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OZET

Bu calismada bitkilerle ilgili bir ¢ok ¢alismada model organizma olarak kullamlan ve agir
metallerin biyolojik olarak temizlenmesinde kullanilma potansiyeline sahip tek hiicreli yesil
alg Chlamydomonas reinhardtii'nin farkli suslari kullamlmistir. Oncelikle bakir metalinin
suslarin iiremesi tizerindeki etkisini belirlemek, daha sonra tiremenin eksponensiyel fazindaki
hiicrelere bakir uygulayarak alg hiicresinin agir metal toplama kapasitesini saptamak ve son
olarak bakir, kadmiyum ve kursun uygulanan suslarda bu metaller varliginda 1s1 soku proteini
ve metallotiyonin ekspresyonunu incelemek amaglanmigtir.

Chlamydomonas reinhardtii yesil alginin farkli suglarina agir metal stresi verilmesi halinde,
bu metalin hiicre iiremesi iizerindeki etkisi gdzlemlenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda farkl:
konsantrasyonda  bakir  varhfindaki treme  egrileri  ¢izilmistir.  Artan  metal
konsantrasyonlarinin hiicre ¢ogalmasi iizerinde inhibe edici etkisinin oldugu anlagilmistir.

Alg hiicresinin agir metal toplama kapasitesini belirlemek igin hiicrelere 24 saat boyunca
farkl konsantrasyonlarda bakir uygulandiginda, artan konsantrasyonlarda biyokonsantrasyon
faktoriiniin azaldid: ve biriktirilen bakir miktarinin arttign gozlenmistir.

Agir metal stresine kargt hiicresel detoksifikasyon metallotiyonin ve 1s1 soku proteini
HSP70’in ekspresyonu incelenerek arastirilmistir. Is1 soku saperon proteini HSP70B’nin
Chlamydomonas reinhardtii alginde 1s1 soku stresinin yani sira agir metal stresiyle de
indiiklenip  indiiklenmedigi RNA  diizeyinde arastinlmistir.  Uygulanan  metal
konsantrasyonlarinda herhangi bir indiiksiyon goriilmemistir.

Farkli konsantrasyonlarda bakir varliginda yetistirilen Chlamydomonas reinhardtii
suglarindan, belirli zaman arahklarinda Ornekler alinarak, indiiklenmesi beklenen
metallotiyonin (MT-1b) geninin RNA ve protein diizeyinde ekspresyonu incelenmistir. Belirli
bir konsantrasyondan (>100 uM) sonra, artan konsantrasyonlarin metallotiyonin diizeyinde
artisa yol agti1 belirlenmistir. Ayrica hem metal hem de 1s1 soku stresi uygulanan 6rneklerden
elde edilen RNA’lar MT-1b probuyla hibridize edildiginde, bakir ve kursunun metallotiyonini
gli¢lii bir sekilde indiikledigi, kadmiyum varligindaki indiiksiyonun ise daha zayif oldugu
goriilmistir.

Anahtar Kelimeler: Chlamydomonas reinhardtii, metallotiyonin, 1s1 soku proteini, agir metal
stresi, gen ekspresyonu



ABSTRACT

In this study, different strains of unicellular green algae Chlamydomonas reinhardtii, which
have been used as a model organism for many plant studies and have the potential usage in
the bioremediation of heavy metals, had been used. Firstly, determination of the effect of
copper chloride concentrations on the growth and heavy metal accumulation capacity of the
strains was aimed. In the existence of copper, cadmium and lead metals, investigation of heat
shock protein HSP70 and metallothionein expression was also aimed in this study.

The effect of different metal concentrations on the growth of Chlamydomonas reinhardtii
cells had been searched and inhibition of cell growth was observed with increasing
concentrations of metals.

To determine heavy metal accumulation capacity of Chlamydomonas reinhardtii, different
copper chloride concentrations were applied to the cells in the exponential growth phase. In
raising concentrations, a reduction in the BCF values had been observed in contrast to
accumulated copper amount.

Expression of metallothionein (MT) and heat shock proteins (HSP70), which are induced in
many organisms in response to various stresses including heavy metal stress, were
investigated to identify the cellular detoxification mechanisms of Chlamydomonas
reinhardtii. The effect of heavy metal application on HSP70 induction was examined but no
induction was found.

Metallothionein expression pattern of Chlamydomonas reinhardtii cells, grown in TAP
medium containing different copper chloride concentrations, had been studied in RNA and
protein level. Increased metal concentrations (>100 pM) in the medium caused an increment
in the level of MT protein. Furthermore, RNA samples extracted from heavy metal and heat
shock treated cells were hybridized with probe prepared from MT-1b ¢cDNA. Although a
strong induction was observed in the copper and lead treated cells, cadmium did not induced
MT expression as much as other metals did.

Keywords: Chlamydomonas reinhardtii, metallothionein, heat shock protein, heavy metal
stress, gene expression



1. GIRiS

Giiniimiizde hizla ilerlemekte olan endiistriyel gelismelerle birlikte yasamlarimiz bir yandan
daha konforlu hale gelirken, bir yandan da i¢ginde bulundugumuz gevre gesitli kontaminantlar
tarafindan her gegen giin artarak kirletilmektedir. Bu kirleticilerden birisi olan agir metallerin
ortamdan giderilmesinde kullanilan klasik tekniklerin, etkili olmakla birlikte, pahali olmalari
ve yiiksek diizeyde atik meydana getirmeleri nedeniyle bunlarin yerine hem daha etkili hem

de diisiik maliyetli olan biyolojik sistemlerin kullanilmasi 6ngoriilmektedir.

Sudaki agir metal kirliligi ile yapilan birgok c¢alisma, metal kirliliginin alg cesitliligi ve
iiremesini indirgedigini ve birgok alg tiiriiniin yapisini degistirdigini, ancak buna ragmen
birgok alg tiirintin de bu metallere karsi toleranshi ya da direngli oldugunu bildirmistir
(Pawlik-Skowronska, 2001). Sudaki agir metallere karsi toleransh oldugu bilinen ve bu
metallerin giderilmesinde canli veya cansiz olarak kullamlabilen tek hiicreli yesil alg
Chlamydomonas reinhardtii, toprakta ve tatli sularda bulunan ve yillardir fotosentetik
okaryotlarla ilgili fotosentez, kloroplast biyogenezi ve flagella fonksiyonu gibi temel
biyolojik proseslerin arastirlmasinda  kullanilan ideal bir model organizmadir. Bu
organizmada agir metallere karsi toleransin hiicresel olarak, metal iyonlarmin hiicre duvar
komponentlerine tutunmasi  (biyosorbsiyon), metal iyonlarmin organik bilesiklerle
ekstraselliiler kompleksler meydana getirmesi ve metal iyonlarim tutan hiicre igi kelatorlerin
(Fitokelatinler) sentezlenmesi ile saglandig: bildirilmektedir (Kaplan vd., 1995; Yan ve Pan,
2002). Chlamydomonas reinhardtii, ortamdaki artan metal konsantrasyonlarina gosterdigi
tolerans, hizli gogalma, genetik olarak degistirilebilme yetenegi gibi 6zellikleri sayesinde agir
metallerle kirletilmis sulardan metallerin giderilmesinde kullanilma potansiyeli olan bir

organizmadir (Cai vd., 1995; Harris, 2001).

Bu bilgilerin g1 altinda tez ¢aligmamuzda oncelikle afir metallerin  farkh
konsantrasyonlarinin - Chlamydomonas reinhardtii suglanmn iiremesi tzerindeki etkisini
belirlemek ve daha sonra iiremenin eksponensiyel fazindaki hiicrelere farkli konsantrasyonda
bakir uygulayarak, alg hiicresi tarafindan biriktirilen bakir miktarini saptamak ve bdylece bu
algin agir metal gideriminde kullanilma potansiyelini gézlemlemek amaglanmigtir. Daha
sonra farkl organizmalarda basta sicaklik artis1 olmak iizere degisik stresler, ozellikle de agir
metal stresi, varlhginda indiiklenerek hiicrenin hayatta kalmasim sagladigi bilinen 1s1 goku
proteini HSP70%in Chlamydomonas reinhardtii alginde 1s1 soku stresinin yam sira agir metal
stresiyle de indiiklenip inditklenmedigini aragtirmak amaglanmistir. Ayrica Chlamydomonas

reinhardtii suslarina farkll metaller uygulanarak, agir metale karsi pek ¢ok organizmada



hiicresel diizeyde detoksifikasyonu sagladign bilinen metallotiyonin ekspresyonunun

indiiklenip indiiklenmedigini RNA ve protein diizeyinde incelemek amaglanmigtir.



2. LITERATUR BILGISi

2.1 Agir Metal Kirliligi

Endiistriyel gelismelerin baglamasiyla birlikte gevrenin pestisitler, agir metaller ve diger
toksik maddelerle kirlenmesi giderek artan bir problem haline gelmistir. Ttim diinyada gevre
agir metallerle kirletilmekte, boylece toprak, hava ve sudaki toksik agir metaller, insan
saghgim tehdit eden en ciddi ¢evre sorunlarindan biri haline gelmektedir (Fernandes ve

Henriques, 1991; Dénmez ve Aksu 1999; [1]).

Agir metal, 5,0 g/em’den yiiksek yogunluktaki metalleri tammlamak igin kullanilan bir
terimdir ([2]; Sanita di Toppi ve Gabbrielli, 1999). Her ne kadar Fe, Mn, Mo, Cu, Co gibi bazi
agir metaller mikro elementler olarak biyolojik 6neme sahip olsalar da, Cd, Pb, Cr, As, Hg,
Al, Ag, Sn gibi agir metaller oldukga ciddi kirleticiler durumundadir (Memon vd., 1983). Bu
metaller gok diisiik konsantrasyonlarda bile karasal ve sucul organizmalan olumsuz bir

sekilde etkilemektedirler (Danilov ve Ekelund, 2001, Sanita di Toppi ve Gabbrielli, 1999).

Diisiik konsantrasyonlarda toprakta, kayalarda ve suda bulunan agir metaller, endiistriyel
islemler ve yaygin bigimde kullanimin sonucu olarak dogal diizeylerine gore artis gostermekte
ve gevrede birikmektedirler. Metaller kolaylikla degrade edilemezler, besin zincirinde
toplanabilir ve sedimentlerde kalarak yavasca su yataklarina katilabilirler (Rubinelli, 2002;
Travieso vd., 1999; Gallagher vd., 1996). Ayrica stabiliteleri yiiziinden zel sorunlara neden

olurlar. Tiim bu sayilan nedenlerle kirlettikleri ortamdan giderilmeleri gerekmektedir.

Toprak ve suyun agir metallerle kirlenmesi genellikle, jeolojik kaynaklarin erozyonu, maden
cevherleri ve metallerin endiistriyel olarak islenmesi, fosil yakitlarin yanmasi, metal ve metal
bilesiklerinin  endiistrideki ~ kullammi ~ ve  ¢dp yiginlarindan  siiziilme  yollariyla
gergeklesmektedir (Gallagher vd., 1996). Ayrica kentsel atiklar, giibreler, lagim, dogal gaz,
kagt ve klor-alkali endiistrileri atiklarimin da iginde bulundufu yiizlerce agir metal kirliligi

kaynagi meveuttur (Memon, 2001; Cai vd., 1995; [1]).

Agir metal toksinlerinin saglik tizerinde gesitli olumsuz etkileri bulunmaktadir. Insan saglhgini
etkileyen 20°den fazla farkli agir metal toksini bulunur ve her bir toksin metale maruz kalan
kimsede farkli fizyolojik degisimlere yol agar [1]. Agir metallere siirekli maruz kalma halinde
toksisitenin goriildiigii alt limit degerleri Cd 0,0004 ppm, Cr 0,05 ppm, Cu 0,006 ppm, Pb
0,03 ppm, Hg 0,00005 ppm, Zn 0,03 ppm’dir [2].
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Toksik metaller viicut dokularinda bulunduklari zaman serbest radikallerin yikicr aktiviteleri
siirekli olarak devam etmektedir. Bu aktiviteler sonucunda hizli yaslanma ve dejenerasyon
meydana gelmektedir. Metallerin toksisiteleri, enzimler, proteinler ve DNA gibi temel
biyolojik molekiillerin fonksiyonlarini bozabilme yeteneklerinden kaynaklanmaktadir. Ayrica
hiicre i¢in gerekli olan bazi metallerin benzer metallerle yer degistirmesi de diger bir toksisite
nedenidir. Ornegin; yap1 ve fonksiyonlar: igin cinkoya gereksinim duyan bazi proteinlerde,
kadmiyum cinkonun yerini alabilir ve proteinde meydana gelen bu degisiklik toksik sonuglara
neden olabilir. Ayni sekilde kursun da kemikte ve kalsiyumun gerekli oldugu diger yerlerde

kalsiyumun yerini alabilmektedir [3].

Yiksek konsantrasyondaki agir metaller genellikle serbest oksijen radikalleri meydana
getirerek oksidasyona, hiicresel hasarlara, proteinlerin siilfidril gruplarina baglanarak
aktivitenin inhibisyonuna ya da yapimn bozulmasina, H'-ATPaz gibi anahtar membran
proteinlerinin  inhibisyonuna ~ ve ~ membran  lipidlerinin akiskanliklarinda ~ ve
kompozisyonlarinda degisiklige yol agarak hiicreden iyon sizintisina neden olurlar (Hall,

2002; Briat ve Lebrun, 1998).

Agir metaller gevreye serbest birakildiklarinda sudaki canlilifa anlamli diizeyde zarar
verebilirler ve metal kirliligi su gevresinde birgok biyolojik etki meydana getirebilir. Bu
biyolojik etkiler mikroalg tiirleri zenginligini ve mikroalg iiretimini indirgerler, ayrica
mikroalg toplulugunun yapisini degistirirler. Mikroalgler denizdeki gida zincirinin temelini
olusturduklar1 igin metallerin bu organizmalar tizerindeki toksik etkisi anlamlidir (Travieso
vd., 1999; Pérez-Rama vd., 2002). Eser diizeydeki agir metaller enzimatik reaksiyonlarin
kofaktorii olarak gerekli olmakla birlikte yiiksek diizeydeki agir metaller mikroalgler icin
oldukca toksiktir ve metabolik reaksiyonlar: inhibe edebilmektedir. Toksik metaller,

mikroalgal fotosentez, gogalma ve enzim aktivitesini etkileyebilmektedir.

Agir metallerden ozellikle kirlilikleri birbirleriyle iliski halinde bulunan ve giderek artig

gosteren kadmiyum, bakir ve kursun elementleri dikkatleri iizerine gekmektedir.
Bakar

Bakir dogada metal ve mineral olarak bulunan kirmizimst bir element olup insanlar tarafindan
kullamlan ilk metal olma &zelligine sahiptir, 5000 yildan daha uzun siiredir bilinmekte ve
kullanilmaktadir. Fotografcilikta elektrokaplamada, yaglarin rafine edilmesinde, sekerler igin

yapilan analitik testlerde (Fehling soltisyonu), 1sitma sistemlerinde, kimyasal ve farmasotik



sistemlerde, korozyona direngli boru yapiminda, bozuk para yapiminda, ¢imento, kafit

iriinleri, pigment ve boyalarin, gida koruyucularinin yapiminda kullanilmaktadr.

Her ne kadar sudaki bakir birgok organizma igin bir tehlike olsa da, bitki ve hayvan enzimleri
icin bir enzim aktivatérii olmasi nedeniyle diyette cok kiigiik miktarda bulunmasi gereklidir
(Hill vd., 1996). Bazi bitki ve hayvanlarin diyeti igin temel bir element olan bakir, suda
yiiksek konsantrasyonda bulundugu zaman birgok balik ve dzellikle alg tiirleri gibi diger sucul
tiirler igin toksik olabilmektedir. Bakinn sudaki toksisitesi genellikle organizmalarin i¢ iyon

dengesinin bozulmas: yiiziinden olmaktadir [6].

Bakir bilesikleri dogada genis bir bigimde yayilmis olup siklikla ylizey sularinda ve baz1 yer
alti sularinda bulunmaktadir. Bakirin sudaki giivenilir konsantrasyonlart 25-50 pg/l iken,
LCso, yani populasyonun yaristnin 8liimiine yol agan konsantrasyonlar ise genellikle 0,3-1
mg/ldir [2].

Bakir 6zellikle deniz kabuklularinda, sakatatlarda, findikta, kuru fasulyede, bazi meyvelerde,
karabiber, nane gibi bazi baharatlarda ve kakao gibi bazi gidalarda olduk¢a zengin bicimde
bulunmaktadir. Bu gidalarm bakir igerikleri 20 pg/kg ile 400 pg/kg arasinda degigmektedir.

Bakar, proteinlerin izerindeki oksijen, azot ve kiikiirt atomlarini tagiyan ligand yerlere sikica
baglanmaktadir. Bakir hemoglobin olusumu, karbonhidrat metabolizmasi, katekolamin

biyosentezi, kollagen, elastin ve sag keratinlerinin kars: baglanmasinda esastir.
Kadmiyum

8,6 ,g/cm3 yogunluktaki kadmiyum elementi, giimiis beyaz renkte yumusak ve ¢inko ile yakin
iligkili bir metaldir. Antropojenik aktiviteler sonucunda atmosfere, dogal kaynaklardan gelen

Cd’dan 3-10 kat daha fazla Cd katilmaktadir (Pérez-Rama vd., 2002; [5] ).

Cd’un korozyona karsi gosterdigi kayda deger direng, diisiik erime noktasi ve elektrik
iletkenligi ozellikleri sayesinde ozellikle 20.yiizyihn ilk yarisindan itibaren endiistriyel
uygulamalan gelistirilmis ve gevrenin Cd ile kirliliginde artis goriilmigtir (Rubinelli vd.,
2002). Bu artig Cd giderimi igin gelistirilen teknolojiler sayesinde sabit bir bi¢imde
indirgenmektedir. (Sanita di Toppi ve Gabrielli, 1999; [4]).

Cd yaygin bigimde 6zel alagimlarda, kaplamalarda, stabilize edicilerde ve yeniden sarj

edilebilen Ni-Cd pillerin iiretiminde, televizyon fosforlarinda, plastik yapiminda, disgilikte

amalgamda kullanilmaktadir (Sanita di Toppi ve Gabrielli, 1999).



Cd’un, mikroorganizmalar, yosunlar, likenler, algler, yumusakgalar, kabuklular, ilkel
hayvanlar, kuslar, memeliler ve yiiksek bitkilerde birikme ve konsantre olma potansiyelinin
oldugu bildirilmigtir (Pérez-Rama vd., 2002). Insan saghgim gidalar yoluyla etkileyen ve
kemigin akut dejenerasyonu (ltai-Itai) ile bobrek fonksiyon bozukluguna (Fanconi sendromu)
ve gelisim aksakliklarma yol agan eser elementlerden birisidir (Cai vd., 1995; Rubinelli vd.,
2002). Yiiksek Cd konsantrasyonlarimin bir ¢ok hayvan tiirli tizerinde karsinojenik ve
mutajenik etkisi oldugu gosterilmistir. Cd birikiminin kas, karaciger, bobrekler gibi birgok
dokuda uzun bir yarilanma dmriine sahip oldugu ve 6zellikle bobreklerin Cd birikimi i¢in
tercih edilen organlar oldugu bilinmektedir. Yiiksek bitkilerde Cd, su dengesiyle etkilesir ve
fotosentetik aparata zarar verir. Cd mitokondriyel oksidatif fosforilasyonu, mitokondriyel i¢
membranin protona karsi pasif gegirgenligini artirarak inhibe etmektedir. Cd ayrica stoma
agiligim da inhibe etmektedir. Plazma membran aktivitesini indirger, ayrica gesitli enzimlerin
aktivitelerini genellikle inhibe eder. Cd’un oksidatif stres firettigi de bulunmustur ancak Cu
gibi diger agir metallerin aksine reaktif oksijen tiirlerinin iiretiminde dogrudan etkisinin

olmadig1 goriilmiistiir. (Sanita di Toppi ve Gabrielli, 1999).
Kursun

Kursun mavimsi gri renkte, yer kabugunda az miktarda bulunan ve dogal olarak meydana
gelen bir metaldir. Cephanelik malzeme yapimi, boru yapimu, petrol rafine edilmesi, X-151n1
ve atomik radyasyondan korunmada. alagimlarda, bina insaatinda, seramik, plastik ve

elektronik aletlerde, galvanizlemede, kaplamada kullanilmaktadur.

Kursunun bilinen temel bir biyolojik fonksiyonu yoktur, tim kursun bilesikleri zararli veya
toksiktir ve canli organizmalarm biiylime-gelismeleri, 6grenmeleri, davramslari ve
metabolizmalari tizerinde zararh etkileri vardir. Suda gittike artan kursun konsantrasyonu
birgok alg tiirii igin toksiktir. Omurgahlarda kursun zehirlenmesi; norolojik problemler,

bobrek fonksiyon bozukluklari, enzim inhibisyonu ve anemi sorunlarina yol agmaktadir [7].

Toprak, su ve havanin kursunla kirletilmis oldugu yerlerde bitki ve hayvanlardaki kursun
diizeyinde artis meydana gelebilir. insanlar genellikle gidalar araciligiyla kursuna maruz
kalurlar. Kursun oto egsozlarindan ya da endiistriyel emisyonlardan, kursun bazh boyalardan
kaynaklanabilmekte ve su borularindaki kursunun ¢éziinerek igme suyuna karigmastyla diyete
dahil olmaktadir. Otomobil ve endiistriyel emisyonlardan gelen kursun viicutta cigerlerde
birikebilmektedir. Ayrica kursun kemiklerde kiimiilatif bir zehir olarak birikme egilimindedir.
Kursun zehirlenmesi 6zellikle gocuklar igin tehlikeli olup kalict beyin hasarlarina yol

agmaktadir. Memelilerde, kuslarda, baliklarda, likenlerde, alglerde, yumusakcalarda,



kabuklularda, ilkel hayvanlarda ve yiiksek bitkilerde kursunun birikme ya da konsantre olma
egilimi vardir. Hayvan kilindan, memeli bobrekleri ve kemiklerinden, kus kemiklerinden,
midyelerden, likenlerden, alglerden ve yiksek bitkilerden kursunu izleme imkam

bulunmaktadir.

2.2 Agir Metal Kirliliginin Giderilmesi
Agir metal kirliliginin giderilmesinde degisik kimyasal ve fiziksel yontemler yaygin bigimde
uygulanmaktadir. Ancak bu tekniklerin bazi dezavantajlarinin bulunmasi nedeniyle son

zamanlarda biyolojik sistemlerin kullanildig1 yontemler gelistirilmistir.

2.2.1 Agir Metal Gideriminde Kullamilan Klasik Yéntemler

Sulardan agir metallerin giderilmesinde genellikle kimyasal olarak metal iyonunun ¢dkebilen
bir bilesigi sekline doniistiiriilmesi ilkesine dayah yontemler kullanilir. Bunlar, yiiksek
degerlikli metalin gokebilen sekline indirgenip nétralize edildigi indirgeme-¢okeltme yontemi,
indirgenmis metalin kararh, yiikseltgenmis ve ¢dzinmeyen forma dontisttirildigi
yiikseltgeme-gokeltme yontemi, ortama kireg, soda veya sodyum hidroksit katilarak agir
metalin nétralize edildigi notralizasyon-gokeltme yontemi ve agir metal iyonlarmnin
elektrostatik kuvvet ile fonksiyonel grup halinde kati yiizeye tutturulup ortamdaki farkl
tiirdeki iyonlarla yer degistirdigi iyon degisimi yontemleridir ([1]; Mehta ve Gaur, 2001; Yan
ve Pan, 2002). Agir metal kirliliginin kontrol edilmesinde kirletilmis topragin kazilip
cikarilmasi gibi kirletilmis alanlarin temizlenmesi islemi de uygulanmaktadir (Lustigman ve

Lee, 1997).

Bu klasik yontemler pahali olmalarinin yam sira metal gideriminin tamamlanmamas, pH
degisimine siurh tolerans gosterme, farkli metallerin karigimi icerisinden hedeflenmis
spesifik bir metalin gideriminin giigliikle gerceklestirilmesi, vasat ya da daha az metal
seciciligi, cok yiiksek veya diisiik metal galigma diizeyi ve toksik ¢amur ya da atik olma
egilimi gosteren diger auk iriinlerin Gretilmesi gibi dezavantajlara sahiptir (Mehta ve Gaur,

2001).

2.2.2  Alglerin Agir Metal Gideriminde Kullanilmasi

Kirletici maddelerin gideriminde alisilagelmis metotlarin kullanilmasi birgok soruna yol agtigi
i¢in, agir metal Kkirliliginin ortadan kaldinlmasinda mikroorganizmalarm ve bitkilerin
kullamm giderek ©nem kazanmakta ve daha popiiler hale gelmektedir. Son yillarda

mikroorganizmalar kullanilarak agir metallerin biyolojik temizlenmesi, yalnizca bilimde



kaydedilen bir ilerleme olarak degil, aym zamanda endiistrideki uygulamalariyla da dikkatleri
iizerine ¢ekmistir. Biyoremediasyon stratejileri diigiik maliyetli oluglar1 ve yiiksek etkinlikleri

ile ¢ekici bir alternatif durumundadirlar.

Mikroorganizmalar metalleri aktif ya da pasif alim mekanizmalan ile gidermeleri, basit ve
ucuz kosullar altinda yetistirilebilmeleri, hizli bir sekilde ¢ogalmalar ve tek hiicreli olduklari
icin kompleks organ sistemlerine sahip ¢ok hiicreli organizmalarin aksine agir metal stresine
oldukg¢a hizli yanit vermeleri nedeniyle potansiyel biyoremediatorlerdir (Dénmez ve Aksu,

1999; Dénmez vd., 1999).

Sucul mikroorganizmalar, ozellikle mikroalgler, sudaki agir metalleri biyosorbsiyon ve
metabolizmaya bagh biyoakiimiilasyon mekanizmalari sayesinde gidermektedirler (Terry ve
Stone, 2002). Siv1 soliisyonlardaki agir metallerin mikroalgler tarafindan emilimi, agir metal
konsantrasyonunu biiyiik oranda indirgeyebildigi i¢in atik su temizlenmesinde dikkatleri
iizerine toplamustir (Yan ve Pan, 2002). Mikroalglerin ¢ok yiiklii iyonlara karst belli bir
gekimlerinin olmasi, agir metallerin ¢evreden uzaklastinlmasini saglamakta ve bu durum

gevrenin korunmast agisindan oldukga énem tasimaktadir (Travieso vd., 1999).

Mikroalgler metal gideriminde hem canli hem de cansiz formlarda biyosorbentler olarak

kullaniimaktadir.

Kontamine edilmis atik sulardan agir metal gideriminde liyofilize edilmis alglerin
kullanilmas1 basariyla uygulanmakta ve ozellikle alglerin hiicre duvari fraksiyonlar
tarafindan  agir metallerin  non-spesifik  baglanmasi atik sulardan agir metal
kontaminasyonunun  gideriminde kullanilmaktadir. Kobalt, kursun ve kadmiyum
Chlamydomonas reinhardtii ve Chlorella spp. gibi alglerin hiicre duvarlan tarafindan
tutulabilir (Cai vd., 1995). Chlamydomonas reinhardtii’nin metalle kontamine edilmig sucul
cevrede biyosensor ya da biyolojik temizleyici olarak kullanilabilecegini gésterir bigimde
ortamdaki Cd’un %30’unu biriktirdigi ve Chlorella vulgaris ve Chlorella pyrenoidosa
alglerinden daha etkili bir biyoakiimiilasyon sagladig: bildirilmektedir (Mosulén vd., 2003).

Mikroalgler araciligiyla agir metallerin giderilmesinde kullanilan bir diger strateji ise, alg
hiicresinin agir metal stresine karsi dayaniklihgi saglayan genlerin ekspresyonlarinin
artirllmasi yoluyla agir metal baglama kapasitelerinin artirilmasi ve bu alglerin giderimde
kullanilmasidir. Chlamydomonas reinhardtii alginin agir metal baglama kapasitesini artirmak
amaciyla degisik stratejiler uygulanmis. 11k olarak, normal bir hiicre herhangi bir strese maruz

birakildiginda iiretilen ve agir metal diizeyi artarken hiicreyi daha fazla strese ugramaktan



koruyan bir aminoasit olan prolin iiretimi artirnlmig ve hiicre igerisinde % 80 daha fazla prolin
iiretimi saglanmasiyla degistirilmis algin normal alg hiicresine kiyasla 4 kat daha fazla agir
metal baglayabildigi goriilmistiir. Diger bir strateji ile metal baglayici polipeptidlerde bol
miktarda bulunan sistein amino asiti {iretimi artirilmug ve sistein artiginin meydana getirildigi
alg hiicrelerinde normal hiicrelerden % 50 daha fazla metal baglandigi goriilmiistiir. Son
olarak agir metalleri baglayan bir protein olan metallotiyonin varliginda Chlamydomonas
hiicresinin agir metalleri baglayabilme kapasitesinin artip artmadigini anlayabilmek amaciyla
metallotiyonin proteini hiicre digina ilistirilmis ve 5 kat daha fazla metal baglandig

goriilmiistiir ([9]. [10]).

2.2.2.1 Chlamydomonas reinhardtii Yesil Algi

Chlamydomonas denizlerde, tath sularda ve toprakta ve bulunan ve 600’den fazla tiir
bulunduran bir cinstit. Chlamydomonas tiirleri taksonomik olarak Protista aleminin
Chlorophyta bolimiiniin  Chlorophyceae smifimn  Volvocales takiminin -~ Volvocaceae
familyasinda bulunmaktadirlar. Bazi botanikgiler Chlamydomonas’m Chlamydomonaceae
familyas: igerisinde yer aldigin iddia etmektedir [11]. Chlamydomonas cinsinin ¢ok sayida
tiirti bulunmasina ragmen arastirmalarda bugiine kadar en sik kullanilan1 Chlamydomonas

reinhardtii’ dir.

Sekil 2.1 Chlamydomonas reinhardtii yesil alginin elektron mikrografi [12]

Chlamydomonas reinhardtii, durgun sularda ve 1slak topraklarda yagayan ilkel, tek hiicreli,
hareketli, haploid ve skaryotik bir yesil alg olup, yaklasik 10 um uzunlugundadir. Birbirine
esit uzunlukta iki adet flagella tasir. Hiicre duvari glikoprotein yapidadir. Nukleus,

fotosentetik iiriinlerden nisastanin meydana getirildigi tek bir pirenoid bulunduran fincan
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sekilli bityiik bir kloroplast tarafindan ¢evrelenmekte ve salgilama fonksiyonuna sahip iki
kiigiik kontraktil vakuol flagella yakininda yer almaktadir. Hiicrenin 1g1a dogru yiizmesini

saglayan 1s13a hassas kirmizi bir pigment noktast bulunmaktadir.

Besiyeri agisindan yetistirilmesi kolay ve ucuzdur. Fotosentetik, heterotrofik ya da
miksotrofik olarak senkronize ya da asenkronize sekilde yetistirilebilir (Harris, 2001).
Inorganik tuzlardan olusan besiyerinde kolaylikla yetistirilebilmektedir. Enerjiyi karstlamak
icin fotosentez yapar ancak tamamen karanlik ortamda da alternatif karbon kaynag: olarak
asetati kullanarak yasayabilmektedir. Okaryotiktir fakat tek hiicreli oldugu igin standart
mikrobiyal tekniklerle ¢aligilabilir [13].

Chlamydomonas reinhardtii 50 yili agkin siiredir genetik, biyokimyasal, sitolojik ve
molekiiler analizlerde kullanilmaktadir. Fotosentetik dkaryotlardaki fotosentez, kloroplast ve
membran biyogenezi, hiicre hareketi, fototaksis, sekresyon ve gametogenez gibi biyolojik
islemlerle ilgili ¢aligmalar i¢in oldukga ideal bir model organizmadir (Rochaix, 1995). Sivi
azotta uzun stireli saklanmasi miimkiindiir. Patojenik degildir, diger kiiltiirleri kontamine

etmez ([15], Weiss-Magasic vd., 1997; Harris, 2001 )

/ﬂagella

mitokondri

20z noktasi

pirenoid Golgi Aygiti

Sekil 2.2 Chlamydomonas reinhardtii [16]

Chlamydomonas reinhardtii ortamda artis gosteren agir metal konsantrasyonuna gosterdigi
tolerans, bir siinger gibi davranarak metalleri kendisine baglamasi, {iretilmesi i¢in ¢ok fazla

enerjinin gerekmemesi, izl ¢ogalmasi, toksik olmamasi ve genetik manipulasyonlarla
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degistirilebilme potansiyeli gibi ozellikleri sayesinde agir metallerle kirletilmig sularin
temizlenmesinde kullanilabilmektedir (Cai vd., 1995; Harris, 2001; Quarmby, 2000). Agir
metaller kiiltiirdeki tiim hiicreleri esit sekilde etkiledikleri igin senkronize yanitlar elde edilir
ve bu nedenle bu organizma agir metal stresine karsi yanit genlerinin incelenmesi i¢in ideal

bir organizmadir (Rubinelli vd., 2002).

2.3 Alglerde Agir Metal Stresine Karsi Dayamkhiik Mekanizmalar

Mikroalglerin agir metallerle kirletilmis gevre ile miicadele etmelerini ve bu kosullar altinda
yasamalarini saglayan mekanizmalarla ilgili birgok galisma bildirilmistir. Farkli sucul
organizmalar agir metallere karg1 degisik yanitlar verirler. Bu yiizden incelenen her bir tir
bakimindan metal konsantrasyonlarinin etkisini karakterize etmek gerekmektedir (Terry ve

Stone, 2002).

Bitkilerde ve alglerde agir metallere kargi tolerans ve metal detoksifikasyonundan sorumlu
birok mekanizma ortaya atilmistir. Biitin bu mekanizmalart ¢ genis kategori altinda
incelemek miimkiindiir ve her ii¢ kategoride yer alan mekanizmalar da mikroalglerde

kendiliginden ¢aligabilmektedir.
1. Metallerin plazma membranindan gegmesini engelleyen mekanizmalar
2. Metallerin plazma membramindan digar verilmesini saglayan mekanizmalar

3. Hiicre i¢inde metal iyonlarinin detoksifikasyonunu saglayan mekanizmalar

2.3.1 Metallerin Plazma Membranindan Gegisini Engelleyen Mekanizmalar

Metallerin plazma membramindan gegisi ilk olarak metal iyonlarimin metabolizmadan
bagimsiz bir sekilde pasif olarak hiicre duvarina baglandigi biyosorbsiyon mekanizmasi
sayesinde engellenmektedir. Hiicre duvarina baglanma, metal iyonlarinin hiicre duvarindaki
tek yiiklii ve iki yiiklii iyonlarla yer degistirdigi iyon degisimi ve metal iyonlariyla hiicre
duvarindaki fonksiyonel gruplar arasinda kompleks olusumu ile ger¢eklesmektedir (Vilchez
vd., 1997)

Bitki ve alglerin hiicre duvarlari metal iyonlarii negatif yiikli yerlerde baglama
kapasitesindedir. Tek hiicreli yesil alg Chlamydomonas reinhardtii’ nin hiicre duvar seliiloz
bakimindan eksik, bitkilere benzer bigimde glikoprotein tabakalar: bakimindan zengindir. Bu
durum diger tatl su algleri igin de tipiktir. Pektinlerin anyonik karboksilat gruplari ve
glikoproteinler metal iyonlar: igin gii¢lii baglama afinitesine sahiptirler. Bu baglar

elektrostatik, iyonik ya da kovalent olabilirler. Kovalent baglanma muhtemelen amino ve
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karboksil gruplan igerirken, protein ve polisakkaridler metal biyosorpsiyonunda énemli roller
oynamaktadirlar. Canli ve cansiz mikroalglerin hiicre duvart bir metal iyon degistiricisi gibi
davranarak dogrudan metal biyosorpsiyonu igin kullamilabilmektedir. Hiicre duvarma bagh
metallerin miktarindaki varyasyonlar, hatta belki de hiicre duvari kompozisyonlarindaki
farkliliklar sayesinde aymi tiirin genotipleri arasindaki tolerans farkliliklan g&zlendigi

bildirilmistir (Macfie ve Welbourn, 2000).

Biyosorpsiyon geri doniigiimliidiir ve 5-10 dakika gibi kisa bir siire iginde gergeklesir.
Biyokiitle birimi bagina biriktirilen metal miktar soliisyondaki metal iyonu konsantrasyonuna
bagli olarak degismektedir. Ayrica biyosorpsiyon, pH’ dan ve agir metalleri ¢oziinmeyen

tuzlar olarak ¢éktiiren diger iyonlarin ortamdaki varligindan etkilenebilmektedir.

2.3.2 Maetallerin Plazma Membranindan Disar1 Verilmesini Saglayan Mekanizmalar

Plazma membram agir metal toksisitesi i¢in ilk canli yap1 olarak kabul edilebilir. Metal
homeostasisinde hiicre zari, agir metallerin hiicre igine girisini engelleme, indirgeme ya da
disar1 verme mekanizmalar araciligiyla 6nemli rol oynamaktadir. Metal katyonlarinin ¢ogu
esas element olduklari igin, tamamen diglama yerine membran gegirgenliginin
indirgenmesiyle segici diglama gergeklesmektedir. Plazma membranlarinda hiicre i¢i metal
diizeyini kontrol etmeye yarayan alternatif bir strateji ise, metal iyonlarinin aktif olarak disar
verilmeleridir. Bakterilerde toksik iyonlara karsi direng sistemlerinin ¢ogunun, enetjiye
bagimli bir mekanizmayla toksik iyonlarin disariya verilmesi temeline dayanmakta oldugu
bildirilmigtir (Hall, 2002). Bakterilerde ve hayvanlarda disar1 pompalama yapan bu
tagiyicilarin metal homeostasisinde énemli rol oynadigi bilinmektedir. Yapilan son ¢aligmalar
bitki ve alglerde de metal alimi ve homeostasisiyle ilgili degisik metal transporter siniflarmin

bulundugunu ve toleransta anahtar rolii oldugunu gostermistir (Hall, 2002).

2.3.3 Hiicre icinde Metal iyonlarmin Detoksifikasyonunu Saglayan Mekanizmalar

Hiicre i¢inde metal iyonlarinin detoksifikasyonunu saglayan mekanizmalar, alg hiicresinin
¢ogalmasi i¢in metal iyonlarimn tiiketimini ve/veya hiicre i¢i akiimiilasyonunu gerektiren,
enerjiye bagimli ve pH, sicaklik, iyonik kuvvet ve 1sik gibi degisik parametrelere duyarli
mekanizmalardir. Bu aktif ahm mekanizmalan diigiikk sicaklik, enerji kaynag: yoklugu ve

metabolik inhibitorler tarafindan inhibe edilebilmektedir (Vilchez vd., 1997)

Metal iyonlart hizli ve pasif bir sekilde hiicre duvarina tutunduktan sonra daha yavas ve
metabolizmaya bagimh bir yolla hiicre igerisine alinmaktadir. Hiicre igerisine alinan metal

iyonlar1 sitoplazmada bulunmakta ve nukleus ve kloroplasttan dislanan metal iyonlar:
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ozellikle vakuolde konsantre edilmektedir (Weiss-Magasic vd., 1997). Artan metal
konsantrasyonu hiicre iginde metallotiyoninler ve fitokelatinler gibi metal baglayici
proteinlerin ve 1s1 soku proteinlerinin sentezlenmesine yol agmaktadir. Agir metal stresine
maruz kalindiginda hiicre i¢inde detoksifikasyonu ilk olarak metallotiyonin ve fitokelatin
proteinlerinin sentezi ile vakuolar kompartmantalizasyon saglarken, ikincil olarak stres

proteinleri sentezinin sagladigi belirlenmistir (Sanita di Toppi ve Gabbrielli, 1999).

Chlamydomonas  reinhardtii’de agir metale karsi hiicre i¢i toleransin metallotiyonin ve
fitokelatin polipeptidleri tarafindan saglandig: yapilan ¢alismalarla gésterilmistir (Cai vd,
1995; Devriese vd., 2001). Lemaire vd., (1999) agir metallerin Chlamydomonas
reinhardtii’de ayrica tiyoredoksin olarak adlandirilan 12 kDa agirhginda kiigiik ve bakteriden
insanlara pek ¢ok organizmada bulunan proteinlerin sentezine yol agtigim ve bu proteinin agir

metallere karsi bir savunma mekanizmasi olabilecegini bildirmistir.

Tez ¢aligmamizda metallotiyonin ve 1s1 soku proteinleri ekspresyonu incelendigi igin bu

detoksifikasyon mekanizmalarinin 6zellikleri izerinde durulmustur.

2.3.3.1 Maetallotiyoninler

Margoshes ve Vallee isimli arastiricilarin 1957 yilinda at bébrek korteksinde oldukea yiiksek
diizeyde Cd’u gozlemlemeleri sonucunda enzimatik olarak inaktif Cd-baglayici proteinlerin
izolasyonu ¢aligmalarina baslanmistir. Daha sonralari yapilan biyokimyasal analizler
sonucunda bu proteinlerin oldukea yiiksek stilfiir igerigine (bu siilflirtin % 95°1 sistein amino
asitinin siilfidril grubu olarak bulunmaktadir) sahip oldugu ayrica aromatik amino asitler
bulundurmadifi ve 6-7 kDa gibi oldukg¢a diisik bir molekil agirligina sahip oldugu
gosterilmistir. Yiksek diizeyde metal ve siilfiir icerigi sayesinde bu proteinler metallotiyonin
olarak adlandirilmuglardir (Kégi ve Schiffer, 1988; Foster, 1999).

mRNA translasyonunun iiriinleri olan metallotiyonin proteinleri diisiik molekiil agirlikli ve
sisteince zengin metal-tutucu proteinlerden olusan bir protein ailesidir. Cift yiiklii ya da tek
yiiklii katyonlarin tutulmas: tiirler arasinda genellikle oldukga korunmus olan sistein amino
asitleri sayesinde gergeklestirilmektedir [17]. Metallotiyoninler hayvanlarda, yiiksek
bitkilerde, tkaryotik mikroorganizmalarda ve bazi prokaryotlarda bulunurlar (Cobbett ve
Goldsbrough, 2002; Marc vd., 2001; Mejare ve Biilow, 2001). Metallotiyoninler hiicrede

sitoplazma, lizozomlar ve nukleusta bulunmaktadirlar (Del Razo vd., 2001).

Metallotiyonin biyosentezi transkripsiyonel diizeyde regiile edilir ve hormonlar, sitokininler,

sekonder haberciler, biiyime faktorleri, Cd, Zn, Hg, Cu, Au, Ag, Co, Ni, Bi gibi degisik
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faktorlerle indiiklenir. MT gen ekspresyonunun metaller tarafindan regiilasyonu, metale
duyarli elementler (MRESs) gibi kisa DNA motiflerini taniyan nuklear transkripsiyon faktorleri
aracilifiyla gergeklestirilir (Del Razo vd., 2001).

Metallotiyoninlerin hiicredeki fizyolojik fonksiyonlar: halen tartisma konusudur. Yine de
bunlarin ¢inko ve bakir gibi metal iyonlarnin homeostatik regiilasyonunu ve agir metal
detoksifikasyonunda, saperon etkisi olarak bilinen rol ile agir metallerin diger hiicresel
komponentlerle etkilesiminin engellenmesinde, reaktif oksijen tiirlerine ve iyonize radyasyona
kargt koruma saglamada rol oynayan proteinler oldugunu gosteren caligmalar vardir ([17],
[18]; Otsuka, 2001). Farkli metallere kars: farkli fonksiyonlar: vardir. Cd i¢in MT nin
fonksiyonu uzun siireli toksisiteye kars: korumaktir. Bakir birgok enzimin aktivitesinde temel
rol oynadig1 i¢in MT hiicre igerisinde bakir enzimlerinin aktivasyonunu saglayacak diizeyde
ve toksik olamayan diigikk bakir konsantrasyonlarini devam ettirebilme olasiligina sahiptir.
Cinko igin MT bir depo proteini olarak is gorebilir ve bu metalin metabolizmasinda

homeostatik rol oynayabilir (Foster, 1999; Hall, 2002; Lemaire, 1999).
Metallotiyoninlerin Smiflandiriimasi

Yapisal iliskiler ve sistein aminoasitlerinin dizilimine gore metallotiyoninler 3 sif altinda
toplamirlar. Siif I MT’ler olduk¢a korunmus, 20 tane sistein igeren ve memeliler ile
stiriingenlerde yaygin olarak bulunan proteinlerdir. Simf II MT’ler memeli formlarindan
oldukga farkli, bitkilerde, mavi-yesil alglerde ve siiriingen olmayan hayvanlarda ve mayalar
ile bazi prokaryotlarda bulunan polipeptidlerdir. Siif III MT’ler ise fitokelatinler olarak da
adlandirilan y-glutamilsisteinil #niteleri igeren atipik polipeptidlerdir (Mejare ve Biilow,
2001).

Bugiine kadar karakterize edilen tim Sinif I MT’ler tek zincirli proteinlerdir (Kégi ve
Schiffer, 1988). Ozellikle sistein aminoasitlerinin pozisyonlar1 korunmus durumdadir. Tipik
olarak, memeli metallotiyonini 20 sistein bulunduran ve hi¢ aromatik amino asit igermeyen 61
amino asit uzunlugunda, 6-7 kDa molekiil agirliginda bir polipeptiddir. Tiim sistein
aminoasitlerinin pozisyonlari degismez MT’nin memelilerde nétral pH’da tek bir negatif yiik
bakimindan fark gésteren iki izoformu bulunmaktadir, MT-I ve MT-II (Foster, 1999; Mejare
ve Biilow, 2001).

Simif IT MT’ler ile memeli MT leri arasinda belirgin bir dizi iliskisi bulunmamaktadir. Cys-X-
Cys kiimeleri farkli pozisyonlarda bulunup, daha diisiik molekiiler agirliktadir. Her ne kadar
her iki proteinde yiiksek diizeyde visinal (Cys-Cys) ve visinale yakin (Cys-X-Cys)

diziliminde bulunsalar da belirgin bir eslesme goriilmemistir.
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Fitokelatinlerin kesfedilmesinden kisa bir siire sonra bitkilerin Cd’a kars1 toleransini saglayan
bir metallotiyonin proteini bugdayda tanimlanmigtir. Bugday Ec proteini bir metallotiyonin
olarak adlandirilan ilk bitki proteinidir. Sistein amino asitlerinin Cys-X-Cys motifleri halinde
var olmasi proteinin metalleri baglama kapasitesinde oldugunu gosterir. Saflagtirilan Ec
proteininin 7Zn'™? ile iliskide oldugu bulunmus ve bu proteinin Siuf II grubuna dahil

edilebilecegi diistintilmiistiir.

Simif 11T MT “ler ise non-translasyonel olarak sentezlenen degisebilir uzunluktaki iki ya da
daha fazla glutatyona benzer metal — thiolate polipeptid zincirinden olusan oligomerik yapilar
olup, tekrarlanan diziler igerirler; (yGluCys), Gly, n=2-11. Siif III MT’ler ayni zamanda
fitokelatinler olarak bilinirler ve diger MT lerden daha kiigiik molekiiler agirliktadirlar (1-2
kD). Fitokelatinler bitkilerde ve alglerde bulunurlar (Cai vd., 1995; Hu vd., 2001).

Metallotiyoninlerin Yapisi

Metallotiyonin proteininin yapisi gesitli biyofizik ve biyokimya teknikleri kullanilarak
belirlenmistir. NMR spektroskopisi agir metallerin MT ile yalmzca sisteinlerle olusturduklari
tiyolat baglar sayesinde iliskili olduklarim gostermistir. EXAFS olgtimleri ve UV
spektroskopisi her bir tiyolat kompleksinde bir ¢ift yiikli metal iyonunun tetrahedral

simetride dizilmis dort tiyolat ligandina bagli oldugunu géstermistir.

MT proteininde bulunan tiim sisteinler Cys-X-Cys, Cys-X-X-Cys, Cys-X-Cys-Cys motifleri
halinde bulunurlar bu yiizden bir metallotiyonin molekiiliinde disiilfid kopriileri
bulunmamaktadir. Ug¢ kisimlarda bulunan (terminal) sisteinler tek bir ¢ift yiikli metal
iyonunun baglanmas ile ilgili iken, diger yan yana baglanan (bridging) sisteinler iki ¢ift ytikli

iyonun koordinasyonuyla ve molekiiliin biitiinliigiiniin saglanmastyla ilgilidirler.

Metallotiyonin tersiyer yapisina metal iyonlarinin baglanmasiyla ulagir. NMR spektroskopisi
ve EXAFS olgtimleri memeli MT’lerinde metal tutulmasimn iki bolge sayesinde
gergeklestigini gostermistir. N ucundaki B bolgesi 3 adet ¢ift yiiklii metal iyonunu baglarken,
C ucundaki « bélgesi ise 4 tane ift yiiklii metal iyonu baglar. Alternatif olarak, her bir
bolgeye 6 adet tek yiiklii iyon baglanabilir ([18]; Cobbett ve Goldsbrough, 2002; Marc vd.,
2001).

Metallotiyoninlerin a bolgesi Cd"? ve Hg'? iyonlarina karst daha fazla afinite gdsterirken, p
bolgesi Zn'? iyonunu ve tek yiiklii iyonlar: daha kolay baglayabilmektedir. Bazi galigmalar

her bir domainin birbirinden bagimsiz olarak is gorebilecegini gdstermistir. MT’ler bu
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6zellikleri sayesinde agir metal detoksifikasyonunda dnemli roller oynamaktadir. (Chen vd.,

1999, Marc vd., 2001)

2.3.3.2 Is1 Soku Proteinleri

Organizmalar yiiksek sicaklik, agir metal ve diger kimyasallara, toksinlere, oksidanlara,
bakteriyel ve viral infeksiyonlara, tuz ve kuraklik streslerine maruz kaldiktan sonra gen
ekspresyonu paterninde koklii degisimler meydana gelir ve genellikle stres proteinleri olarak
anilan 1s1 soku proteinlerinin sentezini baslatirlar. Is1 soku proteinleri genellikle molekiiler
saperonlar olarak adlandinlirlar, yeni sentezlenen proteinlerin taginmasi, katlanmalari, bir
araya gelmelerinde 6nemli rollere sahiptirler ve proteinlerin anormal konformasyonunu
engellerler. Ayrica stres kosullari altinda proteinlerin korunmasi ve tamirinde is gorebilirler
(Kohler vd., 1999; Kohler vd., 1999; Morimoto, 1993; Kadyrzhanova vd., 1998; Bierkens vd.,
1998; Deegenaars ve Watson, 1997). Ist soku proteini sentezinin bugiine kadar aragtirilan tiim
organizmalarda filumdan bagimsiz olarak yiiksek diizeyde homoloji gdsterdidi ve 1s1 soku
yanit1 bakterilerden alglere, mayalara ve yiiksek bitki ve hayvanlara kadar gozlenmistir

(Tedengren, 1999; Deegenaars ve Watson, 1997).

Hiicrelerin gevresel uyaranlara karsi yanit vermeleri ilk kez Ritossa tarafindan 1962°de
Drosophila’nin tiikiiriik bezi politen kromozomlarinda, artan sicaklik uygulamasindan sonra
bir dizi kromozomal pufun indiiklenmesiyle gézlenmistir. Lewis 1975 yilinda 1s1 soku
puflariyla, 1s1 ile indiiklenen polipeptidler arasinda bir korelasyon oldugunu bildirmistir (Joshi

ve Tiwari, 2000).
Is1 Soku Proteinlerinin Simiflandirilmasi

Is1 soku proteinleri molekiiler agirliklarina gére, 17-30 kDa (kiigiik molekiil agirlikli stres
proteinleri), 60 kDa (saperonlar), 70 kDa, 83 kDa ve >100 kDa’dan agir stres proteinleri
olmak tizere 5 grup altinda toplanabilirler (Kropat vd., 1995; Bierkens, 1998). En yaygin stres
proteinleri HSP60, HSP70 ve HSP9O0 aileleridir. Stres proteinleri tiirler arasinda oldukga fazla
homoloji gosterirler. Bugiine kadar arastirilmig ve evrimsel agidan olduk¢a fazla korunum
gosteren proteinler arasinda en yaygin bi¢imde galigilan stres proteini HSP70’tir (Tedengren,

1999).
Is1 Soku Proteinlerinin Fonksiyonlan

HSP70, sitoplazma, mitokondri ve Endoplazmik retikulum liimeninde bulunan oldukga genis
bir multigen ailesidir. HSP70’ler ekstrem sicakliklar, hiicresel enerji kaybi ve aminoasit

analoglar1 gibi stres faktorleri tarafindan indiiklenirler ve indiiksiyonun, hiicrede yanhs
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katlanmis ya da katlanmamis proteinlerin konsantrasyonuyla orantili olarak gergeklestigi

bulunmustur (Kéhler vd., 1996).

HSP70’lerin tiim saperonlar gibi temel 6zellikleri, katlanmamis polipeptidlere baglanmak ve
ATP bagimh bir reaksiyonla onlar1 serbest birakmaktir. HSP70 hatali katlanmis proteinlere
kars1 giiglii bir afinite gosterir ve onlarin ATP’e bagimh bir reaksiyonla diizgin membran
kompleksleri i¢ine yeniden girmelerini saglayarak dogal konformasyonlarmi bulmalarina
yardim eder. HSP70’ler protein biyogenezinin hemen hemen her agamasinda bulunurlar.
Diger aktivitelerin yani sira yeni sentezlenmis polipeptid zincirlerinin ribozomdan g¢ikarken
dogru bigimde katlanmasina yardim ederler, transmembran protein transportuna katilirlar ve
denatiire edilmis proteinlerin agregasyonunu engellerler. HSP70 protein ailesi ayrica
gametogenez ve embriyogenezde de anahtar rol oynamaktadir (Del Razo, 2001; Schroda,
1999). Farkli izoformlar peptid baglamada g¢ok az segicilige sahiptirler ve bu ylizden
fonksiyonel spesifitelerinin ¢ogunlukla farkli hiicre i¢i yerlesimlerden ve diger proteinlerle
spesifik etkilesimlerinden dolay: artis gosterdigi gériilmektedir. Bu yardime: saperonlarin en
iyi bilineni bakteriyel Dnal ve GrpE proteinleri ile bunlarin 6karyotik homologlaridir.

HSP70 izoformlar yiiksek bitki kloroplastlarinda ya kloroplastin dis zarfinda ya da stromada
bulunurlar. Stroma HSP70’leri 6bakteriyel ve mitokondriyal proteinlerle daha yakin iligki
halindeyken, zarf HSP70’leri oOkaryotik stres 70 proteinlerine daha fazla benzerlik
gostermektedir.

Tek hiicreli yesil alg Chlamydomonas’ta t¢ adet HSP70 geni tanimlanmistir. Analiz edilen
genlerden HSP704 sitosolik HSP70’i kodlarken, HSP70B kloroplastin stromasina yerlesmis
bulunan gen tiriiniinii kodlamaktadir. Her iki gen de belli bir siire karanlikta inkiibe edildikten
sonra hem 1s1 soku hem de 11k tarafindan indiiklenmektedir. #SP70B geni ayni zamanda

sirkadien ritm tarafindan da regiile edilmektedir (Schroda vd., 1999).

HSP70 gen ekspresyonu ayrica hiicre siklusuna da baglidir. Heat shock cognate (HSC) olarak
bilinen diger HSP70’ler siirekli eksprese edilirler. Is1 soku stresiyle ilgili esas transkripsiyon
indiiksiyon mekanizmasi, trimerik 1s1 soku faktoriiniin (HSF’ler), HSP70’in 5’ ucundaki
TATA kutusunun iist bolgelerine lokalize olmus 1s1 soku elementlerine baglanmas: ile
gerceklesir. HSP70’lerin 1s1, metal ya da a.a analog transkripsiyon indiiksiyonunun timii

HSF-HSE baglanmasiyla ger¢eklesir (Miiller vd., 1992; Morimoto, 1993)
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

3.1.1 Kullanilan organizmalar

Calismamizda Chlamydomonas reinhardtii yesil alginin farkli suslar kullanilmistir. Yabani
tip CC-1690 ve hiicre duvan lizisle kaldirilarak protoplast haline getirilmis duvarsiz mutant
CC-400 (“wall-less™) hiicreleri Duke Universitesi koleksiyonundan temin edilmistir. pCB 740
(yabani tip) ve pCB 873" (“heat-deleted”) hiicreleri ise Prof. Dr. Christoph F. Beck (Albert-

Ludwigs Universitesi, Almanya) tarafindan génderilmistir.

Hazirlanacak olan probun cogaltilmasinda kullanilacak olan Escherichia coli DH5a susu ise

Stratagene firmasindan satin alinmigtir.

3.1.2 Kullanilan Besiyerleri
Caliymada kullanilan Chlamydomonas reinhardtii hicreleri, kati ve sivi Tris Asetat Fosfat
besiyerinde (TAP Besiyeri), Escherichia coli DHS5a susu ise “Luria Bertani” kati ve sivi

besiyerlerinde yetistirildi.

3.1.2.1 TAP Besiyeri ve Besiyerinin Hazirlanmasinda Kullamilan Tampon ve Cozeltiler

TAP besiyeri hazirlamak igin, 2.42 g Tris Baz (Trizma Base) 950 ml damitik su iginde
¢oziildii ve 1 ml Glacial Asetik asit, 1 ml 1M Fosfat tamponu (pH 7.0), 1 ml Eser metal
soliisyonu ve 50 ml B soliisyonu ¢ozeltiye sirasiyla eklendi. Kati besiyeri igin 20 g Bacto-
Agar (Difco), slant ortamu i¢in ise 20 g Bacto-Agar ve 4 g maya 6ziitii eklendi. 23 dakika, 1.5
atm basing altinda otoklavlanarak sterilize edildi [19]. Besiyerinin hazirlanmasinda kullanilan

tampon ve ¢ozeltiler asagida belirtildigi gibi hazirlandi.

1M Fosfat Tamponu: 1 litre distile su i¢inde 106 g KyHPO4 (Merck), 53 g KH,PO4 (Merck)
¢ozillerek hazirland1 ve 1 N HCI ile pH 7.0’a ayarlandi. 23 dakika, 1.5 atm basing altinda

otoklavlanarak sterilize edildi

Eser (Trace) Metal Soliisyonu (1 1) : 22.0 g ZnS04.7H,0 (Sigma), 11.4 g H3BO; (Carlo
Erba Reagenti), 5.1 g MnCl,.4H,O (Fluka), 5.0 g FeSO47H,O (J.T. Baker), 1.6 g
CoCl,.6H,0 (Sigma), 1.6 g CuSO4.5H,0 (Riedel-de Haén) ve 1.1 g (NHg)¢Mo7024 (Sigma)

* pCB 873 “heat-deleted mutant” susu Hsp70 promotorundaki 1s1 elementlerinin delesyona ugratilmastyla
olusturulmus mutant bir sustur.
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metalleri sirasiyla 550 ml deiyonize su iginde ¢oziildiiler. 50 g EDTA pH’st KOH ile 7°ye
ayarlanarak, 250 ml deiyonize su i¢inde ¢dziildii. Metal karisimi 70°C’ye kadar isitildi ve
iizerine EDTA ¢ozeltisi eklendi. pH % 20’lik KOH ile 6.5-6.8’¢ ayarlandi. Karigim 1 I'ye
tamamlandi ve rengi mor oluncaya kadar +4°C’de birkag hafta bekletildi. Mor renk olusumu
gozlendikten sonra ¢ozelti kaba filtre kagidi kullamlarak filtre edildi. Besiyeri igerisine

eklendikten sonra sterilize edildi (Hutner vd., 1950).

Bejerinck Soliisyonu (B Soliisyonu): 1 litre distile su icinde 8 g NH4Cl (Fluka), 1 g
CaCl.2H,0 (Merck), 2 g MgS04.7H,0 (Merck) ¢oziilerek hazirlandi. 23 dakika, 1.5 atm

basing altinda otoklavlanarak sterilize edildi

3.1.2.2 “Luria Bertani” Besiyeri
LB Besiyeri, 10 g Tripton (Bactotryptone, Mikrobiologie), 5 g maya oziiti (yeast extract,
Mikrobiologie) ve 10 g NaCl’iin 1 1 distile su igerisinde ¢oziiliip, otoklavlanarak steril

edilmesiyle hazirlandi. Kati ortam igin 15 g agar ortama ilave edilip, sterilize edildi.

3.1.3 Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

RNA, DNA ve protein galigmalarinda kullanilan kimyasal madde ve ¢ozeltiler ayri gruplar

halinde ve kullanim sirasina gore belirtilmistir.

3.1.3.1 RNA Caligmalarinda Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

Dietilpirokarbonath su: % 0.1 (v/v)'lik dietilpirokarbonatin (Sigma) dH>O igerisine konup,
karistirildiktan sonra bir gece bekletilmesiyle hazirlandi, otoklavlanarak steril hale
getirildikten sonra RNA ¢alismalarinda kullamlan tiim soliisyonlarn hazirlanmasi ve kaplarin

temizlenmesinde kullanildi.

2 x Ekstraksiyon Tamponu: 2.5 ml 1M Tris.Cl (pH 8.5), 3 ml 4M NaCl ve 5 ml 0.2M
EDTA (pH 7.0) igeren g¢ozeltinin hacmi damitik su ile 50 ml’ye tamamlandu. Hazirlanan
¢ozelti otoklavlanarak sterilize edildikten sonra {izerine 10 ml % 20’lik (w/v) SDS gozeltisi

ilave edildi.

NaCl: 4 M’lik stok ¢ozelti; 116.88 g NaCl’tin (Riedel-de Haén) 500 ml damutik su igerisinde

¢oziilmesiyle hazirlandi.

N-Lauril Sarkosin: % 20’lik (w/v) N-lauril sarkosin (Sigma) damitik su igerisinde ¢oziilerek

hazirlandi.
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Proteinaz K: Proteinaz K (Promega) son konsantrasyonu 10 pg/ pl olacak sekilde steril

damitik su igerisinde ¢oziilerek hazirland1 ve —20 ° C* de muhafaza edildi.

Yikama Tamponu (Wash Buffer) : 1 ml 1M Tris.Cl (pH 7.5), 2 mg sikloheksimit (Sigma)
ve 20 mg kloramfenikol (Sigma) 99 ml DEPC’li su iginde ¢oziildii ve hazirlanan ¢ozelti

otoklavlanarak sterilize edildi.

20x RNA Jel Tamponu: 8.24 g MOPS (Sigma), 50 ml 200 mM’lik DEPC’li su ile
hazirlanmig 50 ml sodyum asetat (Merck) igerisinde ¢oziildii ve pH’s1 2 N NaOH (Merck) ile
7.2’ye ayarlandi. Cozeltinin tizerine 20 ml 50 mM EDTA (DEPC’li) eklendi ve hacim
DEPC’li su ile 100 ml’ye tamamlandi. Cozelti 0.22 pm’lik membran filtreden (Millex-GS)
gegirilerek sterilize edildi.

Sodyum asetat (NaAc): 3 M’lik stok ¢dzelti 24.6 g sodyum asetatin (Merck) 100 ml steril
distile su i¢inde ¢oziilmesi ve pH’nin 5.2°¢ ayarlanmastyla hazirlandi.

RNA Denatiire Edici Kokteyl: Her bir RNA érnegi i¢in 1 ul 20 x RNA jel tamponu, 1,5 pl
% 371ik formaldehit (Carlo-Erba Reagenti), 10 ul formamidin (Merck) bir araya
getirilmesiyle hazirlandi.

RNA Elektroforez Tamponu (% 2 Formaldehit i¢eren): 27 ml % 37’lik formaldehit
(Carlo Erba Reagenti) ve 25 ml 20 x RNA jel tamponu igeren elektroforez tamponunun son
hacmi DEPC’li su ile 500 ml’ye tamamlandi.

RNA Ornek Tamponu: 50 mM EDTA, % 0.1 (w/v)’lik bromofenol blue (Roth), % 0.1
(w/v)lik ksilen siyanol (Sigma) ve % 15 (w/v)’lik fikol (Sigma) igeren tampon RNA
orneklerinin elektroforezlenmesinde kullanildi.

20 x SSPE: 175.3 g NaCl, 27.6 g NaH,PO, (Merck) ve 7.4 g EDTA (Carlo-Erba Reagenti)
800 ml dH,O igerisinde ¢oziildii. 10 N'lik NaOH (Merck) ile pH’s1 7.4’¢ ayarlandi ve hacim 1
1’ye tamamlandi. Otoklavlanarak sterilize edildi.

Na,HPO4: 1 M’lik stok ¢ozelti; 88.99 g Na,HPO4'tin (Merck) 500 ml dH,O igerisinde
¢oziilip, pH’sinin 7.2°ye ayarlanmasiyla hazirlandi.

5 x LS: 250 pl 1 M Imidazol-HCI (Fluka) , pH 6.6, 125 pl 0.1 M MgCl (Fluka) , 2 ul B-
merkaptoetanol (Sigma), 0.5 pl dATP (Promega, 100 mM’lik stok), 0.5 pl dGTP(Promega,
100 mM’lik stok) ve 0.5 pl dTTP (Promega, 100 mM’lik stok) igeren 5x LS’nin son hacmi

sterilize edilmis dantik su ile 500 pl’ye tamamland.
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imidazol-HCI: 1 M’lik imidazol-HCI ¢bzeltisi i¢in; 0.680 g Imidazol (Fluka), 10 ml dH,O
icerisinde ¢oziiliip pH’s1 6.6°ya getirildi.
MgCly: 0.1 M’lik stok ¢ozelti; 0.203 g MgCl, tin (Fluka) 10 ml dH,O igerisinde ¢6ziilmesiyle

hazirlandi.

STE: 0.292 g NaCl'in (Riedel-de Haén) 50 ml 1x TE tamponu igerisinde ¢6ziillmesiyle

hazirlandi.

Hibridizasyon Tamponu: 2.5 g toz BSA (Sigma) 0.93 g EDTA (Carlo-Erba Reagenti) ve
17.5 g SDS , hafifce 1sitilarak steril damitik su igerisinde ¢oziildii ve tizerine 125 ml 1.5 M
Na,HPO4 (pH 7.2) eklendi. Hacim 250 ml’ye tamamlanip, oda sicakliginda muhafaza edildi.

Hibridizasyon Sonrasi Yikama Tamponu: 2 x SSPE ve % 0,5 SDS (w/v) igeren soliisyonun

hacmi steril distile su ile ayarlandi. Taze olarak hazirlandi.

Gelistirme Cozeltisi: 29.6 g Na,CO; (Riedel-de Haén) distile su igerisinde ¢oziiliir, tizerine
0.5 ml % 37’lik formaldehit (Carlo-Erba Reagenti) eklenerek ¢6zeltinin hacmi damitik su ile

1 I’'ye tamamlanur.

3.1.3.2 DNA Calismalarinda Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

% 1 Agaroz Jel: Hazirlanacak jel hacminin % 1°i kadar agaroz (Sigma) tizerine 1 x TBE
tamponu eklenip, agarozun mikrodalga firinda eritilmesiyle hazirlandi. Biraz soguduktan
sonra, jelde yiirtimekte olan DNA’lar1 goriintir hale getirmek igin jel igerisine 2 pl EtBr (5

mg/ml) eklendi.

5 x TBE Tamponu: 54 g Tris-HCI (Sigma) , 27,5 g Borik asit (Sigma) ve 20 ml 0,5M EDTA,
pH 8.0’min 1 1 distile su igerisinde ¢oziilmesiyle hazirland: ve otoklavlanarak sterilize edildi.
STET: % 8 sukroz (Sigma), 50 mM EDTA, pH 8.0 ve 10 mM Tris-HCI, pH 8.0 igeren

¢ozeltinin hacmi distile su ile 99,5 ml’e tamamlandi. Otoklavlanarak sterilize edildikten sonra

% 0,5 Triton X-100 (Sigma) eklenerek son hacmin 100 ml olmasi saglandi.

Amonyum Asetat: 4 M’lik stok ¢ozelti 77,08 g amonyum asetatin (Fluka) 250 ml distile su

icerisinde ¢oziildiikten sonra otoklavlanarak steril edilmesiyle hazirlandi.

Tris.HCI: 1 M’lik ¢ozelti i¢in; 121.14 g Tris.baz (Sigma) 800 ml damitik su igerisinde
¢oziildii. pH’s1 derisik HCI ile istenilen degere ayarlandi ve ¢ozeltinin hacmi damitik su ile

1I’ye tamamlanda.
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1x TE: 10 mM Tris.HCI ve 1 mM EDTA, pH 8.0’1n istenilen hacimdeki distile su igerisine

eklenmesiyle hazirlandi.

EDTA: 0.5 M EDTA ¢ozeltisi; 93.5 g EDTA (Carlo-Erba Reagenti)’nin son hacim 500 ml
olacak sekilde dH,O igerisinde ¢oziilmesi ve 10 N’lik NaOH ile pH’nin 8.0’ ayarlanmas: ile

hazirlandi.

3.1.3.3 Protein Cahsmalarinda Kullamlan Tampon ve Cézeltiler

Ekstraksiyon Tamponu: 0,05 M sukroz ve 0,01 M Tris-HCI, pH 8.0 igerir.

Benzamidin: 100 mM’lik stok ¢6zelti; 0.01566 g benzamidinin (Sigma) 1 ml dH,O iginde
¢Oziilmesi ile hazirland1 ve stok ¢ozelti +4°C’de saklandi.

Ditiyotreitol: 1 M’lik ¢ozelti 15,45 g DTT nin 100 ml su igerisinde ¢6ziilmesiyle hazirlandi
ve —20°C’de muhafaza edildi.

PMSF: 0.87 g PMSF’in (Fluka) 50 ml izopropanol ile ¢oziilmesiyle 100 mM’lik stok ¢dzelti
hazirlandi ve ¢ozelti 1 mI’lik alikotlara ayrilip —20° C’de muhafaza edildi.

BSA: 10 mg/ml’lik BSA ¢ozeltileri Promega’dan hazir olarak satin alindi ve —20°C’de
muhafaza edildi.

% 30 Akrilamid Karisimi: 29,17 g akrilamid (J.T.Baker) ve 0,83 g bisakrilamidin (Sigma)
yaklasik 80 ml distile suda ¢oziiliip, son hacim 100 ml’e tamamlandiktan sonra giin boyu
kanigtinlmasiyla hazirland: ve steril filtreden gegirilerek sterilize edildi.

Amonyum Persiilfat: % 10’luk (w/v) amonyum persiilfat (Sigma) 0.1 g APS’nin Iml dH,0

i¢inde ¢dziilmesiyle hazirlandi ve taze olarak kullamldi.

1 x Protein Ornek Tamponu: % 30 (w/v) sukroz (Sigma), % 5 (w/v) SDS, % 0.1
Bromofenol mavisi (Roth) nin distile su i¢erisinde ¢6ziilmesiyle hazirlandi.

1 x Protein Ornek Tamponu (Dogal jel elektroforezi i¢in): 0,0625 M Tris.Cl (Sigma), pH
6.8, % 10 (v/v) gliserol (Sigma), % 5 (v/v) 2-merkaptoetanol (Sigma), % 0,02 bromofenol
mavisi (Roth) igerir.

5 x Protein Elektroforez Tamponu: 15.1 g Tris.HCI (Sigma), 72 g Glisin (Merck), 5 g SDS
(Sigma) 1 1 distile su igerisinde ¢6ziilmesiyle hazirlandi. Elektroforez oncesi, 5 kez

sulandirilarak pH’1 8.3”e ayarlandi.
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5 x Protein Elektroforez Tamponu (Dogal jel elektroforezi igin): 15.1 g Tris.HCI (Sigma),
72 g Glisin (Merck)’in 1 1 distile su igerisinde ¢oziilmesiyle hazirlandi. Elektroforez éncesi, 5

kez sulandirilarak pH’1 8.3’ ayarlandi.

Coomassie Blue Protein Jeli Boyama Soliisyonu: % 0.25 (w/v) Coomassie Blue R250
(Roth), % 50 (v/v) metanol (Merck) ve % 10 (v/v) asetik asitin (Riedel-de Haén) distile su

igerisinde ¢oziilmesiyle hazirlandi.

Poliakrilamid Jel Boya Cikarma Soliisyonu: % 10 (v/v) metanol ve % 5 (v/v) asetik asitin
distile su icerisinde ¢oziilmesiyle hazirlandi.
Dietilditiyo-Karbamik Asit: % 0.2’lik (w/v) dietilditiyo-karbamik asitin (Sigma) dH,0

icerisinde ¢oziilmesiyle hazirland1 ve bakir boyama galismasinda taze olarak kullanild.
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3.2 Metod

3.2.1 Chlamydomonas reinhardtii Yesil Alg Kiiltiirii

Chlamydomonas reinhardtii yesil algi kati (slant ve petri) ve swvi TAP ortamlarinda
yetistirilebilmektedir. Kati ortamlar besin igerigi bakimindan daha zengin olup, hiicrelerin

uzun siire saklanmasini saglamaktadir.

Steril kosullar altinda yetistirilen slant ortamindaki algler ayda bir, petri ortamindakiler 2
haftada bir, siv1 besiyerindekiler ise haftada bir yeni ortama aktarildi. Caligmalarimizda
kullamilan hiicreler, Sanyo Gallenkamp optik ¢alkalayicida, 23 °C sicaklik ve 10000 lux 151k
siddeti altinda, 16 saat aydinlik: 8 saat karanlik kosullari uygulanarak ve 100 rpm hizda

stirekli galkalanarak yetistirildi.

3.2.2 Chlamydomonas reinhardtii Suslarmm Farkh Bakir Konsantrasyonlarmda

Ureme Egrilerinin Cikarilmasi

Agir metallerin farkli konsantrasyonlarinin hiicrenin iremesi tizerindeki etkisini gozlemlemek
amaciyla 0, 50 ve 100 pM CuCl, (Riedel-de Haén) igeren sivi TAP ortamlarina, kati besi
ortaminda bulunan CC-1690, CC-400 ve pCB 740 suslarindan ekim yapilarak sivi kiiltir
baslatildi. Belirli zaman araliklarinda kiiltirden 500 pl 6rnek alindi. Hareket halindeki alg
hiicrelerinin sayilabilmesi i¢in 6rnek igerisine bir damla iyot igeren fiksasyon soliisyonu (0,25
g iyotun 100 ml etanolde ¢dziilmesiyle hazirlanan) eklenerek hiicreler fikse edildi. Hiicreler
Thoma lamu kullanilarak mikroskop altinda sayildi ve elde edilen sayimin zamana gore lireme
egrisi ¢izildi. Deneyler 3 kez tekrarlandi ve &lgtimlerin aritmetik ortalamalan ve standart
hatalari belirlendi. Microcal Origin programinda Tek Yonlii ANOVA analizi uygulanarak
(0,05 giiven araliginda) metal varhgindaki hiicre miktarlari, herhangi bir metalin

uygulanmadigi kontrol hiicre miktarlariyla karsilastirildi.

3.2.3 Chlamydomonas reinhardtii Suslarinda Agir Metal Toplama Kapasitesinin
Belirlenmesi
Chlamydomonas reinhardtii CC-1690 ve CC-400 suslarinda biriken bakir miktarini ve bakirin

hiicrelerdeki biyokonsantrasyon faktdriinii belirlemek amaciyla,

e Uremenin logaritmik fazinda bulunan hiicre kiiltiirlerine 0, 50, 100 uM CuCl, metali
24 saat boyunca uygulandi ve belirli zaman araliklaninda (0, 0.5, 1, 4, 8, 16, 24. saat)

20’ser ml érnek alindi
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e 4000 rpm’ de 10 dakika ¢oktiriildii ve tist stv1 (besiyeri) daha sonra AAS olgtimii

yapilmak iizere +4 °C’de muhafaza edildi.

o Hiicre cokeltileri agirliklari sabit bir diizeye erisinceye kadar (1 gece boyunca)

72°C’de kurutuldu ve ertesi giin kuru agirhig: belirlendi.

e Alev Atomik Absorpsiyon Spektrometresinde analiz edilecek olan drnegin sivi olmast
gerektigi icin hiicre ¢okeltileri yag yakma yontemiyle (Memon vd., 1979) AAS
dl¢iimiine hazir duruma getirildi. Bunun igin, pelletlere ilk dnce 2 ml HNO; (Carlo

Erba Reagenti) eklendi

e 80°C’de kahverengimsi bir duman ¢ikana dek (yaklasik 1 saat) 1sitic tabla lizerinde

kaynatild.

e Kahverengi duman cikisi tamamlandiginda 1 ml HC1O4 (Carlo Erba Reagenti) eklenip,
1sitict tablanin sicakhifn 250 °C’ye cikarildi ve beyaz duman gikist gergeklestikten
(yaklagik 15 dakika) sonra drnekler sogumaya birakildi.

o Sopuma gergeklestiginde ddH,O ile 6rnekler 10 kez sulandirildi.

e Bakir birikiminin tayininde kullanilacak olan bakir standartlar1 ddH,O ile 1 ppm, 2

ppm ve 4 ppm konsantrasyonlarinda hazirlandi.

e Standartlarin ve tiim 6rneklerin elemental analizleri Alev AAS ile hava ve asetilen

karistmi kullamilarak yapildi.

o Olgiimler yapildiktan sonra hiicre tarafindan biriktirilen CuCl, miktari ve CuCly’nin
hiicrelerdeki biyokonsantrasyon faktorleri sirasiyla (3.1) ve (3.2) esitliklerinin

yardimiyla belirlendi (Yan ve Pan, 2002).

Aletsel 8lgiim ~ Ornek hacmi
Biyoakiimiilasyon Miktari degeri (mg/l) X 0.021)

(mgCu /g kuru agirhk ) = 3.0
g kuru agirhk
Biyoakiimiilasyon miktari
Biyokonsantrasyon (mgCu/g kuru agirhik) 32)
faktorii (BCF) =

Ortamdaki Cu konsantrasyonu
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3.2.4 Chlamydomonas reinhardtii Suslarmda Agir Metal Varhginda HSP70 ve
Metallotiyonin Ekspresyonunun RNA Diizeyinde incelenmesi

Chlamydomonas reinhardtii suslarma agir metal stresi uygulandifinda, 1s1 soku proteini

(HSP70) ve metallotiyonin ekspresyonunun indiiklenip indiiklenmedigini RNA diizeyinde

incelemek amagland.

3.2.4.1 Radyoaktif isaretli Problarin Hazirlanmas

C. reinhardii hiicrelerinde agir metal stresine karst HSP70 ve metallotiyonin ekspresyonunu

RNA diizeyinde incelemek amaciyla, o->2P-dCTP isaretli problar kullanildi.

HSP70 probunu hazirlamak igin kalip olarak kullamlan C. reinhardtii pCB 413 susuna ait
HSP70B geni, Prof. Dr. Christoph F. Beck tarafindan pUC 18 vektorii (2686 bg) icerisinde
goénderilmistir. HSP70B fragmenti pUC 18 vektoriiniin £coRI - Sall kesim bglgesinde ve 200
b biiyiiklugiindedir (Sekil 3.1).

Eco01091 2074 BstAPL 179

Aatll 2817

Sall 415
EcoR1450

Sapt s

A Bspl Ut 1l 808

Eam1108] 16

Sekil 3.1 HSP70B DNA’sini tasiyan pUC18 vektorii (MBI Fermentas Uriin Katalogu)

Metallotiyonin probunun hazirlanmasinda kalip olarak Vicia faba MT-1b DNA’st kullanilda.
Vicia faba metallotiyonin proteinini kodlayan MT-1b cDNA’sin1 tagiyan pBSK rekombinant
plazmidi, Kaliforniya Universitesi'nde gorev yapmakta olan Rhonda Foley’den
isaretlemelerde prob olarak kullanilmak tizere temin edildi. MT-1b cDNA klonu yaklasik 3 kb
biiyiikligiinde ve ampisiline direngli pBSK vektorii iginde, multiklonlama bolgesindeki 701.
baz ciftinde bulunan EcoRI kesim bdlgesine yerlesik durumda ve 467 b¢ uzunlugundadir
(Sekil 3.2).



pBluescript Il SK (+/-)

2961 bp

Sekil 3.2 MT-1b DNA’sinin iginde bulundugu pBSK klonlama vektori

HSP70B ve MT-1b problar asagidaki yontemlerin belirtilen sirada uygulanmastyla

hazirland1.
Problarin Cogaltilmasi

Prob hazirlanmasinda kalip olarak kullanilacak olan HSP70B fragmentini ¢ogaltmak amaciyla
ampisiline direngli rekombinant pUC18 plazmidi ve MT-1b fragmentini ¢ogaltmak amaciyla

da pBSK rekombinant plazmidi Escherichia coli DH5o. kompetant hiicrelerinde klonlandi.

e Transformasyonu gergeklestirmek amaciyla oncelikle -80°C’de saklanmakta olan

kompetant hiicrelerin buz lizerinde g6ziinmeleri saglandi.
e 25 pl hiicreye 1 pl plazmid DNA’s1 ilave edilerek, 15 dakika buz tizerinde bekletildi.
o Ardindan hiicrelere 45 saniye 42°C’de 1s1 soku verildi, 15 dakika buzda bekletildi.
e Hiicreler ampisilin igeren segici katt LB ortamina ekildi. Gece boyunca 37°C’de
inkiibe edildi.
Plazmid DNA izolasyonu

Transformasyonla bakteri hiicresine aktarilan plazmid DNA’smn izolasyonunu saglamak
amaciyla, segici LB ortaminda olusan kolonilerden bir tanesi 100 pg/ml ampisilin igeren 30
ml sivi LB besiyerine ekildi. Gece boyu 37°C’de inkiibe edildi. Ertesi giin hiicrelerin 600 nm.
dalga boyundaki absorbsiyonlari 0,6°a ulastiginda plazmid DNA’s1 izole edildi.

HSP70B fragmentini tagtyan rekombinant pUC 18 plazmidinin izolasyonunda Clontech
NucleoBond Plasmid Midi Kit (Cat. No. K3002-X) kullanild1.
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MT-1b fragmentini tagiyan pBSK plazmidi ise Kaynama Metodu (Hot Boiling Method) ile

asagida belirtildigi gibi izole edildi (Holmes ve Quigley, 1981).

Tek bir koloniden elde edilen 1,5 ml kiiltiir, 11500 rpm’de 3 dakika ¢oktiiriild.

LB ortammmn 50 ul’si tiipte birakilacak sekilde tist sivi dokildd ve pellet

vortekslenerek siispanse edildi.

Siispansiyona 350 pl STET ve 20 pl lizozim eklendi (Stok lizozim, 20 mg/ml
olacak sekilde 250 mM Tris-HCl, pH 7.4 iginde hazirlandi) ve yavasca

vortekslendikten sonra 5 dakika buz tizerinde bekletildi.

Ardindan hiicreler 1 dakika boyunca kaynar suda tutulduktan sonra 5 dakika buzda
sogutulup 30 dakika 11500 rpm’de ¢oktiirtildi.

Pellet bir kiirdan yardimiyla alind1 ve siipernatanta 200 ul 4M amonyum asctat ile

tiipii dolduracak kadar soguk izopropanol eklenip hafifge karigtirildi.

-80°C"de yarim saat bekletildikten sonra 30 dakika 11500 rpm’de santrifuj edilerek
plazmid DNA’s1 ¢oktiirtildii.

Ust stvi atildiktan sonra 500 pl % 70 etanol eklenip, 5 dakika 11500 rpm’de
¢oktiirtildii.

Siipernatant atildi ve pellet kurutulduktan sonra 50 pl TE’de goziilerek -20°C’ye
kaldirildi.

izole edilen plazmid DNA’s1 %1°lik agaroz jelde kontrol edildi.

Plazmid Kesimi

Plazmid

izolasyonundan sonra, pUCI8 plazmidinden HSP70B fragmentini gikarmak

amaciyla plazmid DNA’st ilk dnce 60 iinite EcoRI enzimiyle 37°C’de 4 saat inkiibe edilerek

kesildi. Ardindan kesim tiriinii etanolle ¢oktiiriildi ve 70 iinite Sa/l enzimiyle 37°C’de 4 saat

inkiibe edilerek kesildi. Kesim reaksiyonlar1 Cizelge 3.1°de belirtildigi gibi kuruldu. Kesim

firiinii % 1°lik agaroz jelde kontrol edildi ve HSP70B fragmenti gozlemlendi.

pBSK plazmidinden MT-1b fragmentini ¢ikarmak amaciyla da plazmid DNA’smnin 40 pl’si

40 iinite EcoR1 enzimiyle, 5 ul O" tamponu varhginda 37°C’de gece boyu kesildi. Ertesi giin

5 pul RNaz ile 37°C°de yarim saat inkiibe edildi ve kesim % 1°lik agaroz jelde kontrol edildi.
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Cizelge 3.1 pCB413 HSP70B fragmentini tastyan pUC18 plazmidinin restriksiyon
enzimleriyle kesim reaksiyonu

Enzim" Reaksiyon DNA miktari dH,O
tamponu (10x) (15 pg)

EcoRI (6 pl) 0" (20 uh™ 60 ul 114 pl

LSan (7 ul) 0" (20 pl) 70 pl 104 pl

HSP70B ve MT-1b Genlerinin Diisiik Erime Noktal Agaroz Jelden Geri Kazamlmas:

Kesilen plazmid DNA’larindan HSP70B ve MT-1b genlerini ayirip izole etmek icin kesim

iriinii % 1°lik diisiik erime noktal agaroz jele yiiklendi, elektroforez islemi 2,5 saat boyunca

60V akimda gergeklestirildi. Elektroforez sonucunda jel transilliiminatsrde 312 nm UV 151k

altinda gozlendi ve genin bulundugu kisim bisturi ile kesilerek ependorf tiiptine alindi.

HSP70B fragmenti kitte bulunan “Nucleospin Extraction Spin” kolonu aracilifiyla jelden geri

kazanildi.

MT-1b ¢cDNA’s1 ise asagida belirtilen yontemle jelden geri kazanild1.

Uzerine 200 pl TE eklendi ve 65°C’de 5 dakika bekletildi.

Uzerine 200 pl fenol eklenerek, 2 dakika kanstinldi, 65°C°de 5 dakika 1sitildiktan
sonra tekrar 2 dakika vorteksle kangtirildi.

25°C’de 13000 rpm’de, 5 dakika santrifuj edildi.

Ust stvi ayn bir tiipe aktarildiktan sonra ilk tiipteki pellete 100 pl TE eklendi,
vorteksle karigtirildi.

65°C’de 3 dakika isitilip tekrar vorteksle karistirildi.

25°C’de 13000 rpm’de, 5 dakika santrifuj edildi ve iist sivi diger tipteki sivinn

iizerine eklendi.

Pelletin 100 pl TE ile yikanmasi iglemi yukanda belirtildigi gibi 2 kez daha
tekrarlandi

* Enzimlerin 1pl’si 10 iinitedir.
** O tamponu, 50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM MgCl,, 100 mM NaCl, 0,1 mg/ml BSA igermektedir.
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e Ust siv1 iki tiipe boliiniip, {izerlerine 400 pl kloroform: isoamil alkol (24:1) eklenerek
2 dakika vorteksle karigtirildi.
e 25°C’de 13000 rpm’de, 5 dakika santrifuj edildi.

o Ust siv1 yeni tiipe aktarilip tizerine 1/10 hacim 3M NaAc, pH 5.2 ve 1/25 hacim soguk
etanol eklendi.
e -80°C’de yarim saat bekletildikten sonra 13000 rpm’de yarim saat santrifuj yapildi ve

MT-1b DNA’s1 ¢oktiiriildii.

e Pellet iizerine 500 ul % 70 etanol eklendi, 13000 rpm’de 5 dakika santrifuj edilerek
pelletler yikandi ve kurutulduktan sonra 5 pl TE’de ¢oziildi ve daha sonraki

asamalarda kullamlmak iizere —20 °C’de saklandi.

e DNA’mn konsantrasyonu 0,2156 pg/ml olarak belirlendi.

Probun Radyoaktif isaretlenmesi ve Saflastirilmasi (Feinberg ve Vogelstein, 1983)

Ekspresyonun incelenmesinde kullamlacak olan probu elde etmek amaciyla, plazmidlerden
ayrilan HSP70B ve MT-1b fragmentleri in vitro DNA sentezinde kalip olarak kullamldi ve
“Random primed” isaretleme yontemi ile tamamlayict DNA zinciri sentezlenirken yapiya

rastgele bigimde 0->*P-dCTP’lerin girmesiyle problar isaretlendi. Bu amagla,

e 5ul5xLS, 2.5 pl BSA (2 mg/ml stoktan), 5 pl a-**P-dCTP (25uCi), 1 pl Random
primer (Promega) ve 1 pl Klenow enzimi (Promega) bu sirayla bir tiip igerisine

konularak bir kokteyl hazirlandi.
o Kalip DNA'nin 1 pl’si alinarak steril distile su ile hacim 10.5 pl’ye tamamland.

o Hazirlanan DNA kanigimi 100°C’de 3 dakika denatiire edildikten sonra buz tizerinde 0

°C’ye sogutuldu.

e Ugzerine daha énceden hazirlanan kokteyl eklendi ve gece boyu oda sicakliginda

inkiibasyon gergeklestirildi.

e Ertesi giin 2.5 pl 0.5 M EDTA, pH 8.0 eklenerek primerin radyoizotopla isaretlenmesi

reaksiyonu durduruldu.
e 25 ul olan 6rnek hacmi STE tamponu ile 60 ul’ye tamamlandi.

o Hazirlanan probun saflastirimasi amaciyla sefadeks G-50 kolon kullanildi.
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e Kolonu hazirlamak icin, 5 g Sefadeks G-50 (Sigma), 50 ml 1 x TE tamponunda

¢ozildi.

e Temiz bir 6rnek tiipiine (15 ml’lik) yerlestirilmis 2 ml’lik sinnganin agzina daha

onceden otoklavlanarak sterilize edilmis cam pamugu (Supelco) kapatildi.

o Uzerine hava kabarcig1 kalmayacak sekilde Sefadeks G-50 karisimi eklendi ve 1500

rpm’de 1 dakika ¢oktiiriilerek TE tamponunun ¢ikarilmas: saglandi.

o Kolon materyali seviyesi 2 ml’ye ulagincaya kadar kolon materyali eklemeye devam

edildi. Hazirlanan kolon 2 kez 100 pl STE tamponuyla yikandi.

e Hazirlanan prob sefadeks G-50 kolona konup, 5000 rpm’de 1 dakika santrifujlenerek
saflastinildi. Saflagtirilan prob -20°C’de muhafaza edildi.

3.2.42 RNA Deneylerinde Kullamlacak Malzemelerin Hazirlanmasi
RNA ile yapilacak ¢aligmalarda kullamlacak cam ve plastik malzemeler % 0,1°lik (v/v) DEPC
cozeltisi ile doldurulup, 2 saat 37°C°de bekletildi ve steril distile su ile durulandiktan sonra 15

dakika 121°C’de 1,5 atm basingta otoklavlanarak kullamima hazir hale getirildi.

Elektroforez isleminde kullanilacak tank, kaset ve taraklar ise deterjanli su ile iyice yikanip
distile su ile durulandi ve etanolle muamele edildi. Ardindan tank igerisine % 3’lik (v/v)
H,0, (J.T. Baker) ¢ozeltisi doldurulup, 10 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra %
0.1°lik DEPC’li su ile durulandi (Sambrook vd., 1989).

3.2.4.3 Chlamydomonas reinhardtii Hiicrelerinden RNA izolasyonu (von Gromoff vd.,
1989)

HSP 70 ekspresyonunu incelemek amaciyla tiremenin logaritmik fazinda bulunan pCB 740 ve

pCB 873 suslarina 0 , 5, 50, 100 pM CuCl,, 0 , 5, 20, 100 uM CdCl, ve 0, 0.5, 1, 2, 5 uM

Pb(NO;), metalleri 3 saat boyunca uygulandi. Daha sonra hiicrelere, 40°C sicaklikta yarim

saat bekletilerek, 1s1 soku stresi verildi.

MT ekspresyonunu incelemek amaciyla da tiremenin logaritmik fazindaki CC-1690 ve CC-
400 hiicrelerine 50 uM ve 100 puM CuCl, uygulandi ve belirli zaman araliklarinda (0, 4, 8, 16,

24. saatlerde) kiiltiirden &rnek alind.
RNA izolasyonu agagida agiklandig1 gibi yapildi.

o Stres uygulanan hiicrelerin 15 ml’si 4000 rpm’de, +4°C sicaklikta, 10 dakika
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¢oktiirildi.

Ust sivi atildiktan sonra, elde edilen hiicre pelleti 300 pl yikama tamponunda
(Wash Buffer) ¢oziilerek mikrosantrifuj tiipiine aktarildi ve tizerine 300 pl 2 x
ekstraksiyon tamponu, 30 pl % 20 (w/v) N-Lauril sarkosin ve 15 pl Proteinaz K
(10 pg/ul ) eklenerek pipetle kipiirtiilmeksizin karigtirild.

Ornekler calkalayicida 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

300 pl fenol (Sigma) eklendi ve 15 dakika ¢alkaland:

300 pl 24:1 kloroform:izoamil alkol eklendi ve 15 dakika ¢alkalandi.
13000 rpm’de, + 4°C sicaklikta, 5 dakika ¢oktiirtildii.

Ust faz dikkatli bir bigimde alinarak yeni bir tiipe aktarildi. Uzerine 300 ul fenol
eklenip, 30 saniye vorteks yapildi. 300 pl 24:1 kloroform:izoamil alkol eklenip 30

saniye daha vortekle karigtirildi.
13000 rpm’de, + 4°C sicaklikta, 5 dakika ¢oktiirtilda.

Ust faz ayn bir tiipe aliip tizerine 600 pl 24:1 kloroform:izoamil alkol eklendi, 30
saniye vorteks yapildiktan sonra 13000 rpm’de, + 4°C sicaklikta, 5 dakika
¢oktirildi.

Ust faz yeni bir tiipe aktarild1 ve tizerine 60 ul 3 M NaAc, pH 5.2 eklenerek bir

bulaniklik olusuncaya kadar yavaseca ¢alkalandi.

Uzerine 1.5 ml soguk % 100°lik etanol eklendi ve birkag kez yavasca

karistirildiktan sonra bir gece boyunca —20°C” de bekletildi.
13000 rpm’de, +4 °C sicaklikta, 20 dakika ¢oktiirtildii.

Ust stv1 atildiktan sonra 200 pl DEPC ile muamele edilmig su ile hazirlanmig %
70’lik etanol (v/v) eklenerek yavasca birkag kez kangtirilarak pelletin yikanmasi

saglandi.
13000 rpm’de, +4 °C sicaklikta, 5 dakika ¢oktiirtildii.
Ust faz atildiktan sonra pellet 20 dakika oda sicakliginda kurutuldu.

Pelletler 10 pl DEPC ile muamele edilmis su i¢inde g¢oziilerek, -80 °C” de saklandi.
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3.2.44 RNA Miktari ve Safligimin Belirlenmesi

C. reinhardtii suslarindan izole edilen RNA’larin miktar ve safliklari spektral yontem
kullanilarak belirlendi. 1 ul RNA &6rnegi 999 pl steril DEPC ile muamele edilmis su
icerisine eklendi ve kuartz kiivete konup, pipetle iyice kargtirildiktan sonra
spektrofotometrede (Bio-Rad Smart Spec™ 3000) 260 nm’de yaptigi absorbsiyon &l¢iildii.
Asagidaki formiile gore RNA konsantrasyonu belirlendi. Olgiimde kér (blank) olarak 1ml
DEPC ile muamele edilmis su kullanildi. RNA &rneklerinin safligi ise 260 nm’deki
absorbsiyon degerinin 280 nm’deki absorbans degerine oranlanmasiyla belirlendi (Sambrook

vd., 1999).

RNA konsantrasyonu (pg/ml) = 260 nm’deki OD x sulandirim orani x katsay1 (40)" (3.4

3.2.4.5 Denatiire Edici Agaroz Jel Elektroforezi (von Gromoff vd., 1989)

Elde edilen RNA’larin elektroforetik analizini yapmak amaciyla % 0.8 (w/v) agaroz ve % 2

(v/v) konsantrasyonunda formaldehit igeren denatiire edici agaroz jel kullanildi.

150 ml agaroz jel, 1.2 g agaroz ve 7.5 ml 20 x RNA jel tamponunun 114 ml sterilize edilmis
DEPC’li su igerisinde kaynatilmasimin ardindan kuvvetli bir bicimde calkalanip, 27.7 ml %
37°lik (v/v) formaldehitin damla damla cklenmesiyle hazirlandi. Hazirlanan jel yatay
elektroforez kasetine dokiildii, uygun boyutta taraklar yerlestirildi ve yaklasik 45 dakika
polimerize olmasi beklendi. Jel polimerize olduktan sonra kaset RNA elektroforez
tamponuyla doldurulmus tank i¢ine uygun dogrultuda yerlestirildi ve jele RNA o6rnekleri

yiiklenmeden 6nce 50 Vta 30 dakika 6n kosum yaptirildi.

Belli miktarda (pg cinsinden) RNA ornegi alinip son hacmi 7.5 pl olacak sekilde DEPC’li su
ile diliie edildi. Diliie edilen RNA 6rnegi, 12.5 ul RNA denatiire edici kokteyl ile 55 °C*de 15
dakika inkiibe edilerek denatiire edildi ve buz iizerinde 5 dakika sogutuldu. Denatiirasyon
sonrasinda drneklere 2 pul RNA ornek tamponu eklendi ve santrifujde biraz ¢evrildikten sonra
daha 6nceden 6n kosum yapilmig olan jele yiiklendi. Elektroforez islemi 1.5 saat 80 V akimda

gergeklestirildi.

3.2.4.6 Northern Blotting

Agir metal stresi varliginda C. reinhardtii suglarnda HSP70 ve MT ekspresyonunu

belirlemek i¢in “Northern Blotting” ydntemi ile incelemeler yapildi.

* Tek zincirli RNA molekiilii igin 260 nm’deki 1 OD 40 pg/ml’dir.
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RNA’larin Jelden Membrana Aktarilmasi (von Gromoff vd., 1989)

Denatiire edici jel elektroforezi ile ayrilan RNA ornekleri jelden membrana (Bio-Rad Zeta-

Probe GT Genomic Tested Blotting Membrane, Cat # 162-0196) transfer etmek amaciyla,

Elektroforez tamamlandiktan sonra jelle aym boyutta bir adet membran ve dort adet
3MM filtre kagidi (Whatman) kesilerek 10 x SSPE tamponu igerisinde 15 dakika

islatildi.

Bir siinger kalibi genig bir plastik kaba yerlestirildi ve 700 ml 10 x SSPE

tamponuyla hava kabarcig1 kalmaksizin doyuruldu.

Daha onceden tamponla doyurulmus olan 2 kat 3MM filtre kagid1 bir penset

aracilifiyla hava kabarcigi kalmayacak sekilde siinger tizerine yerlestirildi.

Filtre kagitlari {izerine jel, iizerine membran ve tekrar iki kat 3MM filtre kagidi

birbirleriyle ve siingerle aralarinda hava kabarcig kalmayacak sekilde yerlestirildi.

Siinger fizerinde agikta kalan kisimlar parafilmle kapatildi ve filtre kagitlarinin

tizerine yaklagik 15¢m. yiikseklik olusturacak sekilde kagit havlular konuldu.

Uzerine cam plaka yerlestirilip iki kat saran wrap ile paketlendi ve paketin merkez
kismina dengeyi bozmayacak sekilde hafif bir agirlik (~500 g) yerlestirilerek bir

gece boyunca transferin gergeklestirilmesi saglandi.

Ertesi giin membran gikartildi ve kurumasina izin verilmeksizin jel ile temas eden
yiizeyi UV 1sina maruz birakildi (Bio-Rad GS Gene Linker) ve RNA’larin

membran iizerine sabitlenmesi saglandi.

RNA 6rneklerinin membrana transferinin gergeklestiginden emin olmak igin
membran 50 mM NaAc (pH 5.0) igeren % 0.04’likk (v/v) metilen mavisinde (Fluka)
2 — 3 dakika boyandi, ardindan distile su ile yikand1. Jelden membrana transfer olan

RNA bantlari mavi renkte gdzlemlendi.

Membran kurumamasi i¢in saran wrap ile hava kabarcigi kalmaksizin sarildi ve

hibridizasyon yapilana dek + 4 °C’de saklandu.

On Hibridizasyon (von Gromoff vd., 1989)

Membrana transfer edilen RNA’larin probla melezlenmesi sirasinda probun 6zgiin olmayan

bolgelere baglanarak yamiltici sonuglar vermesini engellemek amaciyla on hibridizasyon

iglemi yapildi.
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Bu amagla, 1siya dayamkli hibridizasyon tiipiine yerlestirilen membranin tizerine 10 ml

hibridizasyon tamponu eklendi ve 55°C’de 1 saat inkiibe edilerek, &n hibridizasyon yapildi.
Hibridizasyon (von Gromoff vd., 1989)

Prob olarak kullanilan DNA parcasinin RNA dizileri tizerinde tamamlayicist oldugu bdlgelere

baglanmasim saglamak amaciyla hibridizasyon yapildi.

e On hibridizasyon bitimine kisa bir stire kala radyoaktif isaretli prob 100°C’de 1 dakika

denatiire edilip, renatiire olmamast i¢in buz iizerinde sogutuldu.

o Denatiire edilen prob hibridizasyon tamponuna cklendi ve bir gece boyunca 55°C’de
inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonrasi membran 50 ml hibridizasyon sonrasi yikama tamponu ile 1

dakika yikandi ve Geiger sayac1 ile membrandaki radyoaktivite Sletildii.

e Membrandaki radyoaktivite diizeyi 80-100 cpm civarinda oldugu zaman yikama

islemi sonlandirldi.

3.2.4.7 Otoradyografi (von Gromoff vd., 1989)

Hibridizasyon ve yikama islemleri tamamlandiktan sonra radyoaktif isaretli &rneklerin
belirlenmesi igin otoradyografi yapildi. Membran stre¢ film ile sanildi. Kaset icine uygun
bigimde yerlestirilip, karanlik odada membran {izerine X-ray Omat film (Kodak) yatirildi. -
80°C’de birkag gece bekletildikten sonra film 3.5 dakika gelistirici ve 15 dakika sabitleyici
gozeltiler igerisinde banyo edildi ve son olarak yapiskanligt gidene dek gesme suyunda

yikandi.

3.2.5 Chlamydomonas reinhardtii Suslarmda Agir Metal Varhginda Metallotiyonin
Ekspresyonunun Protein Diizeyinde incelenmesi

Agir metal stresinin  farkli  Chlamydomonas reinhardtii  suslarinda metallotiyonin

ekspresyonunu  indiikleyip indiiklemedigini protein diizeyinde incelemek amaglandi.

Metallotiyonin indiiksiyonunun belirlenmesinde dogal jel elektroforezi ve bakir boyama

yontemleri kullamldi.

3.2.5.1 Chlamydomonas reinhardtii Yesil Alg Kiiltiiriinden Protein Ekstraksiyonu

Chlamydomonas reinhardtii yesil alginde metallotiyonin ekspresyonunu protein diizeyinde

incelemek amactyla ncelikle hiicreden protein izolasyonu yapildi. Protein ekstraksiyonu igin
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uygun yontemi belirlemek amaciyla, esit miktarda hiicre kullanilarak degisik metodlar

uygulandt.

flk denenen yontemde Memon vd. nin (1993a) gelistirdikleri yontemde degisiklikler yapilarak
protein izolasyonu gergeklestirildi. 40 ml (3.106 hiicre/ml) alg kiiltiirii 4000 rpm’de +4 °C’de
10 dakika ¢oktiiriilditkten sonra {ist faz atildi ve ¢oktiiriilen hiicrelere sivi azot eklenmesinin
ardindan buz iizerinde ¢oziinmesi saglandi. Bu islem 3-4 kez tekrarlandi. Hiicreler 1 mM
benzamidin, 1 mM 1,10-fenantrolin, 0,5 mM PMSF igeren 0,05 M Tris-HCl, pH 7.8
tamponunda stispanse edildi. Siispansiyon 2000 rpm’de 15 dakika ¢oktiriildi. Ust faz alup
13000 rpm’de 15 dakika ¢oktiiriildii ve pellet 200 pl 0,05 M Tris-HCI, pH 7.8 tamponunda

stispanse edildi.

ikinci denenen yontemde, Memon vd.’nin (1993b) gelistirdikleri yontemde degisiklikler
yapilarak protein izolasyonu gergeklestirildi. Aym miktarda ¢oktiiriilmiis hiicre 1 ml soguk
pargalama tamponunda (1 ul 1 M DTT, 12 pul 100 mM benzamidin, 6,8 ul 100 mM PMSF
igeren 0,05 M sukroz, 0,01 M Tris-HCI, pH 8.0) siispanse edildi. Stispansiyona sivi azot
eklenerek donduruldu ve buz tizerinde ¢oziinerek hiicrelerin pargalanmasi saglandi. Bu islem
3 kez tekrarlandi. Daha sonra siispansiyon 1,5 ml *lik érnek tiipiine aktarildi ve 2000 rpm’de
+4 °C’de 15 dakika ¢oktiiriildii. Siipernatant 13000 rpm’de +4 °C’de 15 dakika ¢oktirildi,

pellet 200 pl pargalama tamponunda siispanse edildi.

Ugiincii yontemde yine Memon vd., (1993b)’de degisiklik yapilarak protein izolasyonu
gerceklestirildi. Coktiiriilen hiicreler 1 ml sofuk ekstraksiyon tamponunda (12 pl benzamidin
(100mM stok), 6.8 ul PMSF (100 mM stok) ve 1 pl DTT (IM stok) proteinaz inhibitorlerini
igeren) siispanse edildi. Ancak diger yontemlerden farkli olarak, siispansiyon daha 6nceden
sogutulmus havan igine aktarildi ve {izerine sivi azot eklenerek ezme yoluyla hiicrelerin
pargalanmast saglandi. Hiicrelerin tamamen pargalanip pargalanmadiklarma mikroskopta
bakildi ve pargalama tamamlanana dek sivi azotla ezme islemine devam edildi. Pargalanan
hiicreler temiz bir tiipe aktarilarak, 2000 rpm’de 15 dakika ¢oktiirtildd. Ust s1v1 bagka bir tiipe
aktarildi ve 13000 rpm’de 15 dakika ¢oktiiriildii. Stipernatant ayr1 bir tiipe aktarilip dogrudan -
20°C’ye kaldinlirken, pellet proteinaz inhibitdrleri igeren 200 pl ekstraksiyon tamponunda
¢oziildi ve -20°C’ye kaldinldL.

Tiim yontemlerle izole edilen protein ornekleri % 12’lik SDS-PAGE’de ayristirtldi. Sivi
azotla ezme yontemi kullanildiginda, esit miktarda hiicreden diger yontemlere kiyasla daha

fazla protein elde edildigi icin, ¢aligmamizda siv1 azotla ezme yontemi kullamildi.
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3.2.5.2 Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Calismanzda protein konsantrasyonunu belirlemek amaciyla Bicinchoninic Asit (BCA)

yontemi kullanilmugtir.

BCA microassay prosediiriine gdre, 50 Bicinchoninic asit soliisyonu (Sigma): 1 CuS0O4.5H,0
olacak sekilde standart ¢alisma soliisyonu hazirlandi. 2 mg/ml konsantrasyondaki stok BSA
soliisyonu sulandirilarak 50, 100, 150, 200, 250, 350 pg/ul konsantrasyonlarinda protein
standartlari hazirlandi. 10%ar pl 50-350 pg/ul protein igeren BSA standartlari, miktar
belirlenecek drnek protein ekstresi ve protein igermeyen kor (blank) 6rnek (standart ¢alisma
soliisyonu) mikrotitrasyon kabi kuyularna eklendi. Her bir kuyuya 200 pl standart ¢aligma
soliisyonu ilave edildi. Ornekler mikrotitrasyon kabi calkalayicisinda 30 saniye karistirildi ve
mikrotitrasyon kabi stre¢ filmle kaplanarak ornekler 37 °C’de yanm saat inkiibasyona
birakildi. Kor ornek spektrofotometrenin sifirlanmast igin kullanilarak, mikrotitrasyon kab1
okuyucusunda 595 nm’deki absorbans 6lgiildii. Bu dalga boyundaki net absorbans ordinata (y
eksenine), degisik konsantrasyonlarda hazirlanan standart  protein soliisyonlarinin
konsantrasyon degerleri ise absise (x eksenine) yerlestirildi ve Microcal Origin programi
kullanilarak dogrusal bir grafik (kalibrasyon egrisi) elde edildi. Egrinin denklemi ve bu
denklemin dogrulugu (R?) grafik iizerinde belirtildi ve konsantrasyonu bilinmeyen drnegin

absorbanst denkleme yerlestirilerek konsantrasyon bulundu.

3.2.5.3 Protein Elektroforezi

Calismamizda protein Srneklerinin analiz edilmesinde Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid
Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ve Denatiire Edici Olmayan (Dogal) Poliakrilamid Jel

Elektroforezi yontemleri kullamlmustir.
SDS-PAGE (Denatiire Jel Elektroforezi)

Chlamydomonas reinhardtii alginden protein ekstraksiyonu yontemini optimize etmek
amactyla oziitlenen proteinler SDS-PAGE yontemiyle bantlarina ayrigtirilmiglardir. SDS-

PAGE’de Laemmli (1970) tarafindan onerilen yontem kullanildi.
SDS-Poliakrilamid Jelin Hazirlanmasi

30 ml % 12°lik ayirma jeli (alt) igin, 9.9 ml dH,O igine 12 ml % 30’luk akrilamid karigimi,
7.5 ml 1.5 M Tris (pH 8.8), 300 ul % 10’luk (w/v) SDS, % 10’luk (w/v) APS ve 12 pul
TEMED eklenip yavas¢a karistnldi ve jel sistemine dokiildi. Jelin tizerine 150 pl biitanol
eklenerek hava kabarciklanmin yok edilmesi saglandi. Yaklagik 45 — 50 dakika

polimerizasyonun gergeklesmesi beklendi. Polimerizasyon gerceklestikten sonra biitanol
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dokiilerek, jel dH,O ile yikandi. Bu arada yiikleme jeli (iist) hazirlandi. 10 ml % 5°1ik st jel
igin, 6.8 ml dH,0 igine 1.7 ml % 30’luk akrilamid karigimi, 1.25 ml 1M Tris (pH 6.8), 100 pul
% 10°luk (w/v) SDS, 100 ul % 10°luk (w/v) APS ve 10 pl TEMED eklendi. Yavasca
kanstirilarak alt jelin tizerine dokiildii ve kuyular: olusturmak igin istenilen kalinliktaki tarak

sisteme yerlestirildi (Sambrook, 1989).
Denatiire Edici Olmayan (Dogal) PAGE

Chlamydomonas reinhardtii kiiltiirleri 50 ve 100 pM CuCl, ile indiiklendikten sonra
metallotiyonin ekspresyonunu protein diizeyinde incelemek amaciyla, aradigimiz proteinin
metalotiyonun  antikoru ile  Western  Blotting yontemi  kullamlarak  belirlenmesi
gerekmekteydi. Ancak elimizde belirtilen antikor bulunmadig1 igin proteinin belirlemek igin
elektroforez denatiire edici olmayan, dogal kosullar altinda denatiire olmayan % 12°1ik

poliakrilamid jel kullanilarak yapildi.

Denatiire edici olmayan PAGE proteinlerin dogal formlarinda ve stabil kaldiklar1 bir pH’daki
tampon (pH 8.3) iginde yiiriitilmeleriyle gergeklestirildi.

Denatiire Edici Olmayan (Dogal) Poliakrilamid Jelin Hazirlanmasi

Dogal jelin igeriginde denatiire edici ajanlar bulunmamaktadir. 30 ml % 12’lik ayirma jeli
(alt) igin, 9.9 ml dH>O i¢ine 12 ml % 30°luk akrilamid karigimi, 7.5 ml 1.5 M Tris (pH 8.8),
% 10’luk (w/v) APS ve 12 ul TEMED eklenip yavasca karistirilir ve jel sistemine dokiildi.
Jelin tizerine 150 pl biitanol eklenerek hava kabarciklarmin yok edilmesi saglandi. Yaklasik
45 — 50 dakika polimerizasyonun gergeklesmesi beklendi. Polimerizasyon gergeklestikten
sonra biitanol ddkiilerek, jel dH,O ile yikandi. Bu arada st jel hazirlandi. 10 ml % 5°lik
yiikleme jeli (iist) jel igin, 6.8 ml dH20 igine 1.7 ml % 30’luk akrilamid karigimi, 1.25 ml 1M
Tris (pH 6.8), 100 pl % 10°luk (w/v) APS ve 10 ul TEMED eklendi. Yavasca karistirilarak alt
jelin tizerine dokiildii ve kuyulan olusturmak igin istenilen kalinliktaki tarak sisteme

yerlestirildi (Sambrook, 1989).

3.2.5.4 Protein Orneklerinin Jele Yiiklenmesi

SDS-Poliakrilamid jelde; iist jelin polimerizasyonu devam ederken jele yiiklenmek istenen
miktardaki protein drneklerine uygun hacimde 1 x Protein ornek tamponu ve 1 pl DTT (1 M)
eklendi. Ornekler yitkleme yapilmadan ¢nce 95 °C’de 5 dakika kaynatilarak denatiire
edildiler. Bu sirada polimerizasyonu tamamlanan jelden tarak ¢ikarildi ve jel tank igerisine
yerlestirilip, 1 x protein elektroforez tamponu ilave edildi. Kuyular bir siringa aracilhigryla

yikandilar ve yiiklemeye hazir hale getirildiler. Denatiire edilen 6rnekler kuyulara yiiklendi ve
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jelin boyutuna bagh olarak , kiigik jeller icin 70 V’ta, biiyik jeller iginse 150 V’ta

elektroforez edildiler.

Denatiire edici olmayan poliakrilamid jele yiiklenecek orneklerin hazirlanmasinda kullamlan
émek tamponunda denatiire edici ajanlar bulunmamaktadir ayrica protein rneklerinin tizerine

DTT eklenmez ve 95°C"de denatiirasyon yapilmaksizin dogrudan jele yiikleme yapildi.

3.2.5.5 Protein Jellerinin Boyanmasi

Protein bantlari SDS-PAGE ile aynistirildiktan sonra jeller % 50 (v/v) metanol, % 10 (v/v)
asetik asit ve % 0.25 (w/v) Coomassie Blue R250 igeren ¢ozelti igerisinde gece boyunca,
hafif¢e calkalanarak boyandi. Boyama ile jeldeki bantlar gdriiniir hale geldiler. Proteine
baglanmayan boya jelin % 10 (v/v) metanol ve % 5 (v/v) asetik asit igeren soliisyona aktarilip
jelin arka plam renksiz hale geginceye kadar birkag kez soliisyonla muamele edilmesiyle

uzaklastirildi (Sambrook, 1989).

3.2.5.6 Balkar Boyama

Metallotiyonin ekspresyonunun belirlenmesinde, metallotiyonin proteininin bakir baglama
ozelliginden hareket edildi. Proteinler dogal poliakrilamid jelde ayrigtirildiktan sonra jel %
0.2’lik (w/v) dietilditiyo-karbamik asit (Sigma) ¢ozeltisi igerisinde bir saat inkiibe edildi ve
metallotiyonine bagli bakirla etkilesimin oldugu bolgelerde kahverengi renk olugumu

gozlendi (Sayers vd., 1999).
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4. BULGULAR

4.1 Chlamydomonas reinhardtii Yesil Alg Kiiltiirii

Kati ortamda bulunan hiicrelerden bir 6ze dolusu alinarak sivi ortama ekim yapildi 3.2.1°de
belirtilen sekilde hiicreler yetistirildi. Sivi TAP besiyerinde yetistirilen bir haftabk C.
reinhardtii kiiltirleri Sekil 4.1°de belirtildigi gibidir.

Sekil 4.1 Kat1 ve s1vi TAP besiyerinde yetistirilmis bir haftalik Chlamydomonas reinhardtii
yesil alg kiiltiirleri
4.2 Chlamydomonas reinhardtii Suslarinin Farkh Bakir Konsantrasyonlarinda Ureme
Egrileri
Agir metallerin farkli konsantrasyonlarinin hiicrenin tiremesi tizerindeki etkisini gézlemlemek
amactyla CC-1690, CC-400 ve pCB 740 kiiltiirlerine 0, 50 ve 100 pM CuCl, uyguland: ve
3.2.2°de belirtilen sekilde suslarin bakir varliginda tireme egrileri elde edildi.

Tek yonlii ANOVA analizi sonucunda 0.05 giiven araliginda her bir konsantrasyondaki hiicre
yogunluklarinin, kontrol hiicrelerinden ve birbirlerinden anlamh diizeyde farkli olduklari ve
tim C. reinhardtii suslarinda CuCl, konsantrasyonu arttik¢a hiicre liremesinin azaldig:

goriildii (Sekil 4.2 Sekil 4.3 Sekil 4.4).
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Sekil 4.2 0,50, 100 uM CuCl, varhiginda yetistirilen CC-1690 hiicrelerine ait
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Sekil 4.3 0, 50, 100 uM CuCl, varlifinda yetistirilen CC-400 hiicrelerine ait tireme egrisi
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Sekil 4.4 0, 50, 100 uM CuCl, varliginda yetistirilen pCB 740 hiicrelerine ait iireme egrisi

43 Chlamydomonas reinhardtii Suslarinda Agir Metal Toplama Kapasitesinin
Belirlenmesi

C. reinhardtii CC-1690 ve CC-400 suslarinin agir metal toplama kapasitesi 3.2.3’te

belirtildigi gibi bakirin hiicredeki biyoakiimiilasyon miktari ve biyokonsantrasyon faktori

hesaplanarak belirlendi (Cizelge 4.1, Cizelge 4.2, Sekil 4.5, Sekil 4.6).

Her iki susta da konsantrasyon arttik¢a hiicre tarafindan biriktirilen bakir miktarinda artig

goriiliirken, biyokonsantrasyon faktériinde (BCF) azalma gozlendi.
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Cizelge 4.1 CC-1690 hiicreleri tarafindan biriktirilen CuCl, miktar1 ve CuCly’nin hiicrelerdeki
Biyokonsantrasyon Faktorii

CC-1690 Biyoakiimiilasyon miktar1 | Biyokonsantrasyon faktorii
(pgCu/mg kuru agirhk) (BCF)

Ctrl (30.dakika) 1.76 3.9

Ctrl (1.saat) 26.96 63.88

Ctrl (4.saat) 21.10 52.10

Ctrl (8.saat) 17.31 43.93

Ctrl (16.saat) 11.87 32.61

Ctrl (24.saat) 9.86 25.10

50uMCuCl, (30.dakika) 30.66 9.45

50uM CuCl, (1.saat) 19.50 5.05

50uM CuCl, (4.saat) 20.45 6.02

50uM CuCl, (8.saat) 17.15 4.35

50uM CuCl, (16.saat) 14.83 3.86

50uM CuCl, (24.saat) 13.58 329

100uM CuCl, (30.dakika) 11.41 158

100pM CuCl, (1.saat) 13.84 2.30

100pM CuCl, (4.saat) 18.35 2.67

100pM CuCl, (8.saat) 1743 2.26

100uM CuCl, (16.saat) 12.97 1.94

100uM CuCl, (24.saat) 12.58 1.41
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Sekil 4.5 CC-1690 hiicrelerinde CuCl, biyokonsantrasyon faktoriindeki degisim
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Cizelge 4.2 CC-400 hiicreleri tarafindan biriktirilen bakir miktari ve biyokonsantrasyon

Biyokonsantrasyon Faktorii (BCF)

faktorii
CC-400 Biyoakiimiilasyon miktar1 | Biyokonsantrasyon faktorii
(ng Cu/ mg kuru agirhk) (BCF)
Ctrl (30.dakika) 2.96 5.30
Ctrl (1.saat) 5.00 8.39
Ctrl (4.saat) 5.88 10.17
Ctrl (8.saat) 5.82 9.42
Ctrl (16.saat) 4.67 7.41
Ctrl (24 .saat) 4.26 7.10
50uMCuCl, (30.dakika) 4.84 0.84
50uM CuCl, (1.saat) 5.49 123
50uM CuCl, (4.saat) 137 131
50puM CuCl, (8.saat) 7.58 1.44
50pM CuCl, (16.saat) 4.82 1.06
50puM CuCl, (24.saat) 5.07 0.98
100puM CuCl, (30.dakika) 14.49 1.32
100uM CuCl, (1.saat) 15.79 133
100uM CuCl, (4.saat) 18.43 175
100pM CuCl, (8.saat) 20.84 1.89
100pM CuCl, (16.saat) 13.13 123
100uM CuCl, (24.saat) 11.30 0.97
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Sekil 4.6 CC-400 hiicrelerinde CuCl, biyokonsantrasyon faktoriindeki degisim



45

4.4 Chlamydomonas reinhardtii ~ Suslarinda  AZir Metal Varhginda HSP70

Ekspresyonunun RNA Diizeyinde Incelenmesi

HSP70B geninin metal varhiginda eksprese olup olmadiginin anlasiimasinda kullanilacak olan
probun sentezlenmesinde kalip olarak kullanilan HSP70B fragmenti, pUC18 plazmidinin
3.2.4.1"de belirtilen sekilde izole edilmesi ve kesilmesiyle elde edildi. Kesim sonucu jel
elektroforezi ile analiz edildi. HSP70B fragmentinin boyutunun 200 bg oldugu gosterildi
(Sekil 4.7).

100¢

500
«_ HSP70B

250 200 be

Sekil 4.7 pCB 413 susuna ait HSP70B fragmenti; 1) DNA standartlari (1 kb DNA ladder); 2)
pUC18 plazmidinin kesilmemis formu; 3) pUC18 plazmidinin EcoRI ve Sall enzimleri ile
kesim sonuglari (HSP70B fragmenti)

HSP70 ekspresyonunu RNA diizeyinde incelemek igin pCB 740 ve pCB 873 suslarina
sirastyla CdCl (0, 5, 20, 100 uM), CuCl (0, 5, 50, 100 uM) ve Pb(NO3), (0, 0.5, 1, 2, 5 uM)

metalleri ve 1s1 soku uygulandi.

CuCl, ve 1s1 soku uygulanan pCB 740 susundan elde edilen RNA’nin miktar1 ve saflifi
belirlendi (Cizelge 4.3). RNA 6rnekleri membrana transfer edildi (Sekil 4.8). CuCl ve 1s1
soku stresi ile indiiklenmis RNA orneklerine ait otoradyogramda, hem metal hem de 1s1 soku
stresi uygulanmis 6rneklerin HSP70B probu ile etkilestikleri yerlerde karartilar goriiliirken,
sadece metal uygulanmis Srneklerde ve herhangi bir metal stresinin verilmedigi kontrol

orneklerinde HSP70B geniyle etkilesimi belirten bir kararti goriilemedi (Sekil 4.9).

Buradan HSP70B geni ekspresyonunun yalnizca ist sokuyla indiiklendigi ve uyguladigimiz

bakir konsantrasyonlarinda metalle indiiklenmedigi sonucuna varildu.

CdCl, ve Pb(NO»), ile indiiklenmis RNA’lara ait otoradyogramlarda ise herhangi bir sonug

gozlenmedi.
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Cizelge 4.3 0, 5, 50, 100 uM CuCl, ve 1s1 sokuna maruz birakilan pCB 740 hiicrelerinden elde

edilen RNA miktarlar1
A %0 A 20/Axs0 Konsantrasyon Jele yiiklenen miktar (ul)

(ng/ul) (15ug)
Kontrol 0.318 1,99 12.7010 1.181
HS 0.355 2,02 14.2194 1.054
5uM CuCl, 0.390 1,99 15.5854 0.962
5uM CuCl, + HS 0.478 1,96 19.1019 0.785
50uMCuCl, 0413 2,01 16.5002 0.909
50uMCuCl, + HS 0.387 2,03 15.4947 0.968
100uM CuCl, 0.431 2,01 17.2487 0.870
100uMCuCl; + HS 0.385 2,03 15.3883 0.975

Sekil 4.8 0, 5, 50, 100 uM CuCl, ve 151 okuna maruz birakilan pCB 740 hiicrelerine ait RNA
rnekleri; 1) Herhangi bir stres uygulanmamus kontrol 6rnegi; 2) Yalnizca 1s1 soku verilmis
drnek; 3) 5 uM CuCly; 4) 5 uM CuCl, ve 151 soku ; 5) 50 uM CuCl,; 6) 50 uM CuCl, ve 151

soku ; 7) 100 uM CuCl,; 8) 100 uM CuCl, ve 151 soku

1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 4.9 HSP70B DNA’sinin, pCB 740 HSP70B mRNA’sin belirledigini gosteren
otoradyogram; 1) Herhangi bir stres uygulanmamus kontrol drnegi; 2) Yalnizca ist soku
verilmis 6rnek; 3) 5 uM CuCly; 4) 5 uM CuCl, ve 1s1 soku ; 5) 50 uM CuCl,; 6) 50 uM

CuCl, ve 151 soku ; 7) 100 uM CuCl, ; 8) 100 uM CuCl, ve 151 soku
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CuCl, ve 1s1 soku uygulanan pCB 873 susundan elde edilen RNA'mn miktar1 belirlendi
(Cizelge 4.4). RNA ornekleri probla hibridize edilmek iizere membrana transfer edildi (Sekil
4.10). Probla hibridizasyon sonucunda, pCB 740 susundan farkl olarak hem metal hem de 1s1
soku stresi uygulanan drneklerde, HSP70B probu ile herhangi bir etkilesim gozlenmedi yani
HSP70 ekspresyonunun 1st soku elementleri bakimindan mutant olan susta ne 1s1 ne de metal

ile indiiklenmedigi anlagildi ($ekil 4.11).

Cizelge 4.4 0, 5, 50, 100 uM CuCl, ve 151 sokuna maruz birakilan pCB 873 hiicrelerinden elde

edilen RNA miktarlar:
Konsantrasyon Jele yiiklenen miktar (pul)

Ao A 260/ Aoso (ug/ul) (15u8)
Kontrol 0.312 2,05 12.4789 1.202
HS 0.146 1,99 5.8360 2.57
5uM CuCl, 0.289 2,01 11.5530 1.298
5uM CuCl, + HS 0.266 2,05 10.6532 1.4
50 uM CuCl, 0.219 2,04 8.7569 1.712
50puM CuCl,+ HS 0.205 2,06 8.2156 1.826
100uM CuCl, 0.305 2,26 12.1882 1,23
100uM CuCL+HS 0.284 2,25 11.3466 1.322
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Sekil 4.10 0, 5, 50, 100 uM CuCl, ve 1s1 sokuna maruz birakilan pCB 873 hiicrelerine ait
RNA ornekleri; 1) Herhangi bir stres uygulanmamus kontrol 6rnegi; 2)Yalnizca 1s1 soku
verilmis 6rnek; 3) 5 uM CuCl,; 4) 5 uM CuCl, ve 1s1 soku ; 5) 50 uM CuCl,; 6) 50 uM CuCl,
ve 151 soku ; 7)100 uM CuCl, ; 8)100 uM CuCl; ve 1s1 oku

Sekil 4.11 pCB 873 HSP70B mRNA’siun HSP70B DNA’s1 tarafindan belirlenmedigini
gosteren otoradyogram; 1)Herhangi bir stres uygulanmamis kontrol 6rnegi; 2) Yalnizca 1s1
soku verilmis 6rnek; 3) 5 uM CuCl; 4) 5 uM CuCl, ve 151 soku ;3 5) 50 uM CuCly; 6) 50 uM
CuCl, ve 151 soku ; 7) 100 uM CuCl,; 8) 100 uM CuCl, ve 1s1 soku



49

4.5 Chlamydomonas reinhardtii Suslarinda Agir Metal Varhfinda Metallotiyonin
Ekspresyonunun RNA Diizeyinde incelenmesi

Metallotiyonin geninin metal varhginda eksprese olup olmadiginin anlagiimasinda

kullanilacak olan probun sentezlenmesinde kullanilan kalip MT-1b fragmenti, pBSK

plazmidinin 3.2.4.1°de belirtilen sekilde izole edilmesi ve kesilmesiyle elde edildi. Kesim

sonucu jel elektroforezi ile analiz edildi. MT-1b fragmentinin boyutunun 467 bg oldugu

gosterildi (Sekil 4.12).

b
21226

1375
947

o <+—MT-1b

Sekil 4.12 Vicia faba MT-1b fragmenti; 1) DNA standartlar1 (1 kb DNA ladder); 3) pBSK
plazmidinin EcoRI enzimi ile kesim sonuglari, pBSK plazmidinde bulunan MT-1b cDNA’s1

Daha 6nce HSP70B probu ile hibridize edilen baz1 membranlar (CuCly, CdClp, Pb(NO3), ve 151
soku stresi ile indiiklenmis pCB 740, pCB 873 RNA’larina ait membranlar) baglanmis olan
probu uzaklastirmak igin yikandiktan sonra MT-1b probuyla yeniden hibridize edildi.

CuCl, ve 151 soku stresi ile indiiklenmis pCB 740 RNA 6rneklerine ait membran (Sekil 4.7) a-
p_dCTP isaretli MT-1b probu ile hibridize edildi. Otoradyogramda tiim &rneklerin MT-1b
probu ile etkilestikleri yerlerde karartilar goriildii. Bunun sonucunda bakirin pCB 740 susunda

metallotiyonin ekspresyonunu indiikledigi anlasildi (Sekil 4.13).



Sekil 4.13 Vicia faba MT-1b DNA’sinin 0, 5, 50, 100 uM CuCl; ve 1s1 soku ile indiiklenen
pCB 740 MT-1b mRNAsin1 belirledigini gosteren otoradyogram; 1) Herhangi bir stres
uygulanmamus kontrol 6rnedi; 2) Yalnizca 1s1 soku verilmis 6rnek; 3) 5 uM CuCly; 4) S uM
CuCl, ve 181 soku; 5) 50 uM CuCly; 6) 50 uM CuCl, ve 1s1 soku ; 7) 100 uM CuCls ; 8) 100
uM CuCl; ve 151 soku

CuCl, ve 151 soku stresi ile indiiklenmis pCB 873 RNA 6rneklerine ait membran (Sekil 4.10)
a->*P-dCTP isaretli MT-1b probu ile hibridize edildi ve otoradyogramda tiim 6rneklerin MT-
1b probu ile etkilestikleri yerlerde bakirin pCB 873 susunda metallotiyonin ekspresyonunu
indiikledigini belirten Kkarartilar goriildii (Sekil 4.14). Ayrica 1s1 sokunun metallotiyonin

ekspresyonu diizeyinde pozitif yonde etkisinin oldugu gézlendi.

Sekil 4.14 Vicia faba MT-1b DNA’sinin 0, 5, 50, 100 uM CuCl, ve 1s1 soku ile indiiklenen
pCB 873 MT-1b mRNA’sin1 belirledigini gosteren otoradyogram; 1) Herhangi bir stres
uygulanmamis kontrol rnegi; 2)Yalnizca ist soku verilmis 6rnek; 3) 5 uM CuCls; 4) 5 uM
CuCl, ve 181 soku ; 5) 50 uM CuCl, ; 6) 50 uM CuCl, ve 1s1 soku ; 7) 100 uM CuCl, ; 8) 100
uM CuCl; ve 151 soku
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Pb(NO3); ve 1s1 soku stresi uygulanmis pCB 740 susundan elde edilen RNA’nin miktar ve

safligi belirlendi (Cizelge 4.5). MT-1b probu ile hibridizasyon yapildi. Otoradyogramda tiim

orneklerin MT-1b probu ile etkilestikleri yerlerde karartilar goriildii. Kursunun pCB 740

susunda metallotiyonin ekspresyonunu indiikledigi anlasildi (Sekil 4.15).

Cizelge 4.50,0.5, 1, 2, 5 uM Pb(NO3), ve 151 sokuna maruz birakilan pCB 740 hiicrelerinden

elde edilen RNA miktarlart
A 20 A 160/ Asgo Konsantrasyon Jele yiiklenen miktar (ul)

(ng/ul) (15ng)
Kontrol 0.515 1,95 20.5935 0.728
HS 0.352 2,23 14.0979 1.064
0.5uM Pb(NO3), 0.328 2.2 13.1203 1.143
0.5uMPb(NOs),+ HS 0.263 2,14 10.5358 1.424
1uM Pb(NOs), 0.387 217 15.4820 0.969
1uM Pb(NOs), + HS 0.303 2,17 12.1244 1.237
2uM Pb(NO3), 0.292 219 11.6732 1.285
2uM Pb(NO;), + HS 0.328 2,15 13.1285 1.143
5uM Pb(NO;), 0.272 2,11 10.8757 1.379
5uM Pb(NO;), + HS 0.320 2r2 12.8096 1517

Sekil 4.15 Vicia faba MT-1b DNA’sinin 0, 0.5, 1, 2, 5 uM Pb(NO3); ve 1s1 soku ile
indiiklenmis pCB 740 MT-1b mRNA’sin1 belirledigini gosteren otoradyogram; 1)Herhangi
bir stres uygulanmamus kontrol 6rnegi; 2)Yalnizca 1s1 soku verilmis 6rnek; 3) 0.5 uM
Pb(NO3), ; 4) 0.5 uM Pb(NO3), ve 1s1 soku ; 5) 1 uM Pb(NO3), ; 6) 1 uM Pb(NOs), ve 1s1
soku ; 7) 2 uM Pb(NO3), ; 8) 2 uM Pb(NOs), ve 1s1 soku ; 9) 5 uM Pb(NO3), ; 10) 5 uM

Pb(NO3), ve 1s1 soku
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Pb(NO3), ve 1s1 soku stresi uygulanmis pCB 873 susundan elde edilen RNA’nin miktar ve
saflig1 belirlendi (Cizelge 4.6). MT-1b probu ile hibridizasyon yapildi. Otoradyogramda tiim
orneklerin MT-1b probu ile etkilestikleri yerlerde kursunun pCB 873 susunda metallotiyonin
ekspresyonunu indiikledigini belirten karartilar goriildii (Sekil 4.16). Ayrica 1s1 sokunun

metallotiyonin ekspresyonu indiiksiyonunu negatif yonde etkiledigi gbzlendi.

Cizelge 4.6 0,0.5, 1, 2, 5 uM Pb(NO3), ve 1s1 sokuna maruz birakilan pCB 873 hiicrelerinden
elde edilen RNA miktarlar

A 20 A 5/Azg | Konsantrasyon (ug/ul) | Jele yiiklenen miktar (ul)

(15ug)
0.5uM Pb(NO;), 0.332 1,78 13.2676 1.13
0.5uM Pb(NOs), + HS 0.466 2.1 18.6545 0.804
1 uM Pb(NO»), 0.361 1,78 14.4540 1.038
| uM Pb(NO»), + HS 0.275 1,97 1.9704 1.364
2 uM Pb(NO3), 0.349 1,76 13.9632 1.074
2 uM Pb(NOs), + HS 0.360 1,84 14.3902 1.042
5 uM Pb(NO;), 0415 1,68 16.5874 0.904
5 uM Pb(NOs), + HS 0.219 1,98 8.7646 1.711

1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 4.16 Vicia faba MT-1b DNAsinin 0, 0.5, 1, 2, 5 uM Pb(NO3), ve 1s1 soku ile
indiiklenmis pCB 873 MT-1b mRNA’sin belirledigini gésteren otoradyogram; 1) 0.5 uM
Pb(NO3); ;2) 0.5 uM Pb(NO3), ve 1s1 soku ; 3) 1 uM Pb(NOs), ; 4) 1 uM Pb(NO3), ve 1st
soku ; 5) 2 uM Pb(NO3), ; 6) 2 uM Pb(NO3), ve 1s1 soku ; 7) 5 uM Pb(NOs), ; 8) 5 uM
Pb(NO3), ve 151 soku
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CdCl, ve 1s1 soku stresi uygulanmis pCB 740 susundan elde edilen RNA 6rneklerinin miktar:
belirlendi (Cizelge 4.7). RNA 6rneklerine ait membran (Sekil 4.17) a-""P-dCTP isaretli MT-
1b probu ile hibridize edildi. Otoradyogramda tiim 6rneklerin MT-1b probu ile etkilestikleri
yerlerde kadmiyumun pCB 740 susunda metallotiyonin ekspresyonunu indiikledigini belirten

karartilar goriildii (Sekil 4.18).

Cizelge 4.7 0, 5, 20, 100 uM CdCl, ve 151 sokuna maruz birakilmis pCB 740 hiicrelerinden
elde edilen RNA miktarlar

A 20 A 260/A2s0 Konsantrasyon (ug/ul) Jele yiiklenen miktar (ul)

(15ug)

Kontrol 0.352 1,79 14.0852 1.065

HS 0.336 1,94 13.4535 1215

S5uM CdCl, 0.319 1,89 12.7415 1177

5uM CdCl, + HS 0.221 1,93 8.8277 1.699

20uM CdCl, 0.289 1,97 11.5418 1.3

20uM CdCL, + HS | 0.330 1,72 13.2071 1.136

100uM CdCl, 0.222 1,89 8.8958 1.686

100uMCdCl,+HS 0.213 1,97 8.5314 1.758

Sekil 4.17 0, 5, 20, 100 uM CdClI, ve 1s1 sokuna maruz birakilan pCB 740 hiicrelerine ait

RNA ornekleri; 1) Herhangi bir stres uygulanmamuis kontrol 6rnegi; 2) Yalnizca 1s1 soku

verilmis 6rnek; 3) 5 uM CdCl,; 4) 5 uM CdCl, ve 1s1 soku ; 5) 20 uM CdCl, ; 6) 20 uM
CdCl, ve 1s1 soku ; 7) 100 pM CdCl, ; 8) 100 pM CdCl, ve 1s1 soku
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Sekil 4.18 Vicia faba MT-1b DNA’sinin 0, 5, 20, 100 uM CdCl, ve 1s1 soku ile indiiklenmis
pCB 740 MT-1b mRNA’sin1 belirledigini gosteren otoradyogram; 1) Herhangi bir stres
uygulanmamis kontrol drnegi; 2) Yalnizca ist soku verilmis ornek; 3) 5 uM CdCl; ; 4) S uM
CdCl, ve 1s1 soku ; 5) 20 uM CdCl, ; 6) 20 uM CdCl, ve 1s1 soku ; 7) 100 uM CdCls ; 8) 100
uM CdCl, ve 1s1 soku

CdCl, ve 1s1 soku stresi uygulanmis pCB 873 susundan elde edilen RNA 6rneklerinin miktar

belirlendi (Cizelge 4.8). RNA rneklerine ait membran (Sekil 4.19) a-"P-dCTP isaretli MT-

1b probu ile hibridize edildi ve otoradyogramda tiim 6rneklerin MT-1b probu ile etkilestikleri

yerlerde kadmiyumun pCB 873 susunda metallotiyonin ekspresyonunu indiikledigini gdsteren

karartilar goriildii (Sekil 4.20).

Cizelge 4.8 0, 5, 20, 100 uM CdCl, ve 1s1 sokuna maruz birakilmis pCB 873 hiicrelerinden
elde edilen RNA miktarlar

Ao sy s Konsantrasyon | Jele yiiklenen miktar (ul)(10pg)
i < & (ng/ul) (1/10 diliisyon)
Kontrol 0.249 1,83 9.9484 1(diliisyonsuz)
HS 0.390 1,88 15.6034 6.4
5uM CdCl, 0.504 1,8 20.1740 4.957
SuM CdCl, + HS 0.257 1.7, 10.2833 0.972 (diliisyonsuz)
20 uM CdCl, 0.441 1,74 17.6455 5.667
20 uM CdCl, + HS 0.241 1,65 9.6313 1.04 (diliisyonsuz)
100 uM CdCl, 0.302 1,64 13.0746 0.765 (diliisyonsuz)
100uM CdCl, + HS 0.279 1,57 11.1529 0.897 (diliisyonsuz)




Sekil 4.19 0, 5, 20, 100 uM CdCl; ve 1s1 sokuna maruz birakilan pCB 873 hiicrelerine ait

RNA 6rnekleri; 1) Herhangi bir stres uygulanmamis kontrol 6rnegi; 2) Yalnizca 1s1 soku

verilmis 6rnek; 3) 5 uM CdCl,; 4) 5 uM CdCl, ve 1s1 soku ; 5) 20 uM CdCl,; 6) 20 uM
CdCl, ve 1s1 soku ; 7) 100 uM CdCls ; 8) 100 uM CdCl, ve 1s1 soku

Sekil 4.20 Vicia faba MT-1b DNA’sinin 0, 5, 20, 100 uM CdCl, ve 1s1 soku ile indiiklenmis
pCB 873 MT-1b mRNA’sin1 belirledigini gosteren otoradyogram; 1) Herhangi bir stres
uygulanmamus kontrol drnegi; 2) Yalnizca 1s1 soku verilmis 6rnek; 3) 5 uM CdCl,; 4) 5 uM
CdCl, ve 1s1 soku ; 5) 20 uM CdCl, ; 6) 20 uM CdCl, ve 151 soku ; 7) 100 uM CdCls ; 8) 100
uM CdCl; ve 1s1 soku
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4.6 Chlamydomonas reinhardtii Suslarinda Agir Metal Varhginda Metallotiyonin

Ekspresyonunun Protein Diizeyinde Incelenmesi

4.6.1 Protein Ekstraksiyon Yonteminin Optimizasyonu

Chlamydomonas reinhardtii alginden protein izolasyonu igin uygun ekstraksiyon yontemini
belirlemek amactyla 3.2.5.1°de belirtilen sekilde elde edilen proteinler % 12’lik SDS-
PAGE’de ayristirildi (Sekil 4.21). Aym miktarda hiicreden farkli yontemlerle izolasyon
gergeklestirildiginde, Yontem 3 ile daha fazla protein elde edildigi goriildii.

Sekil 4.21 Chlamydomonas reinhardtii yesil alginden farkli yontemlerle 6ziitlenen
proteinlerin SDS-PAGE analizi; 1) CC-400, Y1, spn; 2) CC-400, Y2, spn; 3) CC-2677, Y3,
spn ; 4) CC-1690, Y3, spn; 5) CC-400, Y3, spn; 6) CC-400, Y1, p; 7) CC-400, Y2, p 8) CC-

2677, Y3, p; 9) CC-1690, Y3, p; 10) CC-400, Y3, p. (Y1: Yontem 1, Y2: Yontem 2, Y3:
Yontem 3, spn: stipernatant, p: pellet)
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4.6.2 Protein Miktarmn Belirlenmesi

Chlamydomonas reinhardtii hiicrelerinden elde edilen total proteinlerin miktar1 3.2.5.2’de

agiklanan yontemle belirlendi.

0,8 1 &
0,71 R =0,97456 al
08 | y =0,04473+1,86172.x _

=T G e 400 v
-0,06 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40
Konsantrasyon (pg/ul)

Sekil 4.22 BSA standartlarina gore ¢izilen kalibrasyon egrisi (denklemi ve dogrulugu (R?)
belirtilmistir)

Cizelge 4.9 Kalibrasyon egrisinin belirlenmesinde kullanilan standart proteinlerin absorbsiyon
ve konsantrasyonlar1

Standart protein (BSA) A 595 Konsantrasyon
(ng/1D
Standart protein-1 0.091 0.05
Standart protein-2 0.322 0.10
Standart protein-3 0.359 0.15
Standart protein-4 0.44 0.20
Standart protein-5 0.475 0.25
Standart protein-6 0.674 0.35
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Cizelge 4.10 CC-400 siipernatant fraksiyonundan elde edilen proteinlerin BCA yéntemine
gore belirlenen 595 nm’deki absorbans degerleri ve konsantrasyonlari

CC-400 A 595 Konsantrasyon (pg/i1)
(1/20 diliisyon)
Kontrol (4. saat) 0:312 0.144
50 uM CuCl, (4. saat) 0.238 0.104
50 uM CuCl, (8. saat) 0.413 0.198
50 uM CuCl, (16. saat) 0.538 0.267
50 uM CuCl, (24. saat) 0.559 0.276
100 uM CuCl, (4. saat) 0.283 0.128
100 uM CuCl; (8. saat) 0.468 0.226
100 pM CuCl, (16. saat) 0.265 0.120
100 uM CuCl; (24. saat) 0.582 0.286

Cizelge 4.11 CC-1690 siipernatant fraksiyonundan elde edilen proteinlerin BCA yontemine
gore belirlenen 595 nm’deki absorbans degerleri ve konsantrasyonlari

CC-1690 A 595 Konsantrasyon (pg/pul)
(1/20 diliisyon)
Kontrol (4. saat) 0,517 0.253
50 uM CuCl, (4. saat) 0,492 0.242
50 uM CuCl, (8. saat) 0,652 0.336
50 pM CuCl, (16. saat) 0,593 0.295
50 uM CuCl, (24. saat) 0,595 0.295
100 uM CuCl, (4. saat) 0,611 0.303
100 pM CuCl, (8. saat) 0,291 0.133
100 pM CuCl, (16. saat) 0,599 0.296
100 uM CuCl, (24. saat) 0,605 0.300

4.6.3 Metallotiyonin Protein Ekspresyonunun Dogal PAGE ile incelenmesi

50 ve 100 uM CuCl, uygulanan CC-1690 susundan farkli zaman araliklarinda izole edilen
protein ornekleri (siipernatant) dogal jel elektroforezi ile ayrstirildi ve jel bakir boyama
yontemiyle boyand (Sekil 4.23, Sekil 4.24). Protein ekspresyonunu belirten bantlar arasinda

farkli zaman araliklarinda herhangi bir fark goriilmedi.

Bu nedenle hiicrelere 24 saat boyunca 500 ve 1000 pM CuCl, stresi uyguland: ve protein
izolasyonundan sonra farkli konsantrasyonlara ait protein érnekleri dogal jelde ayrigtirildiktan
sonra karsilagtinldi. 100 pM’a kadar metallotiyonin ekspresyonu diizeyinde fark
goriilmezken, bu konsantrasyondan sonra artan konsantrasyonlarda (500 ve 1000 pM) daha
belirgin ve kalmliklari birbirinden farkli bantlar gériildii ve metallotiyonin ekspresyonu

diizeyinin artt1ig1 anlasildi (Sekil 4.25).
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Sekil 4.23 % 0.2’lik (w/v) Dietilditiyo-karbamik asit ile boyanan 50 uM CuCl, ile
indiiklenmis CC-1690 metallotiyonin proteinleri (Her kuyu 20 pg protein i¢eriyor ); 1)
Kontrol; 2) 4. saat, ¢oktiirme sonrasi iist s1vi; 3) 8. saat, ¢oktiirme sonrasi iist sivi; 4) 16. saat,
¢oktiirme sonrasi Uist s1vi; 5) 24. saat, coktiirme sonrasi ist s1vi.

Sekil 4.24 % 0.2’lik (w/v) Dietilditiyo-karbamik asit ile boyanan 100 uM CuCl, ile
indiiklenmis CC-1690 metallotiyonin proteinleri (Her kuyu 20 pg protein igeriyor: ); 1)
Kontrol; 2) 4. saat, ¢oktiirme sonrast iist sivi; 3) 8. saat, ¢oktiirme sonrasi {ist siv1; 4) 16. saat,
¢oktiirme sonrasi {ist s1vi; 5) 24. saat, ¢oktiirme sonrasi iist s1vi.
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Sekil 4.25 % 0.2'lik (w/v) Dietilditiyo-karbamik asit ile boyanan 50, 100, 500, 1000 uM
CuCl, ile 24 saat indiiklenmis CC-1690 metallotiyonin proteinleri ( Her kuyu 20 pg protein
igeriyor); 1) S0uM CuCls, p ; 2) 100uM CuCly, p; 3) 500uM CuCl,, p; 4) 1000 uM CuCl,
pellet); 5) 50uM CuCls spn; 6) Bos; 7) 100uM CuCl; spn; 8) 500uM CuCl, spn; 9) 1000uM
CuCl, spn.; (p: 2000 rpm’de ¢oktiirme sonrast pellet, spn: siipernatant).

CC-400 susundan da 50 ve 100 uM CuCl, varhginda farkli saatlerde bantlar arasinda fark
goriillemedi (Sekil 4.26, Sekil 4.27). 500 ve 1000 uM CuCl, uygulandiktan sonra tim
konsantrasyonlara ait protein drnekleri dogal jelde analiz edildi. 100 uM’a kadar bantlar
arasinda herhangi bir kalinlik farki goriilmezken, 500 ve 1000 uM’da daha belirgin ve
kalinliklar birbirinden farkli bantlar gozlendi (Sekil 4.28).

Sekil 4.26 % 0.2’lik (w/v) Dietilditiyo-karbamik asit ile boyanan 50 uM CuCl, ile
indiiklenmis CC-400 metallotiyonin proteinleri (Her kuyu 20 pg protein i¢eriyor ); 1)
Kontrol; 2) 4. saat; 3) 8. saat; 4) 16. saat; 5) 24. saat.
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Sekil 4.27 % 0.2’lik (w/v) Dietilditiyo-karbamik asit ile boyanan 100 uM CuCl; ile
indiiklenmis CC-400 metallotiyonin proteinleri ( Her kuyu 20 pig protein igeriyor:); 1)
Kontrol; 2) 4. saat; 3) 8. saat; 4) 16. saat; 5) 24. saat.

Sekil 4.28 % 0.2’lik (w/v) Dietilditiyo-karbamik asit ile boyanan 50, 100, 500, 1000 uM
CuCl, ile indiiklenmis CC-400 metallotiyonin proteinleri ( Her kuyu 20 ug protein igeriyorr);
1) Kontrol, 24.saat; 2) 50uM CuCl,, 16. saat; 3) 100uM CuCl,, 16. saat; 4) 50uM CuCl, , 24.
saat; 5) 100uM CuCly, 24. saat; 6) Bos; 7) 500uM CuCl, , 24. saat; 8) Bos; 9) 1000uM CuCl,

, 24. saat.
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

icinde bulundugumuz gevrenin agir metallerle Kirliliginin biyolojik sistemler aracilifiyla
temizlenmesi giderek yayginlagan bir teknoloji olup, diger teknolojilere gére sagladifi pek
cok avantaj ile tercih edilmektedir. Bu kapsamda mikroalglerin agir metallerle kirletilmis
gevre miicadelesinde kullanilmalari ve bu kosullar altinda yasamalarim saglayan

mekanizmalarla ilgili birgok ¢aliyma bulunmaktadir.

Bu calismada Chlamydomonas reinhardtii alginde agir metalin hiicrelerin ¢ogalmast
{izerindeki etkisi ve hiicrelerin agir metali biriktirme kapasitesi belirlendi. Ayrca bir gok
organizmada agir metal stresinin detoksifikasyonunda rol aynadiklari bilinen 1s1 soku proteini
(HSP70) ve metallotiyonin ekspresyonlarinin Chlamydomonas reinhardtii alginde agir metal

varliginda indiiklenip inditklenmedigi ilk kez incelendi.

Agir metallerin  farkli  konsantrasyonlarmin  hiicrenin  ¢oZalmasi tizerindeki  etkisi
incelendiginde 50 pM CuCl,’de hiicre iiremesinin kontrol hiicrelerinden daha az oldugu, 100
pM CuCly’de de hiicre iiremesinin anlamh diizeyde indirgendigi gozlemlendi. Boylece
canlilarda gergeklesen biyokimyasal reaksiyonlarda eser element olarak dnemi olan bakirin
artan konsantrasyonlarda hiicre tiremesinde indirgenmeye yol agtigi anlasildi. Prasad vd.,
(1998) tarafindan Chlamydomonas reinhardtii’nin yabani tip ve duvarsiz mutant suglari ile
vapilan galismada da artan metal konsantrasyonlarmim hiicrelerin iireme oraninda
indirgenmeye yol agtigi goriilmektedir. Benzer sekilde Chlamydomonas reinhardtii’de
iiremenin artan civa konsantrasyonlari ile kontrol kiiltiiriinden anlamh derecede fark
gosterdigi ve giderek azaldigi bildirilmistir (Weiss-Magasic vd., 1997). Cai vd., (1995),
Chlamydomonas reinhardtii hiicrelerinin iiremesinin, birgok yiiksek bitkinin tiremesini inhibe
eden Cd konsantrasyonlarinda (<50 uM) etkilenmezken, 50 pM Cd varliginda indirgenmeye
basladigini ve > 50 pM Cd varlifinda ise TAP ortaminda gézle goriintir ¢okelmeler oldugunu
bildirmektedir. Garvey vd., (1991) ise Chlamydomonas reinhardtii alginde 64 g/l Cu
konsantrasyonuna kadar populasyonun gogalmas iizerinde herhangi bir etki goriilmezken, bu
konsantrasyondan sonra hiicre {iremesinin azalmaya basladigim bildirmistir. Chlamydomonas
ile ayni familyada bulunan Scenedesmus acutus ve Chlorella vulgaris mikroalg kiiltiirlerinde
de artan Cd ve Zn konsantrasyonlarinda tiremenin azaldig1 gozlenmistir (Abd-El Monem vd.,

1998).

Mikroalglerde agir metal aliminin 6ncelikle metabolizmadan bagimsiz bir sekilde pasif olarak

hiicre duvarina tutunma (biyosorbsiyon), daha sonrada metabolizmaya bagli biyoakiimiilasyon
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mekanizmalar1 ile gerceklestigi bilinmektedir. Bu calismada Chlamydomonas reinhardtii
alginde agir metal detoksifikasyonunun metabolizmaya baghi bir yolla gerceklesip
gerceklesmedigini gozlemlemek ve hiicrenin agir metal toplama kapasitesini belirlemek
amaciyla, oncelikle hem yabani tip hem de duvarsiz mutant suslarinda hiicreler tarafindan
altkonan (biriktirilen) bakir miktar saptandi. Diisitk konsantrasyonlarda (<50 pM) yabani tip
hiicrelerde ortalama 18 pg bakir biriktirilirken, mutant hiicrelerde 5 pg bakir birikimi
gozlendi. Ancak artan konsantrasyonlarda (100 uM), her iki susun biriktirdigi miktar arasinda
cok fazla fark gorilmedi. Bu sonuca gore, diisiik konsantrasyonlarda hiicre duvarimin bir
bariyer gorevi iistlendigi, ancak artan konsantrasyonlarda doymus hiicre duvarimn daha fazla
metali baglayamadigi ve hiicreyi koruyucu rol iistlenemedigi, dolayisiyla yabani tip ve
duvarsiz mutant hiicrelerdeki agir metal dayanikliliginda fark olmadigi soylenebilir. Benzer
sonuglar yabani tip ve duvarsiz mutant suslari ile yapilmis bir baska ¢alismada da elde edilmis
ve metale karg: toleransin metabolizmaya bagh yolla gergeklestigi bildirilmistir (Macfie ve

Welbourn, 2000).

Daha sonra, hiicre tarafindan alikonulan bakir miktarinin ortamdaki bakir konsantrasyonu ile
karsilastirlmasini saglayan bir parametre olan BCF degeri hesaplandi ve her iki susta da artan
bakir konsantrasyonunda BCF degerinin azaldigi gozlendi. Bakirin absorplanmasi ile organik
ligandlarin sentezinin stimule edildigi ve bu nedenle BCF degerinin azaldig1 ve agir metal
detoksifikasyonunun metabolizmaya bagiml bir sekilde gergeklestigi soylenebilir. Yan ve
Pan, (2002)’de Chlorella pyrenoidosa, Scenedesmus obliquus ve Chlorella lunula
mikroalglerinde CuCl, uygulayarak yaptiklar bir ¢alismada hiicre sayisinda artigin meydana
geldigi eksponensiyel fazda bakir birikiminin diliie edildigini ve benzer sekilde artan
konsantrasyonlarda BCF’nin azaldigini, ayrica duragan fazda cansiz hiicre sayisi arttigi ve bu
hiicreler aktif desorpsiyon kapasitelerini yitirdikleri i¢in BCF’de tekrar artiy kaydedildigini
bildirmislerdir.

Metal stresiyle kargilasan organizmalarda bu strese karst tolerans ve metal
detoksifikasyonuyla ilgili degisik mekanizmalarin oldugu ve bu mekanizmalarin
metabolizmaya bagli olduklari bilinmektedir. Cesitli streslere kargt 1s1 soku proteinlerinin
sentezlenmesi de hiicre iginde stres detoksifikasyonunu saglayan bir mekanizma olarak
karsimza ¢ikmaktadir. Cahismamizda Chlamydomonas reinhardtii mikroalginde, metal, 1s1 ve
ozmotik stres gibi abiyotik streslere maruz birakilan bitkilerde eksprese oldugu bilinen 1s1

soku proteini HSP70 nin degisik metaller varliginda ekspresyonu ilk kez incelenmistir.



64

Literatiirde Chlamydomonas reinhardtii alginde agir metal stresine yamt olarak HSP70
diizeyindeki degisikliklerle ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanmazken, Chlamydomonas
reinhardtii’de HSP70 genlerinin 1s1 goku stresi ve 1g1kla indiiklendigi bildirilmektedir (Kropat
vd., 1995). Ayrica sitoplazmik HSP70A proteinini kodlayan genin promotorunda 1s1 stresiyle
indiiklenmeyip, 1§ikla indiiklenen cis-clementler bulundugu ve bu nedenle genin 1sikla
aktivasyonunun 1s1 sokundan bagimsiz bir yolla gergeklestirildigi de bildirilmigstir (Drzymalla

vd., 1996).

Calismamizda CuCl, ve 1s1 soku stresi ile indiklenmis pCB 740 RNA orneklerine ait
otoradyogramda, hem metal hem de 1s1 soku stresi uygulanmig drneklerin HSP70B probu ile
etkilestikleri goriliirken, herhangi bir metal stresinin verilmedigi kontrol drnekleri ile sadece
metal uygulanmis Grneklerin probla etkilesimleri gozlenmedigi icin Chlamydomonas
reinhardtii  alginde uyguladigimiz  konsantrasyonlarda HSP70B  geninin metalle
indiiklenmedigi anlagiimistir. Alman sonuca ragmen daha yiiksek konsantrasyonlarda metal

uygulanmast halinde, ekspresyonda degisiklik olup olmadig1 daha sonra aragtirilmalidir.

CuCl, ve 1s1 soku stresi ile inditklenmis pCB 873 RNA orneklerine ait otoradyogramda ise
pCB 740 susundan farkli olarak, hem metal hem de 1s1 soku stresi uygulanmis 6rneklerde,
HSP70B probu ile herhangi bir etkilesim gozlenmedi. Bu sonug pCB740 otoradyograminda

goriilen, HSP70B geninin yalnizca 1s1 soku ile indiiklendigi sonucunu dogrulamaktadir.

Degisik organizmalarda agir metallerin HSP indiiksiyonu iizerindeki etkisinin incelendigi
gesitli calismalar bulunmaktadir. Enteromorpha intestinalis alginde bakir uygulamasinin
HSP70 ekspresyonunu artirdign bildirilmistir (Lewis vd., 2001). Enteromorpha intestinalis
yosunu ile yapilan baska bir ¢alismada, bakir tek basina uygulandiginda HSP70 diizeyinin
arttigl, bakir uygulanmis gruplarla, uygulanmamig kontrol gruplart st soku varhginda
kargilastirildiginda ise iki grup arasinda fark goriilmedigi ve bakirin bu organizmanin 1s1
sokuna yanitim artirma kabiliyeti iizerinde bir etkisi olmadifim bildirilmistir (Lewis vd.,
1998). Deroceras reticulatum’da da Pb, Cd ve Zn metalleri varhiginda HSP70 proteini
ekspresyonunda artiy meydana geldigi bildirilmistir (Kohler vd., 1996). Yesil alg
Raphidocelis subcapitata’da HSP70’in uygulanan doza bagl bir sekilde ZnCl, ve SeOs

metalleri tarafindan indiiklendigini gosterilmistir (Bierkens vd., 1998).

Saccharomyces cerevisae’de Cd’un protein denatiirasyonuna yol agtign, denatiire edilmis
proteinlerin ATP ve diger yardimer faktorler varliginda 1s1 soku proteini igin substrat
olusturdugu ve Cd’un bu sekilde 70 kDa’luk stres proteininin sentezini indiikledigi

bildirilmektedir (Sanita di Toppi ve Gabbrielli, 1999). Bitkilerde de hem 151 stresi hem de agir
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metal stresinde yamit olarak HSP ckspresyonunda artis olduguna dair pek g¢ok rapor
bildirilmistir (Hall, 2002). Lycopersicon peruvianum hiicre kiiltiriinde Cd’a maruz birakilan
hiicrelerde anlamli miktarda HSP70’in plazmalemma, mitokondri membranlari ve ER’a
baglandigi gériilmiis ve bunun HSP70’in membranlarin Cd hasarina karg: korunmastyla ilgili

oldugu bildirilmistir (Sanita di Toppi ve Gabbrielli, 1999).

Mikroalglerde agir metal stresine karst toleransi ve detoksifikasyonu saglayan
mekanizmalardan bir digerinin MT ekspresyonu oldugu bilinmektedir. MT genleri hayvan
hiicrelerinden, mantar, bitki ve alglerden klonlanmigtir. Ayrica agir metallerin bu genlerin
ekspresyonunun aktivasyonunu transkripsiyon diizeyinde yaptigi bulunmustur. Bugiine kadar
yapilan caligmalarla birgok organizmada metallotiyonin proteini ekspresyonu belirlenmistir.
Literatiirde Skaryotik ve fotosentez yapabilen tek hiicreli bir organizma olan Chlamydomonas
reinhardtii alginde metallotiyonin proteininin  varligmi  belirleyen  bir calismaya
rastlanmamakla birlikte genellikle organizmanin afir metal baglama kapasitesini artirmak
amaciyla yabanci metallotiyonin genlerinin transferi ve hiicredeki ekspresyonuyla ilgili
caligmalar bildirilmistir. Chlamydomonas’in agir metal baglama kapasitesinin MT ekspresyon
diizeyinin artirllmasiyla artabilecegi diigiiniilerek, PC’lerden daha fazla metal baglama
kapasitesinde olan kus MT genleri indiiklenebilen promotorlerin  kontrolii altinda
Chlamydomonas’a aktarilip agir metal baglama kapasitesinin artirldigi bildirilmistir (Cai vd.,
1995). Siripornadulsil vd., (2000) tarafindan transgenik Chlamydomonas hucrelerinin tek
yiiklii veya gift yiiklii iyonlara spesifitesini artirmak i¢in, tavuk MT-II"si ile Chlamydomonas
plazma membran proteini arasinda fiizyon gen olusturulup hiicre ylizeyine ilistirildiginde,
sentetik genin eksprese oldugu transgenik algin 100 pM Cd’a toleransimin ve 50 uM Cd’da
yabani tip hiicrelere gére Cd baglama kapasitesinin 2-5 kat arttig belirtilmektedir. Diger bir
calismada ise Chlamydomonas reinhardtii’de yabanci simif I MT’lerin (MT-II)
ekspresyonunun  Cd’un  toksik konsantrasyonuna toleranst artirdifi  ve PC sentezini
indiiklemeyen Cd konsantrasyonlarinda MT-II geninin eksprese oldugu hiicrelerin yabani tip

hiicrelere gore 2 kat daha fazla Cd baglama kapasitesi oldugu gozlenmistir [21].

Bu calismada Chlamydomonas reinhardtii hiicrelerinde metal varliginda metallotiyonin
ekspresyonu RNA ve protein diizeyinde ilk kez incelendi. Metallotiyonini indiikleyici stres
olarak CuCly, CdCl, ve Pb(NO;), metallerinin farkli konsantrasyonlart kullanildi. pCB 740
hiicrelerinde her ii¢ metalin de MT ekspresyonunu indiikledigi, ancak uyguladigimiz
konsantrasyonlarda artan konsantrasyonun ekspresyon diizeyinde farklihga yol agmadigl

gozlendi. Ayrica kadmiyumun metallotiyonin ekspresyonunun indiiklenmesinde bakir ve
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kursun kadar etkili olmadifi gozlendi. Isi soku uygulamasmmn ise metallotiyonin
ekspresyonunda metalin yaptif1 etkiden daha fazla bir etkiye sahip olmadifi goriildi. Benzer
sekilde Hermesz vd., (2001), belirli konsantrasyonda Cd ve 1s1 soku ile muamele edilen
Carp’ta bu streslerin MT-1 ve MT-2 genlerinin ekspresyonu tizerindeki etkisine bakildiginda,
streslere maruz kalan dokunun tipine ve uygulanan konsantrasyona bakilmaksizin Cd’un her
iki gende de gegici bir indiiksiyona yol agtigim ve 1s1 sokunun gok fazla etkisinin olmadigini

bildirmektedir.

pCB 873 hiicrelerinde de uyguladigimz metallerin metallotiyonin mRNA’smi indiikledigi,
farkl: konsantrasyonlarin ekspresyon diizeyinde farklilifa yol agmadigi ve diger susta oldugu
gibi kadmiyumun indiiksiyonda ¢ok etkili olmadigi gézlendi. pCB 873 1s1 soku elementleri
delesyona ugratilmis bir sus oldugu i¢in 1s1 soku uygulamasi metallotiyonin indiiksiyonunda
degisik etkilere yol agmustir. Ist sokunun bakir ile metallotiyonin indiiksiyonunda pozitif
etkiye sahip oldugu, ancak kurgunla birlikte uygulandiginda indiiksiyonu azalttigi gozlendi.
Ayrica 151 sokunun kadmiyum varhginda da kursunda oldugu gibi negatif etkisinin oldugu

ancak bu etkinin kursundaki kadar belirgin olmadig: gzlendi.

Chlamydomonas reinhardtii yesil alginde metal varhgmda metallotiyonin ekspresyonunu
protein diizeyinde incelemek i¢in indiikleyici olarak CuCl, kullanildi. Elde edilen proteinler
dogal jelde aynstirildiktan sonra jelin dietil-ditiyo karbamik asit sollisyonuyla muamele
edilmesiyle metallotiyonin proteinininin bakir baglama ozelliginden hareket edilerek bakirn
metallotiyonin ekspresyonunu indiikledigi anlagildi. 50 ve 100 pM CuCl, uygulanan yabani
tip hiicrelerinde farkli zaman araliklarinda ekspresyonun indiiklendigi ancak diizeyinde
herhangi bir fark olmadigi gozlendi. Hiicrelere uygulanan metal konsantrasyonu artirildiginda
100 pM’a kadar metallotiyonin ekspresyonu diizeyinde fark —gdriilmezken, bu
konsantrasyondan sonra artan konsantrasyonlarda (500 ve 1000 pM) metallotiyonin
ekspresyonu diizeyinin arttii goriildii. Duvarsiz mutant susunda da aym konsantrasyonlarda

benzer sonuglar elde edildi.

Farkli organizmalarda agir metal varhfinda MT ekspresyonuyla ilgili birgok caligma
bildirilmistir. Hong Kong gol ve nehirlerinde yaygin bigimde bulunan Tilapia mossambica ve
Cyprinus carpio baliklari iizerinde metallotiyoninin bakir ve ¢inko metallerine kars1 yanitinin
incelendiginde 7Tilapia bakira direngli bir tiir iken, Carp’in bakira duyarl bir tir oldugu ve
agir metale karsi dayanikli organizmada MT ekspresyonu gergeklesirken, duyarli olanda
ekspresyon goriilmedigi bildirilmistir (Lam vd., 1998). Degisik konsantrasyonlarda bakir

uygulanan istiridyelerde de bakirin Cu metallotiyoninlerin indiiksiyonuna yol agtigi ve MT
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indiiksiyonunda ilk dort giin  boyunca herhangi bir artig goriilmezken, lipid
peroksidasyonundaki azalmayla birlikte MT’lerde artis gérildugi bildirilmigtir (Ringwood
vd., 1998).

Sonug olarak, yiksek diizeyde agir metali biriktirebilme 6zelligi sayesinde sulardan agr
metallerin giderilmesinde kullanilma potansiyeline sahip Chlamydomonas reinhardtii yesil
algi ile yapilan bu galismada metalin iireme iizerindeki etkisi ve metabolizmaya baglh bir yolla
hiicre tarafindan toplandigi belirlendi. Agir metale karsi hiicresel detoksifikasyonu
saglayabilmek amaciyla sentezlendigi diisiiniilen 1s1 soku proteini HSP70 ve metallotiyonin
ekspresyonlarimin ~ agir  metalle  indilksiyonu  incelendi.  Uyguladigimiz metal
konsantrasyonlarinda HSP70 indiiksiyonu gozlenmezken; uygulanan tim konsantrasyonlarda
MT ekspresyonunun indiiklendigi goriildii. Elde edilen bu bulgular daha sonra yapilacak olan
algler araciligiyla metal giderimi ¢alismalan igin Chlamydomonas reinhardtii yesil alginde
agir metal stresi detoksifikasyonu mekanizmalariin = anlagiimast bakimindan 6nem

tagimaktadir.
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