismalar1 karanlikta yapilmastir.
Herbir ¢alisma sonucunda orneklerde ARS aktivite tayinleri yapilmistir. 0. Dakika
(kontrol) baslangi¢ olarak kabul edilmis buradan elde edilen aktivite degerleri 6. ve 12.

saatlerdeki aktivitelerle kiyaslanmistir.
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3.2.6.4. Kalsiyum

Kalsiyumun ikincil bir mesajc1 olarak 1s1 sok yanitinin olusturulmasindaki olasi
etkilerinin belirlenmesi amaciyla, farkli kalsiyum konsantrasyonlar1 (OmM, 100mM,
250mM, 500mM, 1M CaCly); kalsiyum selatlayicilar1 olan EGTA (trietilen glikol
diamin tetraasetik asit; OmM [kontrol], 1mM, 50mM) ve BAPTA (1,2-bis[o-
aminofenoksiJetan-N,N,N',N'-tetraasetik asit; OmM, 1mM, 2mM); iyon kanah
bloklayicilar1 lantan (OuM, 10uM, 75uM, 100uM, 150uM, 300uM), gadolinium (OuM,
100puM, 150 puM, 250uM, 300uM, 350uM) ve verapamil (OuM, 10uM, 100uM)
kullanilmistir. Farkli kalsiyum konsantrasyonlarinin, kalsiyum selatlayiclarinin ve iyon
kanali bloklarularin etkisini arastirmak tizere 23°C’de siirekli 151k (CL) 1 500 Lux ve
150 rpm’de siirekli eksprese olan ve 1siyla indiiklenebilir rekombinant C.reinhardtii
suslar1 3. .2.5.4.’deki gibi hiicre miktar1 belirlenmisti. Daha sonra toplamda ~10® hiicre
oda sicakliginda 3500rpm’de 3 dk boyunca santrifiijlenmis ve pelet c¢aligmada
kullanilmistir. Farkli konsantrasyonda kalsiyum, kalsiyum selatlayicilar1 ve iyon kanali
bloklayicilar1 igeren 30 ml TAP besiyerlerine ilave edilen peletler oncellikle 30 dakika
boyunca 40°C’ye maruz birakilmis ve ARS aktivite tayinleri yapilmistir. Elde edilen
ARS aktiviteleri 0OmM (kontrol)’den elde edilen aktivite ile karsilagtirilmigtir.

3.2.6.5. Tuzluluk

Tuzluluk oranimin 1s1 sok sinyal metabolizmasina etkilerini incelemek tizere, 23°C’de
stirekli 151k (CL) 1 500 Lux ve 150 rpm’de siirekli eksprese olan ve 1siyla indiiklenebilir
rekombinant C.reinhardtii suslar1 3.2.5.4. belirtildigi sekilde tiretilmistir. Daha sonra
toplamda ~10® hiicre oda sicakliginda 3 500rpm’de 3 dk boyunca santrifiijlenmis ve
pelet calismada kullanilmigtir. Farkli NaCI konsantrasyonlarmi (0 mM [kontrol],
0,25mM, 1mM, 10mM, 50mM, 100mM, 150mM) iceren 30 ml TAP besiyerlerine
peletler eklenmistir. Herbir tuz konsantrasyonunda suglar 2, 6, 12, 24, 36 saat boyunca
tuz stresine maruz birakilmistir. Herbir siire sonunda ARS aktivite tayinleri yapilmistir.
Elde edilen ARS aktiviteleri OmM (kontrol)’den elde edilen aktivite ile

karsilastirilmistir.

Tim deneyler 3’er kez yapilmis ve ortalamasi1 alinmistir.
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3.2.7. Ger¢ek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (RT-qPCR) ile transkripsiyon

seviyesinde ekspresyonun tespiti

Calismadaki en ¢ok stres yaratan fiziksel kosullarda transformantlar ve kontrol sus
tiretilerek gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (rt-qpcr) ile transkripsiyon
seviyesinde HSP70A ve CBLP (Chlamydomonas [-subunit-like polypeptide) nin
ekspresyonun tespiti yapilmistir. Ekspresyon seviyeleri arilsiilfataz aktivite sonucu ile

karsilastirilmistir.

3.2.8.1.Rekombinant C.reinhardtii suslarindan RNA ekstraksiyonu

Stirekli eksprese olan ve 1siyla indiiklenebilir rekombinant C.reinhardtii suslar1 ve
kontrol olarak C.reinhardtii CC124 susu 3.2.5.4. belirtildigi sekilde iiretilmistir.
Uretilen suslardan toplamda 107 hiicre olacak sekilde buz dolu falkon tiipe aktarilmis ve
2dk, 4000rpm ve 4°C’de santrifiij yapilmistir. Pelet tekrar 13 200rpm 4°C’de 2dk
boyunca santrifiij edilmis ve hiicreler siv1 azotta ani bir sekilde dondurulmustur. RNA

Ekstraksiyonunda kullanilmak iizere -80°C’de muhafaza edilmistir.

Toplam RNA, NucleoSpin® RNA Plant (740949.50-Macherey Nagel, Almanya) kitinde
belirtilen talimatlar dogrultusunda ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon isleminden sonra
konsantrasyonlari RNase-free distile su ile 200ng/ul olacak sekilde ayarlanmistir.
Orneklerin RNA Kkalitesi %1,5 agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmistir. Elde edilen
RNA ekstreleri -80°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.8.2.Ger¢ek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (RT-qPCR)

RT-qPCR i¢in kullanilacak primerler > %90 primer verimliligine, tek bir erime
sicakligi (Tm) egrisine, %1,5 agaroz jelde tek bir banta ve amplikonun en dogru
sekansina gore sec¢ilmistir (Cizelge 3.4). RT-qPCR c¢aligmasi one-Step RT-PCR
(E5315S-NEB, ABD) kiti kullanilarak gergeklestirilmistir.
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Master mix; nx2uM reverse ve nx2uM forward primer igeren soliisyon, nx25ul
OneTaq One-Step Reaction Mix (2X), nx2ul OneTaq One-Step Enzyme Mix (25X) ile

hazirlanmustir.

96-kuyucuklu plakanin her bir kuyusuna 5ul RNA ornekleri eklendikten sonra 14pl
master miks eklenmistir. Plaka yapistirma filmi ile kapatilmig ve Real-Time PCR
cithazina (StepOnePlus) yerlestirilmistir. Uygun program secilerek reaksiyon kosullar
10dk 48°C,10 dk 95°C; 15s 95°C; 60s 65°C olarak toplamda 40 dongii olacak sekilde
ayarlanmistir. Orneklerin RNA Kkalitesi %1,5 agaroz jel elektroforezi ile kontrol

edilmistir.

Cizelge 3.4. Kullanilan primerler

Primer Sekans

HSP70AFor GATCGAGCGCATGGTGC

HSP70ARev TCCATCGACTCCTTGTCCG

CPLPror GCCACACCGAGTGGGTGTCGTGCG
CPLPRev CCTTGCCGCCCGAGGCGCACAGCG

3.2.9. Agaroz jel elektroforezi

Agaroz konsantrasyonu %1-2 arasi kullanilmistir. Agaroz TAE tamponu (40mM Tris,
%1,14 Asetik asit, 10mM EDTA pH 8.0) icersinde devamli isitilarak ¢oziilmiistiir.
DNA’nin deteksiyonu i¢in jel en son konsantrasyonu 0.1pl/ml olacak sekilde 10.000x
Gel Red (H1181-Diamond™, Promega, USA) ile boyanmistir. Kuyucuklara
yiiklemeden 6nce orneklere 6x ylikleme tamponundan (%0.1 bromfenol mavisi, %0.1
ksilen siyanol, %30 gliserol) ekleme yapilmistir. Jel 10V/cm’de yiiriitiilmiis ve yiiriitme
sonunda jel Ultraviyole (UV) altinda goriintiilenmistir (Gen Box SDR, Gen Plaza

Bioimage System).
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4. BULGULAR

4.1. C.reinhardtii’nin transformasyonu

ARGY7 isaret¢i genini igeren plasmid pCB412, siirekli eksprese gen olan STUB-ARS
iceren plasmid pJDS55 ve 1siyla indiiklenebilir HSP70A-ARS igeren plasmid pCB803 ile
ayr1 ayr1 kompetent FE.coli hiicrelerine aktarilarak hiicre igerisinde plasmidlerin
cogaltilmasi saglanmistir. Daha sonra plasmidler E.coli hiicrelerinden plasmid iolasyon
kiti (Macherey Nagel NucleoSpin) kullanilarak izole edilmis ve izole edilen plasmid
konsantrasyonlar1 Cizelge 4.1.’de verilmistir. Plasmidlerin saflik kontrolii agaroz jelde

yapilmustir.

Cizelge 4.1. E.coli’de ¢ogaltilan ve izole edilen plasmidler

Plasmid Konsantrasyon (ng/ul)
pCB412 232,1
pJD55 419,5
pCB803 447,7

Izole edilen plasmidler transformasyondan once diize (lineer) hale getirilmistir. Bunun
icin plasmidler restriksiyon enzimleri ile kesilmistir. Plasmidlerin diiz hale gelip
gelmedigi %1,2 agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmis ve plasmidlerin basarili bir

sekilde kesildigi goriilmiistiir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. %1,2 Agaroz jel elektroforezinde kesilmis plasmidlerin kontrolii.
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Lineer haline getirilen plasmidlerin hiicre duvar1 hasarli ve klonlama igin miisait olan
C.reinhardtii susuna cam boncuk transformasyon metodu ile aktarilmasi saglanmistir.
14 giin sonunda pCB412 ve pJD55 plasmidleri iceren C.reinhardtii suslar yesil
koloniler halinde TAP agar besiyeri iizerinde belirmistir (Sekil 4.2). Plasmidler 5:1 ve
5:5 oranlarinda kullanilmis, 5:5 oraninda aktarildginda daha ¢ok rekombinant koloni

elde edilmistir (Sekil 4. 2 A ve B).

Sekil 4.2. pCB412 ve pJD55 plasmidinin kotransformasyonu ile elde edilen koloniler:
ARGY7 isaretci genini iceren plasmid pCB412 ve siirekli eksprese olan fSTUB-ARS igeren
plasmid pJD55’in C.reinhardtii cw15-302 susuna (A) 5:1 oraninda, (B) 5:5 (v/v)
oraninda kotransformasyonu ile 23°C siirekli 1sikta 14 giin inkiibasyon sonucunda
olusmustur.

Diger yandan C.reinhardtii susuna transformasyon metodu ile aktarilan ve 14 giin
sonunda pCB412 ve pCB803 plasmidleri igeren C.reinhardtii suslari yesil koloniler
halinde TAP agar besiyeri iizerinde belirmistir (Sekil 4.3). Plasmidler 5:1 ve 5:5

oranlarinda kullanilmis, 5:5 oraninda aktarildginda daha ¢ok rekombinant koloni elde

edilmistir (Sekil 4. 3 A ve B).

Sekil 4.3. pCB412 ve pCB803 plasmidinin kotransformasyonu ile elde edilen koloniler:

ARG?7 isaret¢i genini igeren plasmid pCB412’in ve 1siyla indiiklenebilir HSP70A4-ARS
iceren plasmid pCB803’in C.reinhardtii cw15-302 susuna (A) 5:1 oraninda, (B) 5:5
(v/v) oraninda kotransformasyonu ile 23°C siirekli 1s1ikta 14 giin inkiibasyon sonucunda
olusmustur.
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14 giin sonunda elde edilen toplam 256 transformanttan siirekli ekspresyona sahip
olarak 160 tane, 1styla indiiklenebilir ekspresyona sahip olarak 96 adet klon olusumu
gozlenmistir. Bu beliren klonlar ya sadece pCB412’yi ya pCB412 ile pCB803’ii ya da
pCB412 ile pJD55’1 igerebilir. 14 giin sonunda sadece pCB412’yi igeren klonlar
elimine etmek i¢in tiim klonlarda kalitatif olarak arilsiilfataz enzim aktivitesi tayini
yapilmistir. Toplamda 10 adet ARS(+) klon tespit edilmistir. Bunlardan siirekli eksprese
olan 160 tane klondan sadece 7 klonda pozitif sonu¢ alinirken, 1s1yla indiiklenebilir 96

klondan ise yalnizda 3’iinde pozitif sonug elde edilmistir (Sekil 4.4, Sekil 4.5).

Sekil 4.4. pCB412 ve pJD55 plasmidlerinin aktarildigi klonlarda ARS aktivitesinin
kalitatif olarak taranmasi.
Mavi renk ARS(+) olarak degerlendirilmistir.

L 1 ]

Sekil 4.5. pCB412 ve pCB803 plasmidlerinin aktarildigi klonlarda arilsiilfataz
aktivitesinin kalitatif olarak taranmasi. Mavi renk ARS(+) olarak degerlendirilmistir.

Calismada elde edilen 10 transformant Cizelge 4. 2’de numaralandirilmistir.
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Cizelge 4.2 Transformantlarin numaralandirilmas.

siirekli eksprese olan transformantlar  1s1yla indiiklenebilir transformantlar

BTub I-3 HSP70A III-1
fTub I1-31 HSP70A III-3
fTub I1-32 HSP70A TII-21
BTub III-12
BTub I1I-15
Tub IV-3
BTub IV-4

Denemeye alinan 10 transformant oda sicakliginda stirekli 151k altinda (CL) ve 40°C’de
30 dakika 1s1 sokuna (HS) maruz birakilmis ve ARS aktiviteleri tayin edilmistir. Elde
edilen sonuglara gore siirekli eksprese transformant olan fTub II-32’nin her iki iiretim
kosulunda da enzim aktivitesi birbirine yakin bulunmustur. Bu istenilen bir durumdur.
Bu transformant kontrol olarak kullanilmistir. Diger yandan, elde edilen sonuglara gore
indiiklenebilir transformant olan HSP70A 1III-1 ise her iki liretim kosulunda da enzim
aktivitelerinin birbinine yakin olmadigi, ¢ok fazla fark oldugu gozlenmistir. Bu da bu
transformant igin istenilen bir durumdur. Siirekli eksprese olan tranformat (BTub II-32,
Kontrol) ve indiiklenebilir transformant (HSP70A III-1) secilmis, ¢aligmalara bu iki

transformant ile devam edilmistir (Sekil 4.6).

Transfomantlar CL altinda ARS Akftivitesi HS altinda ARS Aktivitesi 3000 4
BTubI-3 1690 1292 =
BTubII-31 1450 1162 E 2500 +
fTub II-32 930 936 =
BTubI1l-12 1654 1538 2
BTubII-15 1195 1450 § i
BTubIV-3 2580 2168 @ ’
BTubIV-4 2100 3101 Z{ 1000 { |:f
HSP70ATI-1 291 1354 < :
HSP70AII-3 315 1110 500 | |1
HSP70AIII-21 345 1274 o

Transformantlar

Sekil 4.6. ARS (+) transformantlarinin 23°C ve 40°C’deki ARS aktivite degerleri.
Transformantlar siirekli 151k altinda (CL) 23°C’den 40°C’ye kaydirilarak 30 dk 1s1
sokuna (HS) maruz birakilmis ve ARS aktiviteleri karsilastirilmisir(ug-anaftol/pgchl).
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4.2.  Fiziksel ve kimyasal parametrelerin 1s1 sok yanitina etkisi

4.2.1. Is1 stresi

Siirekli 151k (1 500 Lux) altinda 23°C’de ~10° hiicre/ml ‘ye ulasan HSP70A III-1 ve
fTub II-32 (kontrol) transformantlar1 farkli sicakliklarda (35°C, 37°C, 40°C ve 43°C)
farkli periyodlar (0 [kontrol], 1dk, 5dk, 10dk, 20dk, 30dk, 1saat, 2 saat) boyunca maruz

birakilmis ve arilstilfataz aktiviteleri saptanmistir.

35°C’de indiiklenebilir (HSP70A III-1) transformantinin 10. dakikada stres yaniti
vermeye basladigi ve devam ettigi belirlenmistir. Kontrole gore enzim aktivitesi artigi
yaklasik 2,5 kat artmistir. Siirekli eksprese gen (BTub 1I-32) iceren plasmid igeren
transformantta (kontrol) ise beklendigi gibi tlim periyotlarda arilsiilfataz aktivitesi sabit

kalmistir (Sekil 4.7).

Zaman (dk) HSP70A III-1 ARS Aktivitesi B-Tub II-32 ARS Aktivitesi %

0 (Kontrol) 291 930 - ‘é
=

1 285 935 _.g

5 336 933 5

10 685 940 'g

20 901 932 £ ~8—HSP70A III-1
¢ —#—B-Tub 1I-32

30 912 943 <

60 910 938

120 951 934

0

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Zaman (Dk)

Sekil 4.7. 35°C’de HSP70A 1II-1 ve BTub II-32 transformantlarinin zamana bagh (0-
120dk) ARS aktivitesi. (Kontrol, 23°C)

37°C’de HSP70A 1III-1 transformantinin en yiiksek arilsiilfataz aktivitesi 120 dk’da elde
edilmistir(951 pg-anaftol/pgchl). ARS aktivitesinde 0. dakikaya gore yaklasik 3,5 kat
bir artis oldugu goézlemlenmistir. 30 dakikadan sonra arilsiilfataz aktivitesnin ayni
kaldig1, ancak ve 2 saat boyunca stres yanitinin devam ettigi tespit edilmistir. fTub II-

32’de ise arilsiilfataz aktivitesi 1s1 stres kinetigi periyotlar1 boyunca ayni kalmistir.
(Sekil 4.8).
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1200 q

Zaman (dk)  HSP70A III-1 ARS Aktivitesi B-Tub I1-32 ARS AKtivitesi
0 (Kontrol) 291 930 __ 1000 -

T 4 f
1 299 934 ©

8 800 -
5 310 932 %
10 456 929 “E 600
20 885 936 e

= HOOR —B—HSP70A lIl-1
30 980 938 @

-4 —&—B-Tub 1-32
60 978 941 < 200 -
120 940 939

0

T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 S0 60 70 8 90 100 110 120
Zaman (Dk)

Sekil 4.8. 37°C’de HSP70A 1II-1 ve BTub II-32 transformantlarinin zamana bagh (0-
120dk) ARS aktivitesi. (Kontrol, 23°C)

40°C’de yapilan kinetik ¢alismalarda ise 5. dakikadan sonra aktivite artis1 gézlenmis,
120 dakikada en yiiksek degere ulasmistir (2 260 pg-anaftol/ugchl). Baslangic enzim
aktivitesine gore 8 kat bir artis gozlenmistir. BTub I1-32°de ise ¢ok az bir artigla birlikte
tiim periyod boyunca enzim aktivitesi sabit kaldig: ifade edilebilir (Sekil 4.9).

2500 A

Zaman (dk) HSP70A III-1 ARS Aktivitesi B-Tub II-32 ARS Aktivitesi
0 (Kontrol) 291 930 2000 -
1 298 931 =
o
5 450 926 % 1500 4
=
10 456 928 %
20 1004 936 5 1000 4 %
oo
30 1354 936 i’: " —
60 2212 940 Z —&—B-Tub 1132
120 2260 948

Zaman (Dk)
Sekil 4.9. 40°C’de HSP70A III-1 ve BTub II-32 transformantlarinin zamana bagli (0-
120dk) ARS aktivitesi. (Kontrol, 23°C)

42°C’de yapilan ¢aligmalarda HSP70A III-1 transformant1 1. dakikadan itibaren ARS
aktivitesi gostermis, 60 dakikada en yiiksek degere ulagsmistir (1 278 pg-anaftol/ugchl).
ARS aktivitesi baglangica gore yaklasik 4,5 katina ¢ikmustir. fTub II-32 ‘de ise tiim
periyod boyunca enzim aktivitesi sabit kaldig1 belirlenmistir (Sekil 4.10).
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Zaman (dk)  HSP70A III-1 ARS Aktivitesi  p-Tub II-32 ARS AKtivitesi 1400
0 (Kontrol) 291 930 % 1300 4 *
1 859 941 g —_ = i _ _
5 929 940 2 —i— & &
10 1026 943 g 800 1
20 1150 946 g 600 ——Hsp701Il-1
30 1275 942 g 400 T 155
60 1278 945 S5 "
120 1270 939

0

T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 9 100 110 120

Zaman (Dk)

Sekil 4.10. 42°C’de HSP70A III-1 ve BTub II-32 transformantlarinin zamana bagl (0-
120dk) ARS aktivitesi. (Kontrol, 23°C)

Biitiin kinetikler goz ontline alindiginda 23°C’den 35, 37, 40 ve 42 °C’ye olan
kaydirmalarin (shift) ARS aktivitesinde 6onemli bir artisa neden oldugu saptanmistir.
ARS’deki bu artis hiicrenin 1s1iya maruz kalmasindan dolay1 strese girerek plasmiddeki
ARS’ye bagli promotor bolgedeki HSP70A genini ve HSP70A’ya bagl yolaklardaki

ilgili diger 1s1 sok proteinlerini ekspre etmesinden kaynaklandigi diisiintilebilir.

4.2.2. Tsik siddeti

Isik siddetinin etkisini incelemek {iizere 23°C’de siirekli 151k (1500 Lux) altinda
~10%hiicre/m1’ye ulasan HSP70A III-1 ve PTub 1I-32 (kontrol) transformantlar1 0, 1
000, 2 000, 5 000 ve 10 000 Lux diisiik ve yiiksek aydinlatma kosullarinda 2, 6, 12, 24
saat gibi farkli periyodlara maruz birakilmis ve herbir periyod sonunda ARS aktiviteleri

saptanmistir.

Diisiik aydinlatma olan 0 Lux’da HSP70A III-1 transformantinda ARS aktivitesi sabit
kalirken ve 1 000°da ARS aktivitesinde hafif bir artis olmus (6 ve 12. saat) ancak 1 giin
sonunda yaklasik olarak baslangic degerine ulagmistir. 2 000 Lux ve iizeri yiiksek
aydinlatmalarda aktivitenin kademeli olarak artig1 saptanmistir. 2 000 Lux’da en fazla
aktivite artis1 6 saat sonunda saptanmistir. 12 ve 24 saat sonunda ise zamanla enzim
aktivitesi artisi az miktarda da olsa artmaya devam etmistir. 5 000 Lux’da 2 saat
sonunda ARS aktivitesi yaklasik 3,5 katina ¢ikmistir. 10 000 Lux en fazla ARS artisinin
saptandig1 151k siddetidir. 2 saat sonunda yaklasik 4 kat bir artis gézlenmis bu deger 6.
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saat sonunda da hemen hemen korunmustur. fTub II-32 transformanti ise tiim

aydinlatmalarda ayni arilsiilfataz degerlerine sahiptir (Cizelge 4.3, Sekil 4.11).

Cizelge 4.3. Farkli 151k siddetlerindeki (0-10 000 Lux) zamana gore ARS aktivite
degerleri.

Enzim Aktivitesi (ug-anaftol/ng chl)

Isik Siddeti (Lux) 0.s 2.s 6.5 12.s 24.s
- 0 2901 292 296 297 297
E 1000 291 285 388 387 283
g 2000 291 292 450 455 458
% 5000 201 970 678 672 655
= 10000 2901 1131 947 636 634
- 0 930 941 045 946 943
E 1000 930 930 926 925 927
2 2000 930 035 037 940 941
; 5000 930 926 922 923 924
10000 930 936 038 925 920
1600 0 LUX 1600 - 1000 LUX
— OHsp70A -1 EBTubll-32 = OHsp70A -1 OB-Tub II-32
5 1200 Euoo .
2 £
2 00 4 £ 800 |
g 400 4 g 400 :
A o ‘ . . . . B o i ; . b B ;
0 2 6 12 24 0 2 6 12 24
zaman (saat) zaman (saat)
1600 - 2000 LUX 1600 - 5000 LUX
= OHsp70A 11 @B-Tub 1132 %—' OHsp70AIlll-1 DB-Tubll-32
5 1200 4 D 1200
2 3
= 2
2 s00 & 800
q 1)
g 400 = 400
o ‘ ‘ ‘ L . L] L]
C 0 2 6 12 24 D 0 2 6
zaman (saat) zaman (saat)
10000 LUX
1600 1
= OHsp70A -1 B B-Tub 1132
-‘Elzoo g
]
£ 2800
3
E 400 A ]
E o L —— i 1 1
0 2 6 12 24

zaman (saat)

Sekil 4.11. Farkli Isik Siddetlerindeki (0-10 000 Lux) ARS Aktiviteleri.
(A) 0 Lux, (B) 1 000 Lux, (C) 2 000 Lux, (D) 5 000 Lux, (E) 10 000 Lux.
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4.2.3. UV-B radyasyonu

UV-B radyasyonun etkilerini saptamak tizere 23°C’de siirekli 151k (1 500 Lux) altinda
~10%hiicre/m1’ye ulasan HSP70A 1II-1 ve BTub II-32 (kontrol) transformantlar1 UV
lambasi ile kiiltiir arasinda 10 cm uzaklik olacak sekilde 2, 6 ve 12 saat gibi farkh
periyodlarda UV 1s18ina maruz birakilmig ve herbir periyod sonunda arilsiilfataz
aktiviteleri tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda her iki transformantta da
arilsiilfataz aktivitesinde az bir diislis goriilmiistiir. 12 saat sonunda aktivite degerleri

HSP70A III-1 i¢in 203 ve B-Tub II-32 icin 916 pg-anaftol/pugchl olarak saptanmistir
(Sekil 4.12).

1400 A

OHsp70A lII-1
1200 |
BB-tub 11-32
= 1000 1
S
oo
2 800 -
2
Zaman (Saat) HSP70A III-1 ARS Aktivitesi p-Tub II-32 ARS Aktivitesi "g 600 -
3
0 (Kontrol) 291 930 8 400 -
2 248 920 =
6 218 915 200
12 203 916 o

T T
0 2 6 12
zaman (saat)

Sekil 4.12. UV-B’nin farkli periyodlarda (0, 2, 6, 12 saat) ARS aktivite degerleri.
(Kontrol, UV-B uygulanmadan 6nce)

4.2.4. Farkh Kkalsiyum konsantrasyonunun, selatlayicilarin ve Kalsiyum iyon
kanal bloklayicilarin etkileri

Kalsiyumun ikincil bir mesajc1 olarak 1s1 sok yanitinin olusturulmasindaki olasi
etkilerinin belirlenmesinde farkli kalsiyum konsantrasyonlar1 (0 mM [kontrol], 0.1mM,
100mM, 250mM, 500mM), kalsiyum selatlayicilar1 (EGTA ve BAPTA) ve iyon kanali

bloklayicilar1 (lantan, gadolinyum ve verapamil) kullanilmistir.

4.2.4.1. Kalsiyum konsantrasyonu

CaClo’nin farkli konsantrasyonlarmin arilsiilfataz enzimi aktivitesi iizerine etkisi
incelendiginde en yiliksek arilsiilfataz aktivitesi HSP70A III-1 transformantinda 100
mM’da 1338 pg-anaftol/pug chl olarak elde edilmis ve kontrole gore 4,5 kat enzim artig1
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saptanmistir. 150 mM-500 mM aras1 konsantrasyonlarda arilsiilfataz aktivitesinde hafif
bir diisme gozlemlenmis ve aktivite degeri hemen hemen aym kalmistir. B-Tub I1-32
transformantinda da beklenecegi gibi arilsiilfataz aktivitesinde hemen hemen sabit

kalmistir(Sekil 4.13).

O Hsp70A 11I-1

CaCl, (mM) HSP70A III-1 ARS AKtivitesi B-Tub II-32 ARS Aktivitesi 1200 A B-tub 11-32
0 (Kontrol) 291 930 =

50 777 980 E;

100 1338 1010 3

150 1020 1036 g

200 1070 1038 2

250 1092 1032 g

500 1087 1034

100 150 200

Konsantrasyon (mM)

Sekil 4.13. Farkli CaCl, konsantrasyonlarindaki (0-500mM) ARS aktivitesi degerleri.

4.2.4.2. Kalsiyum selatlayicilar:

Farkli kalsiyum selatlaricilarindan EGTA’nin (Sekil 4. 14) ve BAPTA nin (Sekil 4. 15)
farkli konsantrasyonlardaki etkileri incelendiginde konsantrasyon arttikca HSP70A TII-1
transformantinda  ARS  enzim aktivitesini arttigi = gozlemlenmistir. EGTA
konsantrasyonu 50mM’a ulastiginda ARS miktar1 baslangi¢ durumuna gore yaklasik 5
kat artmistir. BAPTA’da ise bu artis 4 kat seviyesindedir. B-Tub II-32 transformantinda

da beklenecegi gibi arilsiilfataz aktivitesinde hemen hemen sabit kalmistir (Sekil 4.15).

1800 -

__ 1600 -
S 1400 4 DHsp70A 11I-1
oo
£ 1200 Bp-tub 11-32
£ 100 4
EGTA (mM) HSP70A III-1 ARS Aktivitesi p-tub II-32 ARS Akfivitesi § 200 A
5 :
0 (Kontrol) 291 930 g 600 -
1 883 945 g 40 |
< ]
50 1538 940 200
0

0 1
Konsantrasyon (mM)

Sekil 4.14. Farkli EGTA konsantrasyonlarindaki (0-50 mM) ARS aktivitesi degerleri.
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Sekil 4.15. Farkli BAPTA konsantrasyonlarindaki (0- 2mM) ARS aktivitesi degerleri.

4.2.4.3. Kalsiyum iyon kanah bloklayicilar:

Kalsiyum iyon kanali bloklayicilarinin (Lantan, Gadolinyum ve Verapamil) farkli

konsantrasyonlarinin arilsiilfataz enzim aktivitesine olan etkisine bakilmaistir.

Lantanin varliginda ARS aktivitesi HSP70A III-1 i¢in 75uM konsantrasyonda yaklasik
4 katina ¢ikmistir. 100uM lantan konsantrasyonunda aktivite olduk¢a diismiis daha
sonra konsantrasyon 150 ve 300uM’a ¢ikarildiginda aktivitede ¢ok az artis gozlenmistir.
B-Tub II-32 transformantinda da beklenecegi gibi arilsiilfataz aktivitesi hemen hemen

sabit kalmistir (Sekil 4. 16).

1400
= CHsp70A 1I-1
S 1200 4
[V} EB-tub 11-32
Lantan (uM) HSP70A III-1 ARS Aktivitesi p-tub II-32 ARS Aktivitesi }1
0 (Kontrol) 290 900 £
10 1017 975 8
75 1100 800 ]
100 633 980 @
150 750 965 <
300 862 931

0 10 75 100 150 300
Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.16. Farkli lantan konsantrasyonlarindaki (0-300 pM) ARS aktivitesi degerleri.

Gadolinyum konsantrasyonu incelendiginde HSP70A III-1 transformantinda 150uM’de
arilsiilfataz aktivitesinin 4 katina ¢iktig1 tespit edilmistir. Konsantrasyon arttirildikga
ARS aktivitesinde genel olarak sabit degerler saptanmustir. B-tub II-32 transformantinda
ise her gadolinyum konsantrasyonunda aktivite hemen hemen sabit kalmistir (Sekil 4.
17.).
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Sekil 4.17. Farkli gadolinyum konsantrasyonlarindaki (0-350 uM) ARS aktivitesi
degerleri.

Diger bir kalsiyum kanal bloklayicisi verapamilin farkli konsantrasyonlar1 varliginda
HSP70A III-1 transformantinda ARS enzim aktivitesi kontrole goére 10 pM’da 2,5 kat
artis gosterirken, 100uM’da bu artis 4,9 kat saptanmistir. B-TUB 1I-32 transformantinda
ise arilsiilfataz aktivitesinde herhangi bir degisiklik gerceklesmemistir (Sekil 4. 18).

1800 1~
1600 -

% 1400 4 O Hsp70Alll-1  @p-tub 11-32
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3 1200 -

&

& 1000 A

9

oo 800 -
Verapamil (uM) HSP70A III-1 ARS Aktivitesi  p-tub II-32 ARS Aktivitesi S
0 (Kontrol) 291 930 g 6001
10 760 941 400 -

200 +

100 1425 940

0 10

Konsantrasyon(puM)

Sekil 4.18. Farkli verapamil konsantrasyonlarindaki (0,10,100 uM) ARS aktivitesi.

4.2.5. Tuz konsantrasyonlari

Farkli tuz konsantrasyonlarina 2, 6, 12 ve 24 saat maruz kalan HSP70A 1III-1 ve fTub
II-32 transformantlarmin ARS aktiviteleri saptanmistir. Uygulanan tiim saatlerde en
yiiksek arilsiilfataz aktivitesinin genel olarak degismedigi tespit edilmistir. Hem
HSP70A hem de B-tub II transformantlarinda arilsiilfataz aktiviteleri benzer diizeydedir
(Cizelge 4.4, Sekil 4. 19).
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Cizelge 4.4. Farkli NaCl konsantrasyonlarindaki (0,25-150 mM) ARS aktivitesi
degerleri.

Enzim Aktivitesi (ug-anaftol/ug chl)

NaCl (mM) 0.s 2.s 6.s 12.s 24.s
0:25 291 129 84 106 97
5 1 291 104 90 108 90
« 10 291 101 90 113 102
g 50 291 130 92 130 120
% 100 291 94 105 109 109
150 291 61 110 88 103
0,25 930 94 112 99 109
N 1 930 83 100 122 119
= 10 930 103 103 104 104
?_1 50 930 116 161 150 163
) 100 930 97 111 148 137
150 930 107 110 131 122
1200 1 1200 -
OHsp70A 11 B B-tub 1132 | OHsp70A1I-1 @p-tub 1132
H
2 ]
3 2
% =
g 2
g s
an =4
E: g
& 2
< »n
-4
<
0 0,25 1 10 50 100 150
A Konsantrasyon (mM) B Konsantrasyon (mM)
1200 1200 4
%‘ 1000 4 OHsp70A1I-1 @ p-tub 1132 1000 4 OHsp70A lll-1 EB-tub 1132
S ]
E g 800 1
:
g g 600 -
E g 400 |
&
< 200 -
0|
C 0 0.25 1 10 50 100 150 D 0 0,25 1 10 50 100 150

Konsantrasyon (mM) Konsantrasyon (mM)

Sekil 4.19. Farkli NaCl konsantrasyonlarindaki (0,25-150 mM) ARS aktivitesi.
(A) 2 saat, (B) 6 saat, (C) 12 saat, (D) 24 saat
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4.3. Gercek zamanh kantitatif PCR (RT-qPCR) ile transkript diizeyinde

analizler

HSP70A III-1°den elde edilen enzimatik aktivite sonuclarini transkript diizeyinde
karsilagtirmak i¢in uygulanan baz fiziksel veya kimyasal parametreden se¢ilmis ve RT-
qPCR denemeleri yapilmistir. Bu amacla dncelike RNA izolasyonu gergeklestirilmis ve

konsantrasyon degerleri (ng/ul) 6l¢tilmiistiir (Cizelge 4. 5).

Cizelge 4.5. RNA izolasyonu konsantrasyonlari ve saflik degerleri

Parametreler RNA Konsantrasyonu (ng/ul) 260/280 260/230
K 406,2 2,12 2,46
35°C, 120 dk 599,7 2,11 2,50
40°C, 120dk 710,2 2,15 2,47
1000 lux, 2sa 320,1 2,18 2,33
10000 lux, 2sa 331,6 2,18 0,92
UV, 2sa 409,6 2,16 2,17
UV, 6sa 308.,4 2,16 2,42
CaCl,,50mM 405,6 2,16 2,36
CaClz,100mM 502,4 2,16 2,45
EGTA, ImM 132,4 2,11 2,32
EGTA, 50mM 379,9 2,18 2,42
BAPTA, ImM 528,5 2,17 2,31
BAPTA, 2mM 498.4 2,16 2,32
La, 100pM 726,8 2,14 2,43
La, 75uM 290,7 2,13 2,24
Ga,100pM 494.5 2,16 2,36
Ga,150uM 4222 2,16 2,30
Ver,10uM 662,1 2,13 2,40
Ver,100uM 524,2 2,16 2,38
NaCl, 0,25mM 375,6 2,17 2,33
NaCl, 150mM 315,5 2,16 2,39

RT-qPCR sonucu transkript seviyesinde analiz yapilmistir. Sonug olarak en fazla ifade
ARS aktivite degerleri ile paralel olup, 40°C, 120dk 1s1tya maruz birakilan 6rneklerde,
151k siddeti bakimindan 2 saat tamamen 10 000 Lux’da birakilan 6rneklerde ve kimyasal
parametre olarak da 100mM kalsiyum konsantrasyonunda, kalsiyum selatlayic1 ve
bloklayicilarinda ise EGTA ve Verapamile maruz birakilan &rneklerindede elde

edilmistir (Sekil 4. 20).
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Sekil 4.20. RT-qPCR arilsiilfataz aktivitesi ve relatif transkript degerleri (%)
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TARTISMA ve SONUC

Kiiresel 1sinmanin bir sonucu olarak, bitkiler, mahsul verimini ciddi sekilde azaltabilen
bir durum olan 1s1 stresine daha fazla maruz kalmaktadir. Bitkilerin boyle bir strese nasil
tepki verdigini anlamak, bitkilerin 1s1ya direncini arttirmak i¢in metabolik miihendislik
yaklagimlart veya tedavileri gelistirmede c¢ok Onemlidir. Genel olarak, yiiksek
sicakliklara maruz kaldiginda organizmalar, belirli bir dereceye kadar yeni duruma
adaptasyon saglayan bir 1s1 soku yaniti (HSR) verirler. Yesil mikroalg C.reinhardtii,
biyofarmasoétikler, biyoyakitlar ve hidrojen gibi imit verici endistriyel uygulamalara
sahip, yetistirilmesi kolay, genis ¢apta calisilmis bir mikroorganizmadir. Bitki model
organizmalarindan Arabidopsis thaliana (Sugio ve ark. 2009) ve yesil alg C.reinhardtii
(Schmollinger, 2013)'de, HSR’nun yanlis veya katlanmamis proteinlerin birikimi ile
tetiklendigi ve bir dizi sensor ve sinyal olayr araciligiyla 1s1 soku transkripsiyonunun
aktivasyonuna yol a¢tifi One slriilmiistiir. Bu durum HSF’nin sirayla, HSPs’in
ekspresyonunu tesvik etmesi ve daha sonra, bazilar1 dejenere olmus proteinlerin tekrar
dogru ii¢ boyutlu yapilarina yeniden katlanmasindan sorumlu saperonlar olarak islev
goren proteinlerin senteziyle devam eder. Denatiire proteinlerin biriktigi bu kesin
sicaklik, bir organizmanin i¢inde biiyiidiigii tipik sicaklik aralifina baghdir (Lindquist
ve Craig, 1988). C.reinhardtii’de HSR'yi tespit etmek i¢in bir 36°C (To) sicakliginin
yeterli oldugu gosterilmistir (Kobayashi ve ark. 2014).

Ist sok proteinleri (HSPs)’nin iiretimi hiicrenin strese karsi gosterdigi anahtar bir
adaptasyondur ve iklim degisikligine karsi bitkilerin tepkilerini belirlemede oldukca
onemli bir yere sahiptir. Is1 sok proteinleri 1s1 stresi sirasinda hiicrenin proteinlerini,
membranlarin1 ve diger hiicresel bilesenlerini korur, boylece stresli bir olayin ardindan
denatiire proteinlerin onarimim1 veya bozunmasini kolaylastirir. Her organizmada
bulunan HSPs dogasina ve bunlarin termotoleranstaki merkezi rollerine ragmen, ifadesi,
bliylikligli ve kinetigi organizmadan organizmaya degisir. HSPs'nin 1s1 toleransina
verdigi tepki goz Oniine alindiginda, genellikle daha stresli habitatlardan gelen
organizmalarin daha yiiksek seviyede HSPs biriktirmeleri gerektigi varsayilmaktadir. Is1

sok yanit1 (HSR), farkl tiirdeki organizmalarda ¢esitli sekillerde karakterize olmustur
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ancak temel Ozellikleri bakterilerden hayvanlara kadar 6nemli derecede korunumludur

(Barua ve ark. 2008).

Transformasyon ¢alismalari i¢in gii¢lii verimli promotérler bulmak kolay bir is degildir.
Yeni mikroalg tiirlerinin genetik transformasyonunu optimize etmeye yonelik bir¢cok
girisim yliksek bitkilerde bulunan heterolog promotorlerle saglanmaya g¢alisilmistir.
Heterolog promotorler, evrensel olmanin biiyiik avantajina sahiptir. Prensip olarak,
herhangi bir mikroalgal tiiriiniin genetik transformasyonu i¢in kullanilabilirler, ancak
transformasyon verimleri genellikle diisiik ve transgenler de genellikle kararsizdir. En
iyi transformasyon efektifligi ve en kararli transformantlar endojen promotorler ile elde
edilmektedir (Davies 1992). C.reinhardtii’de uzun yillardir siklikla kullanilan en
popiiler endojen promotorler arasinda BoTUB ve HSP70A bulunmaktadir (Davies 1992,
Davies ve Grossman 1994, Schroda 2000, Lee ve ark. 2018). Bu c¢alismada da siirekli
ekspresyonun eldesi i¢in f>TUB protoriinden ve 1styla indiiklenebilir ekspresyon eldesi
icin HSP70A4 promotoriinden faydalanmilmistir. ARG7 (Argininosiiksinat liyaz) geni ise
C.reinhardtii’nin niikleer transformasyonu i¢in popiiler bir segici isaret¢i olup (Purton

ve Rochaix 1995) bu calismada kullanilmaistir.

Kotransformasyon ¢aligsmalarinda genellikle kullanilan mekanik yontem cam boncuk
yontemidir. Cam boncuk yoOnteminin elektroporasyon ve bombardiman metodlarina
gore birgok avantaj1 vardir. Basit, ucuz ve fazla ekipman gerektirmeyen bir yontemdir.
Yapilan ¢aligmalarda da iki plasmidin kotransformasyonu sonucu her iki plasmidi
eksprese edebilen en yiliksek kotransformasyon ylizdesi bu yontemle elde edilmistir

(Coll 2006).

Bu c¢alismada 1s1 sok yanitinda etkili oldugu diisiiniilen c¢esitli kimyasal ve fiziksel
parametreler molekiiler araglardan faydalanilarak C.reinhardtii iizerinde arastirilmistir.
p2TUB ve HSP70A promotorii igeren plasmidlerden faydalamilmistir. Calismada
pCB803 (HSP70A-ARS igeren plasmid) ve pCB412 (secici gen ARG7 igeren plasmid);
pJD55 (BTUB-ARS igeren plasmid) ve pCB412 (secici gen ARG?7 igeren plasmid)
C.reinhardtii’ye mekanik olarak cam boncuk yontemi ile aktarilmistir.
Kotransformasyon sonucunda toplam 256 adet transformant elde edilmistir. Bunlardan

160 tanesi siirekli ifade olabilen, 96 tanesi ise 1s1yla indiiklenebilen transformanttir. 160
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tane klondan sadece 7 klonda, 96 klondan ise sadece 3 klonda ARS aktivitesi elde
edilmistir. Dolayisiyla kotransformasyon oran1 %4 olarak saptanmistir. Elde edilen 7
klondan sabit ARS aktivitesi gosteren ve BPTUB II-32 olarak adlandirilan tranformant
(pozitif kontrol) ve 3 klondan en yiiksek ARS enzim aktivitesi gosteren ve HSP70A III-
1 olarak adlandirilan transformant daha sonraki ¢aligmalar icin se¢ilmistir. Negatif

kontrol amaciyla ise C.reinhardtii CC-124 susu kullanilmistir.

Is1 sok yanit1 (HSR)’nda fiziksel ve kimyasal parametreler oldukga etkilidir. Bu amagla,
cesitli fiziksel (1s1, 151k, UV-B) ve kimyasal parametreler (kalsiyum, kalsiyum selatlayici

ve bloklayicilari, tuzluluk) arastirilmistir.

Is1 birgok hiicresel islemi etkileyen bir faktordiir. Bunlar; protein katlanma ve protein
kompleksinin birlesmesi, membranlar ¢ok akigkan hale geldigindeki biyolojik
membranlarin fonksiyonu, enzim aktiviteleri degistigindeki hiicresel metabolizma,
hiicre boliinmesi, DNA replikasyonu ve onarimidir. Ismmin bu 6nemli etkilerinden
dolay1, hiicreler hayatta kalabilmek i¢in 1sidan kaynaklanan bu olumsuz durumlar
kontrol etmek ve dnlemler almak zorundadir. Bu olumsuz durumlardan kaynakli her bir
bir diizen bozulmasi hiicre tarafindan ayr1 ayri algilanarak isleme 6zgii bir yaniti

tetiklemektedir (Velichko ve ark. 2013).

Is1 ile ilgili yapilan ¢alismalarda arilsiilfataz enzimi yardimi ile bir HSR’nin hangi
sicakliklarda tetiklendigi test edilmistir. Bu amagla BTUB 1I-32 ve HSP70A III-1
suslarindaki ARS aktivitesi tayini i¢in 23°C'de lireyen suslar islem devaminda hemen
35, 37, 40 ve 42°C gibi farkli sicaklarda izlenmistir. Sicaklifin artmasi ile hiicrelerin
ARS aktivitelerinde belirgin bir artma meydana gelmis, ancak 40°C’de bu artisin
oldukca fazla oldugu tespit edilmistir. ARS aktivitesindeki artis ayni zamanda
HSP70A’nin da ekspersiyonun hiicrede arttigini ve bu durumda da canlinin kendisini
yiiksek sicakliktan korudugunu gostermektedir. Bu durumda hiicre maksimum 1s1 sok
yanitini 40°C’de gostermistir. 42°C'de ARS aktivitesinde diisiis gozlenmis, bu da
yiksek sicakliklarda ya arilsiilfataz enziminin ya da HSP70A’nin yapisinin
bozulmasindan yani proteinlerin denatiire olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Bu da
dolayli olarak hiicre canlilifinin iizerinde negatif etki yaratabilir. Buna benzer bir durum

Schroda ve ark. (2015) tarafindan da ileri siiriilmiistiir. Chlamydomonas, bitkiler ve
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diger organizmalarda 1s1 stresinin algilanmasi ve yaniti konusunda birgok c¢alisma
yapilmistir (Morimoto 1998; Schroda ve ark. 2000; Schulz-Raffelt ve ark. 2007,
Schmollinger ve ark. 2013). Tanaka ve ark. (2000) Chlamydomonas hiicrelerinin ortam
sicakligr 20°C’den 39-41°C’ye degistiginde artan 1s1 sok proteini ifadesinin 1s1 sok
yanitin1 olusturdugunu, HSPs’in indiiksiyonunun 35-40°C arasinda basladigin1 ve
akiimiilasyonlarinin da 41°C’ye kadar siirdiigiinii belirtmistir. Kobayashi ve ark. (2014)
ise Chlamydomonas hiicrelerinde sicakligin 24°C’den 36°C’ye ¢ikarildiginda 1s1 sok
yanitinin indiiklendigini ve hiicrelerin 42,4°C’ye kadar cikarildiginda hayatta kaldigini
tespit etmistir. C.reinhardtii yabanil tipleri ve mutant suslarinin genel yasam kosullarina
bakildiginda sicaklik acisindan 15°C’ye kadar diisebilen ve 35°C kadar yiikselebilen
sicakliklara toleransh oldugu gosterilmistir (Harris, 2009). Gross ve Jahn (1962), C.
moewusiinin 32,5°C'de gelistigini ve canli kaldigim1 ancak 35°C'de boliinemedigini
bildirmistir. Harris (2009) Chlamydomonas igin 25°C’nin uygun olmadigini, 15-24°C

arasinda tutulmasi gerektigini belirtmistir.

Is1 stresi kosullarinda katlanmamis proteinler katlanmis proteinlerle bas edebilmek igin
saperonlarm kapasitesini asar, bu da stres kinazlar yardimiyla HSFs aktivasyonuna
onciiliik eder. HSF1 1s1 sok genlerinin transkripsiyonunu kontrol etti§inden yeni
saperonlarm iiretimini uyarir ve 1st sokuyla sekteye ugrayan protein homeostazisinin
tekrar kurulmasin1 saglamaya c¢alisir (Schulz-Raffelt ve ark. 2007, Nordhues ve ark.
2010, Schmollinger ve ark. 2013). Physcomitrella patens yosunu lizerinde yapilan bir
calismada 1s1 soku kosullart altinda birincil sicaklik sensorii olarak plazma membranini
gosteren bir model sunulmustur (Saidi ve ark. 2010). Bu model bitkilerde mutlak
sicakliktan ziyade sicaklik farkinin bitki 1s1 sok yanitin1 (HSR) belirledigini ve membran
akigkanlig1 arttiginda membran lipit bilesimin kalsiyum kanallarmi acarak kalsiyum
bagimli 1s1 sinyal yolunu diizenledigini 6ne slirmiistiir. Schmollinger ve ark (2013) ise
Chlamydomonas'ta bitkilerden farkli olarak 1s1 stresi tepkisinin katlanmamis proteinlerin
birikmesi ile tetiklendigini, hiicre dis1 kalsiyumun etkisinin olmadigini1 géstermistir. Bu
modelde ise HS altinda biriken katlanmamis proteinler algilanir ve uygun ¢oziinenlerin
tiretimini ve molekiiler saperonlarin ekspresyonunu tetiklemek ic¢in bir sinyallesme
kaskad:1 salgilanarak protein homeostazisini yeniden olusturmak ig¢in birlikte hareket
ederler. Is1 soku altindaki hiicre zarlarinin artan akiskanligi ayr1 ayr algilanarak, normal

membran viskozitesini geri kazanmak i¢in doymus yaglh asitlerin iiretimi ve bunlarin
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membran lipitlerine katilmalarini arttiran bir sinyallesme kaskad aktive edilir (Velichko
ve ark. 2012). Birinci 6ne siiriilen model 1s1 sok yanitinin membran akiskanliginin
artmasiyla tetiklendigini desteklerken, ikincisi model denatiire proteinlerin birikimiyle
gerceklestigini desteklemektedir. Kara bitkilerinde ve Chlamydomonas'da katlanmamis
proteinlerin birikiminin HSP gen ekspresyonunu tetikledigi cesitli c¢alismalarla
gosterilmistir (Kurepa ve ark. 2003, Schmollinger ve ark. 2013). Bu calismada da
hiicrelerin 23°C den 35°C ye dahi ¢ikarildiginda 1s1 sok yanitinin indiiklendigi
gorilmistiir. Dolayisiyla 1s1 sok yanitinin sicaklik farklarindan ziyade mutlak sicaklikla
iliskili oldugu goriilmiistiir, bu da “denatiire proteinlerin birikimi” modelini
desteklemektedir. Gozlenen varyasyonlar optimum biiyiime kosullarindaki farkliliklar

ve/veya kullanilan suslar arasindaki farkliliklar ile agiklanabilir (Schroda ve ark. 2015).

Isik siddeti HSR’da 1s1 sok yanitina kars1 oldukea etkilidir. Von Gromoft ve ark. (1989)
Chlamydomonas'ta 1s1 sok genlerinin ifadesinin termal stres ve 1s1k tarafindan
diizenlenmekte oldugunu, HSP genlerinin 151k yoluyla ifadesinin ise fotoreseptor iceren
bir sinyal zinciri tarafindan kontrol edilebildigini rapor etmislerdir. Chlamydomonas
HSP genlerinin molekiiler analizi, bunlarin ifadeleri ile ilgili fotobiyolojik caligmalarla
birlestirildiginde, 151311 bu genleri diizenleme mekanizmalar1 hakkinda bilgi
saglayacaktir. Bazi arastirmalarda Chlamydomonas aydinlatma ortaminda siirekli 151k
degeri 40uEm2s! (Schroda ve ark 2000), 45uEm™s™! (Ohresser ve ark. 1997),
150uEm~2s™! (Hostos ve ark 1988), 30uEm™s™' (Schulz-Raffelt 2007) olarak rapor
edilmistir. Yapilan ¢aligmalarda 200-1 500 lux kullanilmig, bunun iizerindeki degerler
yiiksek 151k siddeti, altindaki degerler ise diisiik 151k siddeti olarak degerlendirilmistir
(Bassi ve ark. 1992, Mayfield ve ark. 2004, Zhang ve ark 2017). Goto ve ark. (1995)
stirekli 151k caligmalarinda 1 000 lux kullanirken, Zhang ve ark (2017) siirekli 151k
denemelerinde 700 lux ve 1 500 lux 151k siddeti degerlerini kullanmistir. Chae ve ark.
(2015) yiiksek 1s1k denemeleri i¢in 4 660 lux kullanarak 151k sokunun iireme {izerine
olan etkisini incelemislerdir. Mayfield ve ark. (2004) ise luxCt (kloroplast optimize
lusiferaz) geninin raportér olarak kullanilabilirligini gdsteren arastirmasini 4 000 lux
yiiksek 151k siddeti kullanarak gerceklestirmistir. Argumedo ve ark. (2013) 8 020 lux, 5
700 lux, 3 180 lux ve 0 lux degerlerini kullanarak 1s1k siddetinin hiicre yogunluguna
olan etkisini incelemistir. Gomes ve ark. (2017) yiiksek 1s1k siddeti olarak 3 000 lux
kullanmis ve cesitli fizyolojik arastirmalar yapmistir. Bu ¢alismada da 0-10 000 Lux
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arasindaki farkli aydinlatmalar ve farkli periyodlar boyunca (0 [kontrol], 2, 6, 12,
24saat) hiicreler 151k stresine maruz birakilmis ve ARS aktivitesi tespit edilmistir.
Calismada transformantlar siirekli 151k degeri olarak 40uEm= s’de (1 500 lux) ve
23°C’de kiiltivasyona birakilmistir. Havalandirma ve golgelenmenin iistesinden gelmek
icin de sivi kiiltiirler 150 rpm hizinda g¢alkalanmistir. Denemelerde 6zellikle diisiik
aydinlatma kosullarinda HSP70AIII-1 transformantinda arilsiilfataz aktivitesinde
degisim gozlemlenmemis, 2 000 Lux ve lizeri yiiksek aydinlatmalarda ise aktivitenin 2-
4 kat arttig1 saptanmistir. 10 000 Lux 151k siddetinde en fazla ARS artis1 2 saat sonunda
elde edilmistir. Isik siddetinin etkisinin periyod artigina bagli olarak paralel olmadig1 ve
periyodun artmasi ile ARS aktivitesinin diistiigii gozlenmistir. Dolayist ile bu durum
151k siddetinin dogrudan stres yanitin1 olusturdugu seklinde agiklanabilir. Benzer sekilde
Wang ve ark. (2004) yiiksek 15181 fotoinhibitor etki gostererek diger stresler gibi
HSP'leri indiikledigini tespit etmistir. Fotoinhibisyon, fotosentez i¢in biiyiikk bir
simnirlamadir.  Fotoinhibisyon, asir1 radyasyonun fotosentetik elektron taginim
bilesenlerinin azalmasma yol actifinda meydana gelir. Bu durum da elektron
tasiniminin bozulmasina, nihayetinde fotosentetik reaksiyon merkezlerinde geri doniisii
olmayan hasarlara neden olur. HSP'ler yiiksek 1sikla indiiklenerek hiicreyi
fotoinhibisyona kars1 koruyabilir (6rnegin, fotosistem II [PSII] 'yi koruyarak veya
tilakoid membranlar stabilize ederek) ve 1518in zararh etkilerini hafifletebilir (Schroda
ve ark. 1999). Isigin HSP'lerin indiiksiyonu {izerine etkisi siyanobakterilerde
(Asadulghani ve ark. 2003), alglerde (Dryzmalla et al. 1996) ve daha yiiksek bitkilerde
(Rossel ve ark. 2002) gosterilmistir. Isik siddetine maruz kalma siiresinin artmasiyla
enzim yapisindaki baglarin kopmasi, yeni kolavent baglarin olugsmasi veya enzimin
aktivitesi tlizerinde etkili olan metal iyonlarmin molekiilden ayrilmasina neden
olabileginden enzimin yapisinin bozulmasi séz konusu olabilir. Yiiksek 151k enzimlere

zarar verebilecek bir¢ok islemi katalizleyebilir (Barua ve ark. 2006).

UV-B radyasyonu prokaryotik ve Okaryotik hiicreler iizerinde mutagenez, temel
fizyolojik islemlerin sekteye ugramasi ve OSliimle sonuglanabilecek akut fizyolojik
stresler gibi potansiyel olarak bir¢ok zararl etki gosterirken, 1s1 sok proteinleri hiicrenin
UV kaynakli bu hasarlarla basa ¢ikmasina yardimci olabilmektedir (Trautinger ve ark.
1996). Bu calismada, UV-B uygulamasi 2, 6 ve 12saat periyodlar1 boyunca yapilmis ve
arilsiilfataz aktivitesinde kaydadeger bir degisme gozlenmemistir. UV-B DNA veya
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RNA'da kirilma ve diger hasara neden olabilir. Bunun yaninda, UV-B radyasyonu
siklikla artan lipid ve protein oksidasyonuna neden olan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
olusmasiyla oksidatif stresi tetikler. Boylece bitki hiicrelerinde oksijen toksisitesi artar
(Jain ve ark. 2004). UV-B enzimin aktif bolgesindeki spesifik aminoasit
kompozisyonunda degisikliklere yol actigindan enzimin fonksiyonun de§ismesine ve
dolayisiyla aktivitenin tamamen durmasina neden olabilir. Bu durumda, transformant
UV-B radyasyonuna kars1 uyarlanabilir bir hiicresel yanit saglayamamis olabilir. Bazi
calismalarda UV-B’nin etkisine protein seviyesinde bakilmis ve 70uWem? siddetindeki
UV-B radyasyonuna 6saat maruz birakilan hiicrelerde HSP70 seviyesinde 2,9 kat artis
oldugunu rapor etmistir. UV-B’nin ortadan kaldirilmasindan sonra 1s1 soku

proteinlerinin olusan hasar1 onarmayi saglayabilecegi saptanmistir (Liu ve ark. 2010).

Bitki hiicrelerinde yapilan bazi arastirmalar plazma membranindaki birincil 1s1
algilayicilarmin -~ kalsiyum  kanallar1  oldugunu  desteklemektedir.  Sicakliktaki
degisiklikler, biyolojik membranlarin akiskanligini degistirebilir, bu da membranlarin
hiicreler aras1 kompartimanlar arasinda bariyer olusturabilme islevlerini ve integral
membran proteinlerinin aktivitesini bozabilir (Saidi ve ark. 2011). Chlamydomonas igin
ise bitkilerden farkli olarak 1s1 sokunun membran akiskanligindaki degisikliklerle
algilanip algilanamadigi halen arastirllmaya devam edilmektedir. Bu c¢aligmada da
kalsiyumun 1s1 sok yanitin1 tetiklemede etkisinin olup olmadiginin belirlenmesi
amaciyla kalsiyum konsantrasyonu, kalsiyum iyon kanali bloklayicilar1 (lantan,
gadolinyum ve verapamil) ve selatlayicilart (EGTA ve BAPTA) kullanilmistir.
Kalsiyum konsantrasyonun etkileri arastirildiginda en fazla 1s1 stres yanitinin 100mM
kalsiyum varliginda oldugu saptanmistir. Konsantrasyonun arttmasi ile 1s1 stres
yanitinin devam ettigi goriilmiistiir. Bu durum hiicre zarinda kalsiyum kanallarinin
acilarak hiicre icine kalsiyum akisina izin verilmesi ile HSR’nin tetiklenmis
olabilecegini gostermektedir. Dolayisi ile kalsiyum ikinci haberci olarak rol oynamistir.
Kalsiyum selatlayicilar1 olan EGTA ve BAPTA varliginda 1s1 stres yanitinin tetiklendigi
gozlenmistir. Bu durum verilen 1s1 ile kalsiyum kanallarindan kalsiyumun akisi, hiicre
depolarindan agiga ¢ikan kalsiyum ile birlikte olan artigin 1s1 soku yanitini tetikleyerek
EGTA ve BAPTA kalsiyum selatlayicilarinin konsantrasyonunun yetersiz kalisindan
kaynaklaniyor olabilir. Diger yandan kalsiyum bloklayicilar1 varliginda da yanitin

tetiklendendigi  saptanmustir.  Ancak  lantan ve  gadolinyum’un  yiiksek
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konsantrasyonlarinda ARS aktivitesindeki diisiisler ya da sabit kalma durumu bunlarin
kalsiyum bloklayici olarak rol oynadigini gostermistir. Selatlayici ve bloklayicilarin HS
algilama/sinyal iletimini engelledigi rapor edilmistir (Lancaster ve Batchelor 2000,
Saoudi ve ark. 2004). Bitkilerde 1s1 sok sinyal iletiminde kalsiyumun rolii i¢in énemli
kanitlar vardir: Ist sok wuygulamalarmmda bitki hiicre sitozoliinde kalsiyum
konsantrasyonlarinda gecici olarak artis gézlenmistir (Gong ve ark. 1998, Liu ve ark.
2003, Gao ve ark. 2012). Ozellikle ekstraseliiler kalsiyum akismin ¢ok énemli oldugu
bulunmus, 151 sok uygulamasindan 6nce kalsiyum selatlayicilart EGTA veya BAPTA,
veya kalsiyum iyon kanali blokorleri lanthanum, gadolinyum veya verapamil
uygulandiginda 1s1 sok yanitinin azaldigi / kaldirildig: bildirilmistir (Link ve ark. 2002,
Liu ve ark. 2003, Suri ve Dhindsa 2008, Saidi ve ark. 2009, Gao ve ark. 2012, Wu ve
ark. 2012). Bazi calismalardan elde edilen sonucglar 1s1 stresindeki hiicrelerin
sitozollerindeki kalsiyum akiimiilasyonunun sadece hiicre dis1 depolardan geldigini 6ne
stirerken (Sangwan ve ark. 2002, Saidi ve ark. 2009, Wu ve ark. 2012), buna karsilik
diger calismalar hiicre i¢i kalsiyum depolarinin da kaynak olarak kullanildigini
belirtmektedir (Gong ve ark. 1998, Zheng ve ark. 2012). Bitkilerde hiicre dis1 kalsiyum
akigina, yiiksek sicakliklarda artan bir membran akiskanliginin bir sonucu olarak
spesifik kalsiyum kanallarinin agilmasinin aracilik ettigi belirtilmistir (Saidi ve ark.
2009). Hiicre dis1 kalsiyumun 1s1 sok yanitina aracilik etmedeki roliiyle ilgili
Chlamydomonas ile elde edilen sonuclar bitkilerdekilerle karsilagtirildiginda tutarsiz
bulunmustur (Schroda 2000). Ancak, bu ¢alismada Chlamydomonas’da kalsiyumun 1s1

sok yanitinda etkili oldugu gdsterilmistir.

Tuz konsantrasyonu, dogal ortamda alglerin fizyolojik durumunu ve metabolizmasini
etkileyen onemli bir faktordiir (Li ve Brawley 2004, Iwamoto ve Shiraiwa 2005). Bu
calismada C.reinhardtii’de 0,25-150mM NaCl konsantrasyonlar1 denenmis, arilsiilfataz
enzimi aktivitesinde bir degisiklik hemen hemen gézlemlenmemistir. Yiiksek bitkilerde
ve diger alglerde tuz stresi varliginda hiicrelerde prolin birikiminin oldugu bildirilmistir
(Mastrobuoni ve ark 2012, Kempa ve ark. 2008, Liu ve ark. 1997, Cramer ve ark.
2007). Mastrobuoni ve ark. (2012) C.reinhardtii CC1618 (cwl5, arg7, mt-) susu ile
yaptig1 tuzluluk stresi ¢alismalarnda 100mM ve 150mM NaCl konsantrasyonlarini
kullanarak 1, 3, 8, 24 saatlik periyodlarda incelemisler ve GC-MS diizeyinde

metabolom analizi gerceklestirildiginde glutamat prolin ve putressin protein
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seviyelerinde artis gézlemlemislerdir. Bunun sonucunda aminoasit metabolizmasinin
tuz stresiyle beraber indiiklendigini, 100mM’da 24saat’de ancak bir indiiklenme
yakalanmigken 150mM’da bu indiiklenmenin daha kisa bir siire olan 1 saatte
gerceklesebildigini saptamiglardir. Liu ve ark. (2010) %31 tuzluluk icerigine sahip
kaynaktan izole ettigi bir C.reinhardtii susunu 9%62-%93 arasinda degisen tuz
konsantrasyonlarina 2-12 saat arasi1 periyodlarda maruz birakmis, %62 tuzluluk
seviyesinde HSP70 mRNA ekspresyon seviyesindeki artisin 3 kat oldugunu tespit etmis
ancak bu tuzluluk seviyesi arttirildiginda mRNA ekspresyon seviyesindeki artisin da
daha az seviyede oldugu tespit edilmistir. Literatiirde benzer suslar i¢in kullanilan
tuzluluk konsantrasyonlarinin 1s1 sok stres yanitinda etkili olmadig1 sonucuna varilabilir.

Bu farklilik suslar aras1 varyasyonlardan kaynaklaniyor olabilir.

Yiim sonuglar RT-qPCR sonuglar ile karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Elde
edilen sonuglar ARS aktiviteleriyle paralel sonuglar gostermektedir. En fazla ifade ARS
aktivite degerleri ile paralel olup, 40°C, 120dk 1s1iya maruz birakilan 6rneklerde, 2saat
10 000 Lux’da birakilan orneklerde, 100mM kalsiyum konsantrasyonunda, kalsiyum
selatlayici ve bloklayicilarinda ise EGTA ve verapamilde goriilmiistiir. Bdylece
molekiiler seviyede elde edilen relatif transkript seviyesindeki artiglarin analitik olarak
Olciilen enzimatik analizdeki artiglar1 destekler nilelikte oldugundan, caligmada

kullanilan segici ARS raportor geninin elverisli oldugu sonucuna varilabilir.

Bu calismada rekombinant C.reinhardtii HSP70A 1II-1 klonu kullanilarak 1s1 sok
yanitinda etkili oldugu diisiiniilen ¢esitli kimyasal ve fiziksel parametreler denenmis ve
bilime katki saglayacak veriler elde edilmistir. Metabolik dengesizliklerin
Chlamydomonas'n 1s1 sokunu algilamasinda rol oynayip oynamadigi konusunda
arastirmaya ihtiya¢ vardir. Bitkilerde ve Chlamydomonas’ta DNA replikasyonu ve
onarimi lizerine 1s1 sokunun etkileri iyi anlagilmamistir bu konuda da arastirmalara

ihtiya¢ duyulmaktadir.
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