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YEMIN METNi

Yiiksek lisans tezi olarak sundugum “ Selenyumun Clorella vulgaris rbcL ve psaB Genlerinin Ekspresyon
Seviyeleri Uzerindeki Etkileri “ calismamda bilimsel ahlak ve geleneklere aykir1 diisecek bir yardima
bagvurmaksizin yazildigii ve yararlandigim eserlerin kaynakga gosterilenlerden olustugunu, bunlara atif
yaparak yararlanilmis oldugunu belirtirim.
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OZET

Bu c¢alismada, mikroalg Chlorella vulgaris {izerine selenyum etkileri
arastirilmistir.  Bristol besiyerinde biiyiitilen Chlorella vulgaris’ten 4  grup
olusturulmustur: Grup I (kontrol; hi¢ sodyum selenit (Se) eklenmemis); grup 11, 1 M Se;
grup III 10 M Se ve grup IV 100M Se eklenmistir. Biiyiitiilen C. vulgaris’in 21. gliniinde
kiiltiir besiyerinden Ornekler alinip biyokimyasal ve gen ekspresyon ol¢iimleri igin
kullanilmistir. Parametrelerimiz total klorofil ve karoten Ol¢iimii, total protein, total
glutatyon (GSH) ve lipid peroksidasyon (LPO) seviyeleridir. iki adet gen iizerinde etkisi
RT-PCR (real time PCR) kullanilarak 6l¢iim yapilmistir. Bu genlerden biri RubisCo’nun
biiylik pargasi olan (rbcL) ve digeri de fotosistem I P700 klorofil apoprotein psaB
olmaktadir, rbcL genimizde 10 uM GSH uygulamasinda gen ekspresyon seviyeleri
artarken MDA (malonaldehit) seviyelerinde azalma gostermistir. 100 uM’lik Se
uygulamasinda kontrol gruplarimizla karsilastirdigimizda GSH degeri azalirken MDA
seviyelerinde artig saptanmustir. Sonuglarimiz 10 pM selenyum uygulamasinda, rbcL
geninin ekspresyonunu arttirdigin1 - gostermistir. Bu tez calismasi kapsaminda
selenyumun C. vulgaris lizerinde pro-oksidan ve antioksidan o6zelligi kesfedilmis ve C.

vulgaris’te fotosistem ile ilgili genler {izerine selenyumun etkileri ilk kez gdsterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyoteknoloji, Cholrella vulgaris; Malonaldehit; rbcL gen

ekspresyonu; Selenyum



ABSTRACT

In this study, the effects of selenium on microalgae, Chlorella vulgaris were examined.
Four groups of Chlorella sp. were cultivated using Bristol medium; group I (control); no
sodium selenite (Se); group II, 1 uM Se, group III, 10 uM Se, and group IV, 100 uM Se.
Algal biomass samples were collected for biochemical evaluation and gene expression
studies on 2. day of cultivation. The following parameters were investigated; total
chlorophyll and carotene content, total protein, total glutathione (GSH) and
malondialdehyde (MDA) levels. Gene expression levels of large subunit of Rubisco
(rbcL), photosystem I P700 chlorophyll a apoprotein A2 (psaB) genes were analysed
using real time quantitative polymerase chain reaction (RT-PCR). 10 uM of Se led to
increased GSH levels and decreased MDA levels when compared to control groups, while
a significant decrease in GSH and an increase in MDA levels in the presence of 100 uM
Se showed opposite effects. Our results suggest both pro-oxidant and antioxidant

activities of Se on Chlorella vulgaris, and upregulation of rbcL gene for the first time.

Keywords: Biotechnology; Chlorella vulgaris; Malondialdehyde; rbcL Gene

expression; Selenium.
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1. GIRIS

1.1. Selenyum

Selenyum (Se), element tablosunda VI A grubunda bulunan bir eser elementtir.
Yar iletken olup genelde ametal formunda bulunmaz. Elektrik ve 1s1y1 gegirir; 1s18a
maruz kaldiginda direncini kaybeder. Kokusu keskin olup -42 C°de sivilasir. Tehlikesi
hidrojen siilfiirden fazladir, ama karakteri gaz kimyasina daha yakindir (Reich ve Hondal,
2016). Selenyum insan saglig1 i¢in gereklidir ve biyolojik sistemlerde 6nemli rolii
bulunmaktadir. Se eksikligi kalp krizi, lireme sorunu ve kansere sebebiyet
verebilmektedir. Bagisiklik sistemini harekete gecirir (Papp ve ark., 2007; Rayman,
2012). Selenyumun periyodik cetvelde atom numarasi 34, atom agirlig1 78.94 olup metal
olan teluriyum ve metal olmayan siilfiir arasinda VI grupta yer alir (UKEGVM, 2002).
Bu sebepten metal ve metal olmayan elementlerin 6zelliklerini gosterir. Mikroalgler igin
oldugu gibi kuslar, memeliler, bakteriler ve baliklar i¢inde dnemli besin takviyesidir
(Ogle ve ark., 2009). Insan seleno-enziminin bir kismini1 yapisal olarak olusturur. Bu
enzimler metabolik yolda bagisiklik sistemi, tiroid hormon metabolizmasinda rol

oynarlar (Rayman, 1997).

DNA ’ya hasar veren radikaller selenyum sayesinde etkisizlestirilebilir. Selenyum
viral enfeksiyonlarla da savasir (Beck ve ark., 2000). Ornegin, AIDS/HIV viriisiiniin
bliyiime hizin1 yavaslatir. Mide ve bagirsak kanserine karsi bu organlarimizi korur
(Kieliszek ve Blazejak, 2016). Selenyum kiimes hayvanlarinda, deniz mahsillerinde ve
ette bulunup ayn1 zamanda sogan sarimsak ve kirmizi biberde de goriilmektedir (Chun ve
ark., 2010). Kemik erimesinde ve agrilarinda, derideki kirismalarda ve saglarda olusan
hasarlarda Se eksikliginin etkileri goriilebilir. Se, siilfiir iceren amino asitlerle ve
vitaminlerle iliski i¢erisindedir. Kadmiyum, glimiis, bakir ve arsenigin zehirli etkilerini
azalttig1 gibi kanda az konsantrasyonlarda kardiyak kaslarini etkilediginden kalp krizine
sebep olabilmektedir (Lofstedt, 1997) Aym1 zamanda tiroid hormonu T3 iireten bir
enzimin parcasidir (Wu ve ark., 2015) . Kimyasallarin yarattigi kanserden ve UV
1siklarindan  korur. Ozellikle hidrojen seleniir kompleksi kii¢iik miktarda selenyum
kompleksleri bagirsaktaki mukus membrani, karacigeri ve akcigerinde iritasyona sebep
olabilir (Alderman ve Bergin, 1986). Biyolojik sistemlerde 6zellikle antioksidasyon ve

detoksifikasyon mekanizmalarinda 6nemli fonksiyonu bulunan selenyum ve son yillarda



biyoteknolojide ele alinan arastirma konularindan olan gida takviyesinde kullanilan

mikroalglerle yapilmis caligmalar sinirhidir.
1.2. Biyoteknolojide Mikroalgler ve Chlorella vulgaris

Chlorella vulgaris, kiiresel veya elips morfolojisinde yesil bir mikroalgdir (Xian
Sun, 2014). Klorofile sahip oldugundan fotosentez yapabilmektedirler. Onemli besin
degerlerine sahiptirler, ¢iinkii proteinler agisindan zengindir ve ¢esitli vitaminler igerir ve
oksidasyon kapasiteleri yiiksektir. Tek hiicreli organizmalarda kendi tiirleri i¢in onem
tagimaktadir. Protein, yag asitleri, enzimler karetionitler ve 20’den fazla vitamin ve
mineral icerir. Dogal beta karotene sahiptir. %50-60’1 proteindir. C. vulgaris, klorofilin
dogada bilinen en iyi kaynaklarindan biridir. Yiiksek miktarda B12 vitamini icermektedir
(Fox, 1986). Bu 6zelliklerinin yaninda bir antioksidandir (Tapiero ve ark., 2003). Bir¢ok
calisma gostermektedir ki, C. vulgaris agir metalleri seliiloz duvarina yapistirir (Se, Pb
vb.) ve toksik metalleri viicuttan disar1 atarlar (Aksu, 1992). Chlorella genusuna dahil

mikroalgler ve selenyum ile yapilmis baz1 ¢alismalar bulunmaktadir.

Chlorella sorokiniana, Chlorella genusuna aittir. 100’den fazla susa sahiptir. Tek
hiicrelidir (Wu et al., 2001). Hiicreleri oval ya da kiire bigiminde olup, 5-10 pum’dir.
Sertlik onleyen yari selliiloz hiicre duvarina sahiptir. Chlorella sp. kiitle yigimi agisindan
organik baglanmis Se yerine diger bir kaynak olarak diisiiniilmektedir. 100 mg/L selenata
maruz kalan C. sorokiniana, kendini beslenme sekli sonucunda genis gozelerin hiicrelerin
bozulmasiyla 6lebilmektedir (Gojkovic ve ark., 2013). Se doza bagli olarak zehirli ya da
yararli olabilir. Mikroalglerin metabolizmasinda oksidatif stres ele alinirsa Se 4 ayri
formda bulunur: elemental Se (0), selenit (-2), selenit (+4), selenit (+6) (Beilstein ve
Whanger, 1986). Selenyum uygun konsantrasyonda oksidatif stresi azaltarak antioksidan

etki gosterebilmektedir.
1.3. Oksidatif Stress
1.3.1. Relatif Oksijen Tiirleri

Organizmada gecis metalleri (Fe?" ve Cu® gibi metaller) icermesiyle, molekiiler
oksijene (O) tek elektron transferi ile oksidasyon reaksiyonlar meydana gelir. Molekiiler
oksijen, dogasinin bir sonucu olarak yiiksek derecede reaktif oksijen tiirleri (ROT)

olusturma egilimindedir (Shinde Ganu ve ark., 2012). Hiicrede olusan ROT lar, ¢esitli



hiicresel yapilara zarar verebilmekte ve antioksidasyon savunma sistemleri ile etkisiz hale

getirilebilmektedir.
1.3.2. Siiperoksit Dizmutaz

Stiperoksit dizmutaz hiicrelerde antioksidan savunmada rol oynayan baslica
enzimlerden biridir. Iki siiperoksit molekiilii, siiperoksidin dizmutasyonu reaksiyonunda
iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni olustururlar (Dawn ve ark.,
1996). Bu reaksiyon radikal olmayan triinler meydana gelmesi sebebiyle dizmutasyon
reaksiyonudur, kendiliginden gergeklesir ya da siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi
tarafindan katalizlenir. Spontan dizmutasyon, pH 4.8’de en hizlidir (Dawn ve ark., 1996).
Enzimatik dizmutasyon ise spontan olusana oranla daha yavastir. Burada nétral ya da
alkali pH’da daha belirgindir. Siiperoksit dizmutaz, siiperoksit antioksidan enzim olup
serbest radikalinin hidrojen peroksite ve molekiiler oksijene katalize eder. SOD’un
gorevi, oksijeni metabolize eden hiicreleri, oksijeni siliperoksit serbest radikalinin lipid
peroksidazyonu gibi zararli etkilerine karsi korumaktir. Aktivitesi, yliksek oksijen

kullanim1 olan dokularda daha fazladir.

1.3.3. Fenton ve Haber-Weiss Reaksyonlar:

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadigr halde ROT kapsamina girer ve
serbest radikal biyokimyasinda énemli bir rol oynar. Ciinkii Fe** veya diger gegis
metallerinin varliginda Fenton reaksiyonunda O, ’nin varliginda Haber-Weiss reaksiyonu
sonucu en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali (OH")
olusturur. Siiperoksit radikalinin lipid ¢6ziiniirliigii sinirl oldugu halde hidrojen peroksit
lipid ¢oziilebilir. Bu nedenle hidrojen peroksit kendisinin olustugu yerden uzakta olan

fakat Fe?* igeren membranlarda hasar olusturabilir (Dawn ve ark., 1996).
1.3.4. Serbest Radikaller

Hiicrelerde ROT artis1 ve olusumu, enflamasyon, radyasyon, yaslanma,
normalden yiiksek parsiyel oksijen basinci, ozon ve azot dioksit, kimyasal maddeler ve
ilaglar gibi uyaricilarla saglanir. Serbest radikaller hiicreler lipid, protein, DNA,
karbonhidrat ve enzim vs. molekiilleri lizerine etkilidir. Siiperoksit radikali ve hidroksil

radikali sayesinde sitoplazma, mitokondri, ¢ekirdek ve endoplazmik retikulum (ER)



zarlarinda lipit peroksidasyonu baslar (Burtis ve Ashwood, 1999). Zarlarda lipit
peroksidasiyonu meydana gelmesi sonucu zar gecirgenligi artar. Serbest radikaller
yoluyla proteinlerdeki sistein siilthidril gruplar1 ve diger aminoasit kalintilar1 okside
olarak yikilir, niikleus ve mitokondri DNA’s1 okside olur. SOD, bdylece hiicre hasarina
yol agar. Hiicrede ROT ve serbest oksijen radikallerinin neden oldugu hiicre hasarinin
bircok kronik hastaliga sebep oldugu diisiiniilmektedir. Bronsit/anfizem, Parkinson
hastaligi, alkolik karaciger hastaligi, Down sendromu, yaslanma gibi durumlar 6rnek

olarak verilebilir (Halliwell, 1994).

Serbest radikaller kolestrol ve yag asitlerinin doymamis baglar1 ile kolayca
reaksiyona girerler ve bunun sonucu peroksidasyon iiriinleri olustururlar. Biyolojik
materyallerde, malondialdehit (MDA) 6lgiilmesi lipit peroksit seviyelerinin indikatorii
olarak kullanilir. Proteinler serbest radikallere kars1 doymamis yag asitlere goére daha
hassastirlar. Bu da aminoasit kompozisyonlarina baglidir. Doymamis bag ve kiikiirt
iceren histidin, fenilalanin, gibi aminoasitlere sahip proteinler serbest radikallerce
kolayca etkilenirler. Sonugta 6zellikle siilfiir radikalleri ve karbon merkezli organik
radikaller olusur. Bu degisim hassasiyete yol agar. Enzim ve reseptdr proteinlerin
fonksyonlarini bozar (Reznick, 1992). Iyonize edici radyasyon sonucunda olusan serbest
radikaller DNA’y1 etkiler. Hiicrede mutasyon ve 6liim sebebidir. Hidroksil radikalleri,
deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girer. Aktive olmus notrofillerden
kaynaklanan H>O, membranlardan gegebilir ve hiicre nukleusuna ulagarak DNA hasarina,

hiicrede islem kaybina ve hiicre 6liimiine yol agabilir (Honvood ve Epe, 1993).
1.3.5. Antioksidan Savunma Sistemleri
Antioksidanlar dort ayn sekilde etki eder:

1) Serbest oksijen radikallerini etkiler, tutar veya daha zayif yeni molekiile

cevirir. Antioksidan enzimler ve kii¢iik molekiiller bu etkileri gosterirler.

2) Antioksidan, serbest oksijen radikalleriyle etkilesir. Onlara bir hidrojen
ekleyerek aktivitelerini azaltir veya inaktif sekle doniistiiren etkidir. Vitaminler 6rnek

olarak verilebilir.

3) Serbest oksijen radikallerini baglayabilirler. Hemoglobin, seruloplazmin

ve mineraller bu etkiyi gosterirler.



4) Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmas: etkilerine sahip

olabilirler.

Antioksidanlar, endojen ya da eksojen kaynakli olabilmektedir. Enzim olanlar:
SOD, glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon S-transferaz(GST), KAT, mitokondriyal
sitokrom oksidaz sistemi, hidroperoksidaz. Enzim olmayanlar: melatonin, seruloplazmin,
transferrin, miyoglobin, ferritin, bilirubin, glutatyon, sistein, metiyonin, {irat, laktoferrin,
albiimin olabilir. Eksojen antioksidanlara ise vitaminler, ilaglar ve gida antioksidanlari

ornek olarak verilebilir.

Antioksidan 6zelligi de bulunan selenyum yigilmasi biiylimeyi ve fotosentezi
azaltabilirken hiicre yapisina da zarar verebilir. Mikroalgler, genelde yiiksek metabolitler
ve fazla doymamis yag asitleri, pigmentler, antioksidanlar igerdigi i¢in hayvan yemi veya
gida takviyesi olarak kullanilir (Becker, 2007; Pulz ve ark., 2004; Spolaore ve ark., 2006;
Becker, 2007; Stengel ve ark., 2011). Klorofita, mikroskopik oOkariyot yosunlar ve
makroskopik formlar olarak sivisal fotosentetik organizmanin biiyiikk bir bolimiinii
kapsar. Karakteristikleri klorofil a ve b, ¢ift zarli membrani olan kloroplast, polisakkarit
saklama olarak, plastidin i¢inde tilakoyit ve nisasta depolari olarak kullanilir (Tomasseli,
2005). Yesil yosunlarin siniflara ayrilmasi morfolojik, ince yapisal ya da molekiiler
karakterlerine dayanir (Tomasseli, 2005). Molekiiler siniflandirma ribozomal DNA,
kloroplast ve ribosomal genler gibi molekiil isaretliyicilerin tiir evrimi analizine dayanir
(Proschold ve Liaertld, 2007; Rodriguez ve Salinas, 2012). En 6nemli 6karyotik mikro-
yosun tiirleri Chlorophyceae ve Trebouxiophyceae’ye aittir. Tek bir tip hiicre boliimesi
tipi gosteren, tomurcuklanma sayesinde birlesmis tek hiicreli yosunlar, gidalarda
cogunlukla olan ve gida takviyesi olarak da hayvan yemlerinde de en sik kullanilan
selenyumun formu selenometiyonin (SeMet)’dir. Selenitten ve selenit tuzlarindan daha
etkilidir (Gojkovic ve ark., 2013). Mikroalg biyokiitle, biyoaktif Se- amino asitler
biyolojide tasiyict olarak kullanilir. Sitozolde bulunur ve 4 selenyum atomu igeren

tetramerik bir yapidadir.

GSH-Px, hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir. Fosfolipit
hidroperoksit GSH-Px monomerik yapidadir ve asil goérevi membrane fosfolipit
hidroperoksitlerini akollere indirgemektir. GSH-Px, zara bagli en dnemli antioksidan

vitamin E yetersizken, hiicre membranini peroksidayonuna kars1 korur. GSH-Px, alkole



indirgenme sonucu olusur ve okside glutatyonun GSH’a doniisiimiinii katalize eder. Diger

onemli enzimlerden olan katalaz, hidrojen peroksidi suya ve oksijene ayirir.
1.3.6. rbcL geni

rbeL geni filogenetik iliskiler i¢in degerli bir aragtir. Bu gen, genellikle fotosentez
yapan organizmalarin kloroplastlarinda bulunur (Freeman ve ark., 2010). Bu gen,
fotosentetik organizmalarda 6nemli bir faktordiir ve de genetik benzerlik veya farkliliklar
gosterir. Ribuloz-1,5-bifosfat karboksilaz/oksigenaz’in biiyiik alt birimini kodlar (Geilly
ve ark.,1994). RubisCo karbon fikslemede karboksilasyonu katalize eder. 3-
fosfogliserattan 2 molekiil olusur ve bu molekiiller ATP tarafindan fosforile edilip,
NADPH tarafindan da indirgenir ve bunlarla gliseraldehit-3-fosfat olusur. Bunlardan
bazilar1 glukoz ve fruktoz iiretirler. Kalan1 ise RuBP’nin yenilenmesinde kullanilan

reaksiyonda substrat olarak gorev alir (Freeman ve ark., 2010).

Kloroplast, DNA’nin mutasyonel etkin noktasindaki rbcL 'ye yakin kodlamayan
noktada gen doniisiimiinden sorumlu olan RubisCo, ayni zamanda O;’nin RuBP’ye
katilmasini katalize eder. Eger yeteri kadar O, ve CO; varsa, CO; akis1 indirgenir.
RuBP’nin O; ile reaksiyona girmesi fotorespirasyonda sona erer. Bu da ATP aligverisine
gore fotosentez oranini diisliriir (Harris ve ark.; 1983). Ayni zamanda, CO,, genelde
karbon sabitlemek i¢in iiretilir (Freeman ve ark., 2010). Atmosferdeki denge degisir ve
fotosentez devam eder. Fotosentez yapan organizma bu yetenegini kaybetmez. Bu da bize
rbcL genini kullanarak genin degisebildigini gosterir. rbcL (ribuloz bifosfat karboksilaz
uzun zincir), RuBisCo su reaksiyonu katalize eder: D-ribuloz 1,5-bifosfat, karbon dioksit
sabitlesiminde fotorespirasyondaki pentozu oksidatif parcalanmasinda rol oynar (Ye ve

ark., 2017).
1.3.7. psaB Geni

psaB geni proteini, FSI P700 klorofil apoprotein A2’dir (Stampacchia, 1997).
Chlamydomonas reinhardtii (Chlamydomonas smithii) organizmasinda tanimlanmistir
(Stampacchia, 1997). psaB P700, FST’in ilk elektron vericisidir. Chlamydomonas, psaB
geninin kayma mutasyonuna sahiptir ve fotosentetik tasiyicilar secer (Bock ve ark.,

1993).



1.3.8. Kloroplast Nasil Etkilenir?

Selenyuma maruz kalan hiicrede kloroplast en fazla etkilenen organeldir ve zarar
derecesi selenyumun miktarina baghdir (Brown ve ark., 2001; Morlon ve ark., 2005;
Geoffroy ve ark., 2007; Vitova ve ark., 2011; Reunova ve ark., 2007). 50 mg/L selenite
maruz kalan S. quadricauda’nm fazla yapisal zarar gozlenmistir. 100 mg/L selenite
maruz kalirsa kloroplastin sararmasi, hiicrenin kotii bir forma sahip olmasi ve normal
olmayan morfolojiye sahip olmasi ile sonuglanir (Vitova ve ark., 2004). Sorokiniana’ya,
40 ve 100 mg/L selenat ilave edildiginde, tilakoyitlerde parmak izi goriinimi ve
tilakoyitlere yakin olan, plastoglobiil (strese cevap vermede rol alan lipoprotein) sahip
daha az siki stroma yapis1 gézlenmistir (Steinmiiller ve ark., 1985; Cuaresma-Franco ve
ark., 2012). Fazla fosfor ve selenat verilen C. reinhardtti’de de selenyum igeren gozelerin,
hiicre detoksuna yardimci oldugu diisiiniilmiis, ancak elemental selenyumu azaltma

kabiliyeti siyanobakteride hala belirlenmis degildir (Geoffroy ve ark., 2007).
1.3.9. Selenyumun Fotosenteze Etkisi

Selenyumun fotosenteze etkisi i¢in FSI'nin fotokimyasal performansi
incelenebilir (Liittge, 1994). FSII ve FSI’deki fotosentetik elektron transferi, azdan ¢ok
redoks potansiyeline giden elektron transfer reaksiyonlarina sahip olan elektron tasiyici
zinciri ile meydana gelir (Masojidek ve ark., 2005). FSII’deki elektron alicis1 15181n
darbesi ile azalirsa, uyarilan enerji, anten klorofilleri tarafindan emilir. FS’nin reaksiyon
merkezine transferi yerine floresan ya da 1s1 seklinde yayilabilir (Schreiber ve

Klughammer , 2008).

S1v1 ortamlarda ¢gogunlukla suda ¢oziilebilen selenit (Se VI) formunda bulunur ve
algler i¢in onemlidir (Martens, 2004; Bock, 2011). Selenyum yolagi 2 yol olarak
disiiniiliir: (1) Yiksek bitkilerde Se metabolizmas1 mikroalginkine analogdur. (2) Siilfiir
metabolik yolagina benzerligiyle mikroalg aminoasit ve proteindeki ile birlestirilmistir
(Bottino ve ark., 1984). Selenit degisik mekanizmalar ile alinir; bunlar mikroalg
kiiltiirlerinin ne kadar zehirli olduguna baghdir (Umysova ve ark., 2009). iki selenit alma
mekanizmas1 vardir: selenit yiiksek yapisal benzerlik dolayisi ile ATP’ye bagh aktif
transport olay1 ve az yapisal benzerlik dolayis: ile selenit icin pasif transport olayi.
Bitkilerde de selenat ve siilfat kok epidermal plazma zar1 etrafindan dolasip, kokteki
tasiyici ile yiiksek benzerlik sayesinde koke alis gerceklesir. Tam tersi kok ve yapraklarda

az benzerlik dolayisiyla, siilfat/selenat topraktan koke alinir (Sors ve ark., 2005). Alim
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cesidine bagl olarak selenat ve siilfat ayn1 metabolik yolaktan geger (Fournier ve ark.,

2010;Neumann ve ark., 2003).

FSII sistemi, zarin yiginina yerlesmistir ve tiilakiotleri siki tutan LHCII ile
birlesiktir (Nelson ve Cox, 2008). Ribuloz-1,5-bifosfat karboksilaz/oksigenaz en 6nemli
proteinlerden biridir. 3-fosfogliserati sunan ribuloz-1,5-bifosfat veya ayni1 molekiilii 3-
fosfogliserat ve 2-fosfoglikalat oksijene eder. 16 proteinden olusur: sekizi biiyiik alt
parcalar diger sekizi ise kiigiik alt parcalar (Okaryotlarda, biiyiik alt birimler i¢in olan
genler kloroplast genomunda ve kiiglik alt birimler i¢in olan genler ise nukleusta
bulunmaktadir. Fotosentetik prokaryotlarda her iki alt birimde genler beraberdir (Gatenby
ve Ellis, 1990). Okaryotik igerik, kiiciik alt birim i¢in olan genin nukleusa yerlesmesinin

evrimin en erken safhalarinda oldugunu gosterir.

Bu calismada bir mikroalg tiirii olan Chlorella vulgaris, cesitli selenyum
konsantrasyonlarinin etkilerini analiz etmek i¢in kullanilmistir. C. vulgaris'de toplam
klorofil (Cl;, ve Cly), toplam karotenoidler, total protein, total GSH, total malondialdehid
(MDA) diizeyleri olgiilmiistiir. C. vulgaris'de rbcL ve psaB genlerinin ekspresyon
seviyeleri, ilk kez ger¢ek zamanli PCR kullanilarak farkli selenyum konsantrasyonlarinin

varliginda karsilastirilmistir.



2. MATERYAL ve METOD

2.1. Chlorella vulgaris’in Kiiltiir Kosulllar:

C. vulgaris the University of Texas at Austin Alg Kiiltiir Koleksiyonundan
(UTEX) temin edilmistir (UTEX No. 26, Teksas, ABD) ve Bristol agar ortaminda

biiytitiilmiistiir.

Stok soliisyonlar: NaNOs (25g/L), CaClI ,.2H,O (2,5 g/L), MgS04.7H,0 (7,5
g/L), KoHPO4 (17,5 g/L), NaCI (2,5 g/L). Her soliisyondan 10 mL alinip 940 mL saf su
ilave edilmistir ve son olarak 1 g/L pepton eklenmistir. % 1.5 agar katilastirma icin
kullanilmistir. Bristol ortam1 121 C°’de 15 dakika otoklavlanmstir. C. vulgaris kiiltiirleri
0ze kullanilarak petrilere ekilmistir. Kiiltiirler siirekli 1s1k altinda 25 C°’de aydinlatilmaya
birakilmistir. 60 mL Bristol igeren 100 mL’lik siserlere aktif kiiltiirler biiylime igin
transfer edilmistir. Sodyum selenit eklenip 4 deney grubu hazirlanmistir: 0 pM, 1 uM, 10
uM, 100 uM sodyum selenitli ¢ozeltiler yosunun ayni1 miktar1 60 mL ortam igeren kiiltiir
sigselerine asilanmustir. C. vulgaris 21 giin siire ile 185 rpm’de 25C°’de 151k altinda
inkiibatorde (Thermo Sciencfic, Q4000-04, ABD) biiylimeye birakilmistir.
Kontaminasyonu engellemek i¢in deneyin her asamasinda aseptik teknik uygulanmstir.

21. giinde biyokimyasal ve gen ekspresyon analizleri i¢in kiiltlirlerden 6rnek alinmistir.
2.2. Hiicre Saymm

0 uM, 1 uM, 10 uM and 100 pM selenyum varliginda biiyiitiilen C. vulgaris’ten
alman Ornekler hemositometrede mikroskop altinda sayilmistir. Hiicreler 5 karede
sayllmis ve su formiil ile hesaplanmistir: total hiicre/mL=total sayilan hiicre x seyreltme

faktori / kare sayis1 x 10.000 hiicre/mL.
2.3. Klorofil Olgiimii

Her deney grubundan 1 mL alinarak, hiicreler 4000 rpm’de 5 dakika icin klorofil
igerigini 0lgmek amaciyla santrifiij edilmistir. S1vi listiinde kalan kisim atilip kalan pelete
2 mL metanol eklenmistir. Karigim 10.000 rpm’de 1 dakika homojenizatérde homojen
olana kadar karistirtlmigtir. Siv1 iistiine kalan kisim sogurganlik tiiplerine yerlestirilmistir.

Metanol saf 6l¢lim icin kullanilmistir. 666 nm, 653 nm ve 470 nm’de absorbanslari



Ol¢iilmiistiir. Bu derecelerdeki olglimlerden pigment hesaplart su formiillere gore

hesaplanmistir (Aydinoglu, 2014; Dere et al.1998).
Ka=15,65A666-7,340A653 Kb=27,05A653-11,21A666

Kx+C=1000A470-2,860KK-129,2 Kb/245

2.4. Biyokimyasal Analizler
2.4.1. Total Protein Tayini

Total protein konsantrasyonu Lowry Metoduna (1951) gore Folin indikatorii
(Sigma, F-5292) ile ol¢iilmiistiir (Lowry ve ark., 1951). Sigir serum albumin (Sigma)
standart olarak kullanilmigtir, Alkali ortamda indirgenmis bakir ve proteinlerin yan
zincirinde yer alan tirozin, triptofan ve sistein aminoasitleri Folin-Fenol reaktifini
indirgeyerek renk olusumuna neden olur. Olusan rengin siddeti protein konsantrasyonu

ile dogru orantilidir ve 660 nm’de spektrofotometrik olarak ol¢iiliir.

Soliisyon A: 4 mg/mL NaOH ve 20 mg/mL Na>COs saf suya eklenir. 2 g NaOH
ve 10 g NaxCOs3; 400 mL saf suya eklenir ve tamamen c¢oziilene kadar karistirict ile

karistirilir ve hacim 500 mL’ye tamamlanir.

Soliisyon B: 10 mg/mL potasyum sodyum tartarat ve 5 mg/mL CuSOssuda
¢oziliir. 100 mg potasyum sodyum tartarat ve 50 mg kurik siilfat 8 mL suya, plastik
falkon tiipiinde tamamlanir. Tamamen ¢6ziiliinceye kadar karigtirilir ve hacim 10 mL’ye
tamamlanir. Soliisyon A ve B karistirilir ve 4 C°de saklanir. Hazirlanan Lowry soliisyonu

6 aya kadar kullanilabilir.

Ornekler cam tiipe konulup hacim 200 pL’ye tamamlanmistir. Her tiipe 1 mL
Lowry soliisyonundan eklenip vortekslendikten sonra 15 dakika bekletilmistir.
Vortekslerken her tiipe 100 pL Folin Fenol eklenmis ve 30 dakika bekletilip, 660 nm’de

Olclilmiistiir.
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2.4.2. Total Glutatyon Tayini

GSH olgiilirtken Elman indikatorii kullanilmistir. Thermo Scientific Pierce
Ellman’s Reagent (DTNB) siilfiihidril gruplarla renkli bir iiriin vermek i¢in kullanilir.
Soliisyondaki azalan sistein ve diger serbest siilfihidrilleri 6lgmeyi engeller. Glutatyon
standard1 (Merck) calismada kullanilmistir. Glutatyon tayini Beutler (1975) metoduna
gore yapilmistir. 0.02 g; 0.003 g; 0.04 g; 0.05 g; 1 g; 1.5 gram Ol¢lilmiis ve az miktarda
dH20 ile ¢oziiliip hacim 50 mL’ye tamamlanmistir. Proteinsizlestirme ¢ozeltisi ilave
edilip vortekslenmis ve daha sonra 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. 1 mL alg
tiipe damlatilip 5000 rpm’de 20 dakika karistirilmistir. Ustte kalan sivi atilmis. 2 mL

metanol pelete eklenip karistirilmis ve 10 dakika santrifiij edilmistir.

1. Sodyum sitrat soliisyonu (%1 g): 1 g sodyum sitrat olgiiliir, saf suda ¢oziiliir

daha sonra 100 mL’ye saf su ile tamamlanmustir.

2. Ellman soliisyonu: 40 mg DNTP (5-5 ditiyobis 1-2 nitrobenzoik asit) sodyum

sitrat soliisyonunda ¢oziilmiis ve sodyum sitrat soliisyonu ile 100 mL’ye tamamlanmustir.

3. Proteinsizlestirme ¢ozeltisi: 1.67 g metaphosforik asit, etilendiamin tetra asetik
asidin 2 g sodyum tuzu and 30 g sodyum kloriir saf suda ¢oziilmiis ve 100 mL’ye

tamamlanmustir.

4. Sekonder sodyum fosfat sollisyonu: 4.26 g sodyum fosfat az miktarda safsuda

¢Oziilmiis ve hacim 100 mL’ye tamamlanmistir (Beutler 1975).

Tablo 1: GSH él¢iimii icin hazirlanan tiipler

Kor Ornek
Ustte kalan sivi - 500 pL
Saf su 500 pL -
NaHPOq4 - 1 mL
Ellman soliisyonu - 250 pL

Kor olarak saf su kullanilmis ve sogurganlik 412 nm’de 6l¢iilmiistiir.

DTNB serbest bir siilfihifril grubuyla, bir disiilfit karisimim1 ve 2-nitro-5
tiyobenzoik asidini (TNB) iiriin verebilemek icin reaksyona girer. Hedefi ise serbest

stilfithidril grubun R-S-, birlesmis bazidir.
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Reaksiyon orani degisik faktorlere baglidir:

(1) Reaksiyonun pH’st siilfihidrilin pKa’s1

(2) elektrosatik ve sterik etkiler. DTNB, bu reakyonun iirettigi renkli tiirdiir.
2.4.3. Total Malondialdehit Tayini

Malondialdehit (MDA), bir lipid peroksidayon (LPO) iiriniidiir ve 1,1,3,3-
Tetraetoksipropan (Sigma) standart alinarak kullanilmistir. Calismada Ledwozyw (1986)
metodu uygulanmistir. Standart konsantrasyon araliklar1 1 nmol/mL, 2.5 nmol/mL, 5
nmol/mL, 10 nmol/mL, 25 nmol/mL ve 50 nmol/mL olarak hazirlanmistir. Sogurganlikta

Olgiim, saf su ile 532 nm’de Olgiiliir.

4000 rpm’de 10 dakika santrifuj edilir. Ustte kalan sivi kisim atilir. Alltaki
yogunluk 1.8 mL tiyobarbitiirik asit ve trikloroasetik asitle karistirilir. 95-100 C°’de 10
dakika inkiibe edilmis ve sogumaya birakilmigtir. 4000 rpm’de 10 dakika tekrar santrifuj

edilmis ve absorbans 532 nm’de dl¢lilmiistiir.
2.5. Total RNA Izolasyonu ve Ters Transkripsiyon

Total RNA, gore gen ekspresyonu ¢alismasi i¢in ticari bir kit (Zymo Research,
Quick-RNA MiniPrep, CA, ABD) kullanilarak protokoliine izole edilmistir. RNA
konsantrasyonlar1 bir spektrofotometre (Thermo Scientific, ABD) kullanilarak 6l¢iilmiis
ve 260/280 nm sogurganlik oranina dayanilarak hesaplanmistir (Qian ve ark., 2008).
cDNA sentezlemek igin RNA ekstraktlar1 kullanilmistir. cDNA mastermix (Roche) 8 uLb
tampon, 2 pL ters transkriptaz ve 10 u. DNaz / RNaz serbest su igermistir. Su program
1s1 dongii (termal cycler)’de (BIO-RAD, TI00 Termik Ddngiileyici) kurulmustur: 25
°C’de 10 dakika (primer tavlama), 42 °C’de 15 dakika (ters transkripsiyon), 85 °C’de 5
dakika boyunca (inaktivasyon). Su karisim, toplam RNA (10 ul) i¢in hazirlanmistir: 5x
TransAmp tamponu (4 ul), ters transkriptaz (1 pL) ve DNaz / RNaz serbest su (5 pL).

Reaksiyon iirlinleri, ger¢ek zamanli PCR analizi oluncaya kadar -80 °C’de saklanmuistir.

2.6. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Ters transkripsiyon (RT), bir RT-PCR (Roche Light Cycler, ABD) kullanilarak

gerceklestirilmistir. Ayni reaksyon kosullar1 altinda segilen genlerin ger¢ek zamanh
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polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) analizini kolaylastirmak icin primerler Medsantek

(Istanbul, Tiirkiye) firmasinda temin edilmistir. Calismada asagidaki primerler

kullanilmustir:
18SrRNA(ileri) 5’-TTGACGGAAGGGCACCA-3 (ters) 5’-
CACCACCCATAGAATCAAGAAAGAG-3’ igin. RbcL (ileri) 5-

CTTGGACGACTGTATGGACT(ters) 5
5’-ATACCGTGAGGAGGACCTTG-3’ (Qian ve ark., 2008).

18SrRNA transkripti, mRNA ve ¢cDNA’nin miktar ve kalitesindeki degisimleri
ortadan kaldirarak sonuclari normallestirmek ic¢in kullanilmistir. Her mRNA seviyesi
kendisinin 18SrRNA’ya orani olarak ifade edilmistir. 6 uL SYBR, Mg icermeyen 12 pL
tampon, 9.6 uL MgC12, 2.4 uLL DNTP, 51 pL H20, 3 pL Taq, 3 pL R-Primer ve 3 ul
Primer R, 15 pL iceren Mastermix Rbcl- (6x), 5 uL’ye boliinmiistiir ve RT-PCR
baslatilmistir. Dongii parametreleri, 95 °C’de 10 saniye ve ardindan 95 °C’de 5 saniye
sonra 40°C’de ve 60 °C’de 31 saniyedir. Veriler, her uzatma adiminin sonunda toplanmis.
Kontrol ve deney gruplar1 arasindaki gen ekspresyonlarinin miktarlari 2-AACT yontemi

ile analiz edilmistir (Livak ve Schmittgen 2011).

2.7. istatistiksel Analizler

Tiim deneyler ticer defa tekrar edilmistir. Veriler tiim grafiklerde ortalama + SD
olarak ifade edilmistir. Tiim sonug gruplari, tek yonliit ANOVA varyans analizi, ardindan
IBM igin Sosyal Istatistik Paketi (SPSS) (siirim 24) kullanilarak gruplarin
karsilastirilmasi icin bagimsiz 6rneklem t-testi ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Sonuglar p<0.05 diizeyinde anlamli kabul edilmistir.
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3. SONUCLAR

3.1. Total Klorofil ve Karoten I¢erigindeki Degisim

Tablo 2, C. vulgaris selenyumun yol actifi klorofil a, b ve tiim karoten
degisikligini gostermektedir. Total Kla ve karoten iiretimi selenyum arttikca azalma
gostermektedir. Ka ve karoten iiretimi grup IV’te (0,9 pg/gfw) azalirken,
konsantrasyonlar1 kontrol grubuna ve grup I deneyine (2.4 ve 2.3 |ig/gfw) benzerlik
gostermektedir. Kb miktar1 (1.5 pg/gfw) ise yiiksek selenyum konsantrasyonlarinda (100
uM) artma gostermektedir; ozellikle kontrol (1.2 pg/gfw) ve az selenyum miktarina
maruz kalan gruplarla karsilastirildiginda. Sonuclar bize, selenyumun karoten ve Ka
tiretimini olumsuz etkiledigini ve Kb ‘de ise varligmin iiretimi arttirmakta oldugunu

gostermistir. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamigtir (P>0.05).

Tablo 2: C. vulgaris’te selenyumun yol actig1 klorofil a, b ve tiim karoten
degisikligi. Ka: Klorofil a; Kb :Klorofil grup1: hi¢ selenyum eklenmemis;grup2:
1pM selenyum eklenmis;grup3: 10pM selenyum eklenmis; grup4: 100 pM

selenyum eklenmis

Gruplar K, K. Karoten

1(Se 0uM) 1.88+0 46 1224023 0.98+0.31
2(SeluM) 1.96:0.31 1.49+0.13 0.86+0.14
= {58 D) 1.97+0.43 1224022 Gresin]
4(Se 100 uM) 1.4520.53 1.3540.16 0.57%0.17

3.2. Total Protein Miktarindaki Degisiklikler

1 uM ve 10 uM konsantrasyonda selenyum iceren gruplarda (6.8+0.5 mg/mL ve
7.9+0.01 mg/mL) protein igerigi artmakta olup 100 uM selenyumla muamele edilende ise
miktarda kontrol grubuna (5.6+0.1 mg/mL) oranla bir azalma (5.0+0.02 mg (mL)
saptanmustir. (Sekil 1)
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Sonuglarimiz, 10 uM selenyumla muamele edilmis deneye kadar totaldeki protein

tiretiminin arttigini, 100 uM’da ise bir azalma oldugunu gostermistir.

Sekil 1: Total protein miktarindaki degisiklik.

10

8
6 I

kontrol

[Y=]

~

Total Protein
konsantrasyonu (mg.mL-")

S = NN Wse W

10M Se: 10 M selenyum eklenmis. Se100: 100M Selenyum eklenmis
3.3. Total Malonaldehit Seviyeleri

MDA seviyelerinin selenyumla muamele edilmekle etkilendigini gostermektedir.
1,9 umol/mL MDA grup 4’teki 6rneklerde gozlemlenirken, 1 uM selenium ile muamele
edilende kontrol grubuyla karsilas tinldiginda (1,4 pumol/mL) MDA seviyelerinde bir
azalma gozlemlenmektedir. MDA seviyeleri 10 M selenium ile muamale edilen 6rnege
kadar azdir. Sonuglar, artan selenium konsantrasyonlarinin oksidatif strese sebep
oldugunu gosterirken, az lipit peroksidasyonun ise az selenyum konsantrasyonlarinin

sebep oldugunu gostermektedir.

Sekil 2: Total MDA seviyeleri.

kontrol

= v

protein)

MDA diizeyleri (umol MDA/mg

10M Se: 10 M selenyum eklenmis. Se100: 100M Selenyum eklenmis
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3.4. Total Glutatyon (GSH) Seviyeleri

Grup II (22,5 pg/mL) ‘de ve grup III’de (42,7 pg/mL) kontrol biyokiitle
orneklerinde bulunan diigik GSH seviyeleri ile karsilastirildiginda artmistir. Diger
taraftan ise 100 pM selenyum konsantrasyonunda tiiketildigi gorilmektedir. GSH
sonuglarimiz 10 pM selenyum ile muamele edilen deneyimizde C. vulgaris ‘in

antioksidan kapasitesinin iyilestirilmis oldugunu gostermistir.
Sekil 3: Total glutatyon (GSH) seviyeleri.

3.5

2.5

1.5

SH duzeyleri (ng GSH mg protein)

0.5

Kontrol Se10 Se100

10M Se: 10 M selenyum eklenmis. Se100: 100M Selenyum eklenmis
3.5. rbcL ‘nin gen ekspresiyon seviyesi

RNA izolasyonunu ve cDNA sentezini takiben, nicelikli PCR analizi selenyum
etkisine bagli oksidatif streste cevabini degerlendirmek i¢in RubisCo’mm biiytlik alt
biriminin gen ekspresyon seviyesini belirlemek i¢in kullanilmistir. Sekil 4 #bcL nin relatif
gen ekspresyon seviyelerini gostermektedir. Bu seviye sirasiyla 10 uM’de 1,76 kere ve
100 uM’de 0,86 kere artmistir. Diger taraftan, az selentum muamalesinde ise 0,36 kere
azalma goriilmektedir. rbcL gen ekspresyon sonuglart selenyum ile muamlenin

RuBisCo geninin fazla regiilasyonuna sebep oldugu gosterilmistir.
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Sekil 4: rbcL’nin relatif gen ekspresyon seviyesi.

3.5
° 3
> 25
S
£ 2
< 1,5
o 1
8,“‘ 0,5
— 0
-0,5 ’
-1
-1,5
rbcL group Il vs. rbcL group Il vs. rbcL group IV vs.
group | group | group |
» Fold Change -0,36 1,76 0,86
Sekil 5: psaB gen ekspresyonu.
0 —
-0.1
S
% '0.2
= -0.3
(&)
T -04
2 05
o~
S 06
-
-0.7
-0.8 S
saB group Il vs. PsaB group Il vs.
group | group |
m Fold Change -0.04 -0.68

3.6. psaB: Fotosistem I P700 Klorofil apoprotein A2

Sonuglarimiz psaB gen ekspresyonunda selenyumun 1 uM’lik konsantrasyonunda
0.04 azalma gosterdigini 10 uM’da ise 0.68’lik bir azalmanin oldugunu gostermistir. Bu
rakamlardan tahminen varacagimiz sonug, selenyum arttikca psaB  geninin
regiilasyonunun her eklemede azaldig1 gdzlenmektedir. Ozellikle konsantrasyon arttik¢a

hizl bir diisiis goriilmektedir.
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Daha once belirtildigi iizere, Se diislik konsantrasyonlarda bir antioksidan olarak
rol oynar. Kontrol grubunda GSH-Px aktivitelerinde 3. giine kadar dogru orantili
yiikselme bulunmustur. Ayni sekilde KAT de de 75 mg/L ‘e kadar durum aynidir. SOD
ise tam tersi olarak azalma gostermistir. Kontrole baktigimizda SOD aktivitesi 4. giine
kadar azalma; daha sonra ylikselme gosterir. Gene ROT ve MDA miktarlar1 25-75 mg/L’
de azalma gosterir. Se miktari arttik¢ca bu miktarlarda artis goriiliir. Bastan sonuncu giine

kadar LPO dogrusu yiikselmistir.
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4. TARTISMA

Selenyum ¢ogu organizma i¢in gida kaynagidir ve insan sagligi i¢in de 6nemli bir
elementtir. Bu elementin kanitlanmis biyolojik alinim onu sadece insanlar i¢in degil,
hayvan yetistiriciliginde de 6nemli rol oynamasini saglamaktadir (Hofmann, 1960). Bu
da onu selenyum biyobirikimi (bir maddenin organizmanin degisik dokularinda; 6rnegin
toksik kimyasallara karsi birikimi) i¢in iyi bir aday yapmaktadir. Selenoproteinler,
glutatyon peroksidaz gibi enzimler icermektedir. Calismamizdaki amag, mikroalg
biiylimesine degisik konsantrasyonlarda selenyum etkisini arastirmak olmustur. Diigiik
konsantrasyonlarin C. vulgaris 'in bliylimesini arttirdig: fakat yiiksek konsantrasyonlarda
lipit peroksidasyonunu arttirdig1 saptanmistir. Baska bir ¢alismada, glutatyon peroksidaz
aktivitesinde selenyumun toksik etkisi, Scenedesmus quadricauda tirlerinde
gosterilmistir (Geoffroy, 2007). Selenyumla muamele sonrasinda glutatyon peroksidaz
aktivitesi az miktarda artmis, daha sonrasinda ise azalmistir. Selenyuma maruz kalan
hiicrelerin kloroplastinda fiziksel degisimler gozlenmistir (Vitova ve ark., 2011).
Kloroplastta bozulmaya sebep olmaya ek olarak ekstra nigasta tiretimi de goriilmiistiir.
Bizim c¢alismamizda, glutatyon peroksidaz aktivitesi Ol¢lilmemistir, ancak GSH
diizeylerinde 100 pM’da 6nemli bir azalma goriilmiistiir. Bu da selenyumun diigiik
konsantrasyonda antioksidan 6zelligi gosterdigini, konsantrasyonun arttirilmasi ile toksik
olmaya basladigin1 gostermistir. Stres altinda, bazi serbest radikaller ve peroksit tiirlerinin
hiicre i¢inde olugsmaya basladig1 diisiiniilmiistiir. Agir metaller gibi cesitli ajanlarin
tetikledigi stresin sonucu olarak alg hiicreleri bazi antioksidan enzimlerin aktivitesini
arttirabilir ve karetinoitler ve GSH gibi molekiillerin sentezini arttiribilirler (Tanguy ve

Toufektsian , 2003).

Selenyumun yiiksek konsantrasyonlarda lipid peroksidasyonuna sebep oldugu ve
hiicre 6liimiine sebep olan gen ekspreyonuna sebebiyet verdigi bildirilmistir (Mercan,
2004). C. vulgaris'te, Rubisco ile ilgili genler, Se’un mikroalgler iizerindeki etkisinin
anlasilmas1 bakimindan 6nemlidir (Kouba ve ark., 2014). RubisCo ile ilgili genler
kullanilmasinin sebebi, RubisCo’nun fotosentetik mekanizmalarda atmosferik oksijenin

saptanmasinda iyi bir enzim olmasidir.

19



Yiiksek GSH degerleri ve C. vulgaristeki rbcL genin artan regiilasyonu 10 uM’da
antioksidan etkinin sonucu olarak goriiliir. Karbondioksit fikse etmeden sorumlu rbcL
geninin yiiksek regiilesi, azalan fotosentetik kapasiteyi klorofil {iretiminin azalmasina
isaret eder. Toksik seviyelerinin klorofil iiretimini engelleyen rbcL gen ekspresyonunu
etkiledigini sonuglarimizda goriilmiistiir. Deneyimizde, kontrolle karsilastirdigimizda 1
uM Se’nin yiikselen GSH seviyelerine fakat azalan LPO seviyelerine sebep oldugu
saptanmistir. Malonaldehit lipid peroksidasyonun yan iirlinii olup, lipid seviyelerinin de
indikatoriidiir. Bu sebepten lipid peroksidasyonu indirekt olarak kanitlamada
kullanilmistir. Selenyumun antioksidan ve oksidan 6zelligi, degisik konsantrasyonlarda

metabolik kosulu diizenlenen mantarlarda da goriilmiistiir (Vanda Papp ve ark., 2007)

Chlorella vulgaris’in selenyuma iki etkisi vardir; biri az konsantrasyonlarda artan
GSH seviyelerini gosterirken, digeri de yiiksek konsantrasyonlarda oksidatif stres sonucu
GSH seviyelerinin aszalmasini isaret eder. Yiikselen GSH seviyeleri ve artan rbcL gen
ekspresyonu selenyumun antioksian 6zelliklerini 10 uM eklentide goriilmektedir. 10 uM
selenyum kullanimi1 antioksidan etkileri yiikseltebildigi gibi Rubisco ile alakali genler
neeniyle klorofil artimi ile gosterilebilir. rbcL genimizde 10 uM GSH degeri artarken
MDA (malonaldehit) degeri azalma gostermistir. 100 uM’lik O6rnegimizde kontrol
gruplarimizla karsilagtirdigimizda GSH degeri azalirken (15 mg/mL) LPO degeri (0,02
mg/mL) cogalmaktadir (Ozakman G ve ark., 2017). Burada selenyumun pro-oksidan ve
antioksidan degerlerini gormek mimkiindiir. Sonuglarimiz rbcL geninin ilk defa

ekspresyonunun artist gésterilmistir.

Qian ve dig. (2008), C. vulgaris'in serbest radikal siipiiriiciilerle muamelesinin,
rbeL gibi fotosentez genlerinin upregiilasyonuna yol a¢tigini1 gdstermistir. Benzer sekilde,
10 uM konsantrasyonlarinda, Se, GSH seviyelerinde artiglar ve rbcL. genlerinde yukari
regiilasyon dahil olmak iizere antioksidan 6zellikler gosterilmistir (Qian vd., 2008). Bu
sonuclara gore, diisiik konsantrasyonlarda Se ile muamelenin fotosentez aktivitisini

arttirdig1 kanisina varilms, ayrica artmis Kla icerigi sonuclari ile desteklenmistir.

Sonug olarak, C. vulgaris'in 10 uM konsantrasyonda muamele edilmesi ile,
antioksidan ozellikleri arttirilmig, selenyum bakimindan zengin ve gelismis klorofil
igcerige sahip kiiltiirler elde edilmistir. Gelecekte, C. vulgaris in antioksidan 6zelliklerini
artirmak ve kesin molekiiler mekanizmalar1 anlamak i¢in diger elementler kullanilarak

arastirilmasi yararli olabilir.
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