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OZET

Chlamydomonas reinhardtii’de COPII VEZIKUL
ALTBIRIMIi SEC24A INSERSiYONEL MUTANTLARININ GENETIK LINKAJ
VE FENOTIPIK ANALIZLERI

Sevin¢ EVREN
Yiiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah
Damisman: Doktor Ogretim Uyesi Miinevver AKSOY
Temmuz 2020; 61 sayfa

Bu calismada model organizma olarak tek hiicreli bir yesil alg olan
Chlamydomonas reinhardtii (C. reinhardtii) kullanilmistir. Chlamydomonas Center’dan
aliman ve SEC24A geni 3'UTR bdlgesinde insersiyona sahip olan sec24a mutanti ile
fleri Genetik (forward genetic) calismasi yapilmistir. COPII kompleksinin olusumunda
bir dizi sitoplazmik protein gorev alir ve minimal {i¢ sitolozik bilesenden, toplamda 5
farkli proteinden olusmaktadir. Bunlar; GTPase-Sarl, Sec23/Sec24 kompleksi ve
Sec13/Sec31 kompleksidir. Hiicre i¢i salgt yolaginin COPII vezikiiliinde kargo tanima
ve tagimada gorev alan SEC24 proteininden iki paralog bulunduran C. reinhardtii‘de,
SEC24A geni lizerinde g¢alisilmistir. Yapilan biyoinformatik calismalar sonucunda C.
reinhardtii’de bulunan SEC24A proteini en fazla Homo sapiens SEC24D proteinine
benzerlik gosterdigi, SEC23 proteini ile baglanma motifinin SEC24A protein sekansi
tizerinde bulundugu ve domain yapisin1 korudugu belirlenmistir. sec24a hiicrelerinde
generatif lireme asamalari, zigot olusumu ve mayoz boliinme gibi asamalarda ¢ok bariz
bir anormallik goriilmemistir. Hiicre yapisinda farkliliklar gbzlemlenmistir. Arilsiilfataz
enziminin hiicre disina saliniminda bir farklilik gozlemlenmezken, alkalen fosfataz
enziminin hiicre disina salgilanmasinda azalma tespit edilmistir. Sonuglar SEC24A’nin
alkalen fosfataz enziminin sekretuar yolaktan disariya salgilanmasinda gorev
alabilecegini gostermektedir. Bu konuda kesin bir sonuca varabilmek icin ilerideki
caligmalarda mutanttan {igiincii geriye ¢aprazlama yapilarak projeni testi yapilacaktir.

ANAHTAR KELIMELER: Chlamydomonas reinhardtii, COPII vezikiilleri, SEC24,
sekretuar yolak
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ABSTRACT

GENETIC LINKAGE AND PHENOTYPIC ANALYSES OF COPII VESICLE
SUBUNIT SEC24A INSERTION MUTANTS IN Chlamydomonas reinhardtii

Seving EVREN
MSc Thesis in Agricultural Biotechnology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Miinevver AKSOY
July 2020; 61 pages

Chlamydomonas reinhardtii, a unicellular microalga was used as model
organism in this study. A forward genetic analysis was done using an insertional mutant
sec24a which had an insertion in 3’UTR region. COPII complex is made of 5 different
proteins. These proteins are GTPase Sarl, SEC23/SEC24 complex SEC13/SEC31
complex. SEC24 is involved in cargo recognition and study was done on SEC24A
paralog of C. reinhardtii which has two SEC24 paralogs. Bioinformatic analysis has
shown that SEC24A is most similar to human SEC24D and it contains the FXP motif
which is involved in binding to SEC23. sec24a didn’t have any detectable abnormalities
in gametogenesis, zygote formation and meiosis. sec24a had normal arylsulfatase
activity but alkaline phosphatase activity may be lower according to our colorimetric
assays. Third backcross of the mutant needs to be generated in order to make a
conclution on this phenotype.

KEYWORDS: Chlamydomonas reinhardtii, COPII vesicles, SEC24, secretory pathway
COMMITTEE: Asst. Prof. Dr. Miinevver AKSOY
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GIRIS S. EVREN

1. GIRIS

Bu calismada model organizma olarak tek hiicreli bir yesil alg olan C.
reinhardtii (Chlamydomonas reinhardtii) kullanilarak Ileri Genetik (forward genetic)
calismas1 yapilmistir. C. reinhardtii’de bulunan SEC24 genleri {izerine yapilan bir
calisma bulunmamakla birlikte, SEC24A iizerine yiiriitilen bu tez c¢alismas1 C.
reinhardtii’de bir ilk olmustur.

1960’11 yillardan bu yana C. reinhardtii, gesitli hiicresel siireglerle ilgili biyolojik
sorulara cevap vermek icin model organizma olarak basariyla kullanilmistir. Bazi
arastirmacilar bu organizmadan, biyolojideki temel siirecleri incelemek igin giiclii bir
model olmasin1 baz alarak “’Yesil Maya’ veya “’Fotosentetik Maya’ olarak
bahsetmistir (Goodenough 1992; Rochaix 1995). Chlamydomonas ile yapilan ¢aligmalar
hayvan, bitki, insan ve diger organizmalarda; genetik, biyolojik ve hiicresel diizeyde
karmagik olaylarin anlasilmasi i¢in arastirmacilara &zelliklerinden dolayr kolaylik
saglamaktadir.

Sekretuar yolakta bulunan proteinler, katlanmasi ve islenmesi i¢in ER’a
(endoplazmik redikulum) transfer edilir. Buradan vezikiiller araciligi ile Golgi’ye
tasmip islenerek endozomlara, lizozomlara, hiicre zarina tasmmmak veya hiicreden
disartya salgilanmak tizere siniflandirilirlar. Hiicre igi trafikte vezikiil ile tasimada gorev
alan li¢ farkli vezikiil manto protein ailesi bulunmaktadir. Bunlar klatrin, COPI ve
COPIl (COP: Manto ya da kaplama proteini)’dir. Rothman ve Schekman’in
laboratuvarlariin biiyiik bir kesfi, erken salg1 yolunda vezikiiler tagimaya aracilik eden
ve klatrin olmayan katlarin varligini belirlemek olmustur (Waters vd. 1991; Barlowe vd.
1994). Bu katlardan biri olan COPI (Kaplama protein kompleksi I), Golgi i¢i ve
Golgi'den ER'ye retrograd tasimayla ilgilenirken (Letourneur vd. 1994) diger bir kat
olan COPII'nin (Kaplama protein kompleksi 1), ER'den ER-Golgi ara bdlmesine
(ERGIC) ya da Golgi kompleksine tasimaya aracilik ettigi bilinmektedir (Barlowe vd.
1994). Bir dizi molekiil, bu vezikiilleri olusturmak i¢in ER c¢ikis yerlerinde membran
tizerinde birlikte caligir.

COPII vezikiiliiniin temel fonksiyonel birimleri bes protein iceren ii¢ sitolojik
bilesenden olusmaktadir ve bunlar; Sarlp, Sec23/24p kompleksi ve Secl3/31p
kompleksidir. Sec13/31 proteinleri vezikiilin dis katmanini olustururken, Sec23/24
proteinleri i¢ katmanini olusturmaktadir. GTP baglayici bir protein olan Sarlp, COPII
olusumunu baslatir (Matsuoka vd. 1998). ER membraninda COPII kapli vezikiil
olusumu, kiiciik GTPaz Sarl'in GDP/GTP degisiminin aktivasyonu ile tetiklenir. Buna
karsilhik aktif Sarl, COPII kaplama diizenegini tesvik eder. Sarl tarafindan GTP
hidrolizi, daha sonra vezikiil olusumunun ek turlar i¢in geri donistiiriillen kaplama
proteinlerinin sokiilmesine yol agar. Dolayistyla, Sarl GTPaz dongiisiiniin COPII’nin
montajint ve sokiilmesini diizenledigi diisiiniilmektedir. Ortaya ¢ikan kanitlar kargo
proteinlerinin, kaplama montajim1 kargo secimi ile koordine etmek i¢in Sarl GTP
hidrolizini modiile ettigini gostermektedir (Sato 2004). COPII vezikiillerine kargo
secimi Sec24 alt birimi tarafindan yonlendirilir (Miller vd. 2002).
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Sekil 1.1 COPI ve COPII vezikiillerinin olusumunda kat diizenegi semasi

Hem COPII'nin (solda) hem de COPI’in (sagda), montajlar1 Arf/Sarl ailesinin kiigiik
Gtpaz’lar tarafindan yonlendirilir. COPII: COPII’de Sarl, ER membranina lokalize
olan guanin niikleotid degisim faktorii (GEF), Sec12 ile aktive edilir. Aktif Sar1-GTP,
“i¢ kaplama” katmanina karsilik gelen ve kargo baglama islevini saglayan Sec23/Sec24
dimerini ise alir. Sec13/Sec31'in bir heterotetrameri daha sonra eklenir ve “disg kaplama”
olusturulur. COPI: COPI vezikiilii kat olusumu Arfl’in aktivasyonu ile gerceklesir.
Sec21/Sec26/Ret2/Ret3'iin i¢ kaplama kompleksini ige alir. COPI dis kaplama
sec27/Retl/Sec28 tarafindan olusturulur ve Sec27’{in li¢ B-pervane etkilesimleri
yoluyla bir triskelion yapisinda toplanir (Barlowe ve Miller 2013)

Salgilanacak olan kargo proteini, COPII kaplama vezikiilii tarafindan taninan ve
sitosolik alanindan bir ER disa aktarma sinyali tagiyan transmembran reseptorleri
vasitastyla bu tasima keseciklerine segici olarak eklenebilir (Barlowe 2003).
Organizmalarda Sec24 protein ailesinden birden fazla paralog eksprese
edilebilmektedir. S. cerevisiae (Saccharomyces cerevisiae) hiicreleri Sec24 protein
ailesinden Sec24p, Lstlp ve Isslp olarak {i¢ paralog igerirken; H. sapiens (Homo
sapiens) ve M. musculus (Mus musculus) Sec24A, Sec24B, Sec24C ve Sec24D olarak
dort paralog icermektedir. Ancak dort Sec24 proteininin hepsinin ayn1 hiicrede eksprese
edilip edilmedigi veya fonksiyonel olarak farkli olup olmadig: bilinmemektedir (Tang
vd. 1999; Pagano vd. 1999). C. reinhardtii’de ise SEC24A ve SEC24B olmak {izere iki
paralog bulunmaktadir.

Organizmalarda bir proteinin birden fazla paralogunun bulunmasinin nedeni ilgi
konusudur. Bu paraloglar birbirine destek i¢in bulunabilirken, birinin yoklugu hiicrede
normal olmayan etkilere ve hatta bazen letal etkiye sahip olabilir. Ornegin 2000 yilinda
Shimoni ve arkadaslarimin yaptigi c¢alismada, S. cerevisiae’de Sec23/Lstlp ve
Sec23/24p karisimi  ile olusan vezikiillerin morfolojik olarak ve yiizdiirme
yogunlugunda benzer olmasina ragmen normal COPII vezikiillerinden (87 nm ve 75 nm
cap) daha biiyiik olduklar1 gdzlemlenmistir. Immiino elektron mikroskopik ve
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biyokimyasal ¢alismalar, ayni vezikiillerin zarlarinda hem Sec23/Lstlp hem de
Sec23/24p bulundugunu ortaya ¢ikarmistir. Bu sonu¢ COPII kat polimerizasyonunun
geometrisini degistirerek; hantal yani bliyiik kargo molekiillerinin, polimerlerin veya
parcaciklarin taginmasina izin verebilecegini gostermistir (Shimoni vd. 2000). Yani
Sec24p proteinlerinin kombinasyonlu olarak yer aldigi karmasik COPII vezikiilleri,
vezikiiliin genislemesine ve daha biiyliik kargo molekiilleri ya da proteinlerinin
tasinmasina hizmet edebilir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Alglerin Siniflandirilmasi ve Taksonomisi

Algler bitkiler aleminin alt filogenetik basamaklarini olusturan ¢ok c¢esitli
organizmalar grubudur. Bu grup bitkilerden boyut ve taksonomik ozellikleriyle
ayrilirlar. Bitkilerde oldugu gibi yaprak, kok vb. organlar1 yoktur. Bitkilerdeki gibi
embriyoya sahip degillerdir. Ozellesmis dokulara sahip olmamak sartiyla ¢cok hiicreli ya
da tek hiicreli olabilirler. Genellikle canli organizmalarin siniflandirilmasi, artan
genetik, biyolojik caligmalar ve filogenetik bilginin sonucu olarak zaman i¢inde siirekli
olarak degismektedir. Bu yiizden, farkli konularin temel alinarak yapildigi bir¢ok
siniflandirma literatiirde mevcut oldugu gibi heniiz tamamlanmis bir siiflandirmanin
mevcudiyeti varsayllamamaktadir. Alglerin siniflandirmasinda temel alinan unsurlarin
bazilarini kisaca su sekilde gruplandirabiliriz;

» Morfoloji:

Morfoloji baz alinarak yapilan siniflandirmada birbirinin i¢inde birlikte yasam
anlamma gelen ‘’Endosimbiyotik Teori’’ ya da diger adiyla ’Endosimbiyoz Teorisi’’
onemli rol oynamaktadir. Okaryotlarin evriminde ve filogenetik basamaklarin
tanimlanmasinda, kloroplast ve mitokondri yapisinin incelenmesiyle konu tizerindeki
soru isaretlerine tatmin edici cevaplar alinmaya baglanmistir. Bu teoriye gore
milyonlarca yildir yasamini siirdiirebilen bakteriler, kendisinden kiigiik bakterileri veya
proteobakterileri endositoz yoluyla yemeleri ve sindirememeleri sonucunda mitokondri
ve kloroplast organellerinin iglerinde hapsolmalariyla evrimlestigini ileri siiren bir
teoridir. Endosimbiyotik teoriye gore mitokondri proteobakterilerden, kloroplast yani
plastidler ise siyanobakterilerden gelmek kaydiyla Okaryot hiicre tipinin olustugu
diistiniilmektedir. Birincil endosimbiyozda kloroplast 2 membrana sahiptir ve C.
reinhardtii bu gruba dahildir. Bagka organizmanin birincil endosimbiyoz {irliniinii,
endositoz yoluyla yemesinin sonucu olarak ikincil endosimbiyoz olusur ve kloroplasti
lic membrana sahiptir. Bunlarla birlikte tigiinciil ve dordiinciil endosimbiyoz seklinde
ilerlemektedir. Tiim bu siralamalar hiicrelerin ard arda endosimbiyotik iliskiye girmesi
ile agiklanmaktadir ve temeli ise baz1 organellerin zar kat sayilarina dayandirilmaktadir.

» Molekiiler yapt:

Okaryotik ve prokaryotik ribozom kiiciik alt birimlerinin (16S/18S)
degerlendirilmesi; taksonomide, siniflandirmada ve tanimlandirmada onemli bilgiler
icermektedir. Ribozomlarin kiigiik alt birimleri korunan bazi bélgelere sahiptir ve
bunlarin karsilastirmasi taksonomik ¢aligmalarda kullanilmaktadir. Bunun yaninda gen
sekanslama teknikleri ve kullanilan biyoteknolojik teknikler genetik bilgi birikimine
katk1 saglamaktadir.

» Pigment icerigi:

Bazi algler gruplan klorofil igerdikleri i¢in yesil olarak goriiniirken, bazilart
klorofile ilave olarak ksantofil ve karotenoid gibi pigmentler igerirler ve bu
pigmentlerin 151k absorbe yeteneklerinin farkli olmasi nedeniyle kahverengi veya
kirmizi goriintirler. Isik absorbsiyonu ise direkt olarak fotosentetik aktiviteyi
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etkilemektedir. Sonu¢ olarak, farkli pigmentler ihtiva eden farkli alg gruplar, farkli
fotosentetik aktivite ve verimliligine sahiptir.

Oncelik olarak pigment bilesimine dayanarak yapilan smiflandirma
incelendiginde algler 9 farkli sinifa ayrilmistir ve bunlar i¢indeki en biiylik gruplar
sunlardir;

Chlorophyceae (yesil algler)

Phaeophyceae (kahverengi algler)

Pyrrophyceae (dinoflagellates)

Chrysophyceae (altin kahverengi yosun)
Bacillariophyceae (diatoms)

Rhodophyceae (kirmizi algler) (Hemaiswarya vd. 2013).

YVVVYVYYY

2.1.1 Chlamydomonas reinhardtii ve Yasam Dongiisii

C. reinhardtii, tipik olarak oval sekilli olup 10 um boyunda ve 3 um
genisligindedir. Bu tiirde bir hiicre duvari, bir kloroplast, 15181 algilayan bir "eye spot"
(gbz, stigma) ve gogiis vurus tipi bir hareketle yiizebilecekleri iki 6n flagella (kamgi,
cilia) bulunur. Hiicrenin anatomisi ve TEM goriintiisii Sekil 2.1°de verilmistir.

Flagella
Bazal cisimeik
Hiicre duvart
Kontraktil vakuol
Stigma (goz)
Cekirdekgik
Cekirdek

Iy Elektron yogun granil
Jl[i— Golei

Sitozol

Vakuol

Nigasta tanesi
Pirenoid
Kloroplast
Mitokondri

Plazma
membrani

Sekil 2.1. Chlamydomonas anatomisi
A: Hiicrenin TEM (Transmission electron micrograph) goriintiisii; B: TEM goriintiisiine
gore sematize edilen hiicre (Salomé ve Merchant 2019)

Optimum kosullar altinda, C. reinhardtii o kadar hizli biiyiir ki sayilar1 yaklagik
8 saatte bir ikiye katlanabilir (Harris 2001). Ortam sartlarina bagli olarak hem vejetatif
hem de generatif iireme yetenegine sahiptir. Olumsuz kosullarda gamet olusturma ve
iiremeye gitme egilimindedir. Bu durum, olumsuz sartlara adaptasyon ve hayatta kalma
sansin1 arttirmayr amaglamaktadir. Zigot olustugunda hala olumsuz sartlar devam
ediyorsa mayoza gitmeden organizma dormansiye gegerek kendini koruma altina
almaktadir. Heterotalik ve izogami eseyli iireme tipine sahiptir. Yani ciftlesmede art1 ve
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eksi hiicre tipine sahip olurlar. Art1 ve eksi gametler arasinda ancak ultra-striiktiir
diizeyde yapisal farkliliklar goriiniir, boyut ve ylizeysel goriiniim bakimindan benzerdir.
C. reinhardti itirtindeki MID geninin kesfi gametogenezde cinsel ifade kontroliinii
anlamada 6nemli adim olmustur. Simdi aktif bir transkripsiyon faktorii olarak bilinen bu
gen, mt “(eksi ¢iftlesme tipi) lokusunda kodlanirken mt * (art1 ¢iftlesme tipi) lokusunda
kodlanmamaktadir ve bu gen gametik veya zigotik fazlarda kodlanmaktadir (Ferris vd.
2002). Farkli ciftlesme tipindeki gametler bir araya gelip birbirlerini tanidiklarinda
agliitinasyon ve zigot olusabilir.

Vegetatif ve generatif lireme dongilisii ile agliitinasyon, flizyon ve zigot
gelisiminde yer alan genler Sekil 2.2°de sematize olarak gdsterilmistir.

Zlgcrl (2n)
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Karyogami Karanhk |
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Ddngiisi
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P
/8 s o ,
Gametler
“Vejetatif hiicreler u)’!‘-lj?] o
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\'Ci‘
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Nitrojen eksikligi —» MID* ——

pAD1*  HAP2, | GSM1 k6 mt
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Sekil 2.2. Chlamydomonas yasam dongiisii ve gamet farklilasmasi, agliitinasyon,
fiizyon, zigot gelisiminde fonksiyonu olan genler (Salomé ve Merchant 2019)

A: Chlamydomonas vegetatif ve generatif ireme dongiisii; B: Ciftlesme tipinin (mt” ya
da mt *) bir fonksiyonu olarak gamet farklilagmasi, agliitinasyon, fiizyon ve zigot
gelisiminde yer alan genler. SAD1, SAGI1, FUSI ve HAP2, gamet ciftlesme tipi tanima
i¢in kritik olan glikoproteinleri kodlarken, GSTP1 ve GSTMI1, zigot gelisimi igin
onemli olan transkripsiyon faktorlerini (TFs) kodlamaktadir. Mt ile baglantili genler
yildizlarla (*) gosterilmistir

Eseyli ireme siireci; gametogenez, agliitinasyon, ¢ift olusumu ve sinyal iletimi,
hiicre duvart lizisi, ¢iftlerin aktivasyonu, hiicre flizyonu, zigospor olusumuyla
olgunlagsma ve germinasyon olarak yedi basamak olarak gergeklesmektedir (Harris vd.
2009).
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I.  Gametogenez:

C. reinhardtii’de gametogenez genellikle olumsuz g¢evresel kosullar tarafindan
tetiklenir ve laboratuvarda genellikle damitilmis suya veya azotsuz ortama
aktarilmasiyla indiiklenir. C. reinhardtii i¢in nitrojen eksikligi gametogenezi en fazla
indiikleyen faktor olarak gosterilmistir (Sager ve Granick 1954; Bernstein ve Jahn
1955). Isigin gametogenezi kolaylastirdigi, ancak ortamda azot tiikkenmesinin
fotosentetik hizin ikincil etkisine bagli olabilecegi ve asetat ortamindaki koyu renkli
yetisen hiicrelerin azot bakimindan eksik birakildiginda cinsel olarak aktif hale
gelebilecegi belirtilmistir (Sager ve Granick 1954). Daha sonra yapilan ¢aligmalar, azot
eksikligi ile indiklenen pre-gametlerin ¢iftlesme i¢in  yetkin  gametlere
dondstiiriilebilmesi i¢in 1518a gereksinim duydugunu gostermistir (Treier vd. 1989; Beck
ve Acker 1992). Gamet olusumunda etkili spektrumunun Fototropin olarak bilinen mavi
151k reseptorleriyle tutarli oldugu gosterilmistir (Weissig ve Beck 1991). Gametogenezin
bir tiir hiicre boliinmesi gerektirip gerektirmedigi soru isareti olmustur. Daha sonra
yapilan bir ¢alisma erken G1 fazinda azot bulunmayan ortama aktarilan arti hiicrelerin 4
saat sonra boliinme gegirmeksizin gamet olusturdugunu gostermistir (Abe vd. 2005).
Olgun gamet hiicreleri uzun siire boliinmeden yasayabilirler ancak nitrojen igeren
ortama transfer edildiginde mitotik bdliinmeye devam edebilirler (Goodenough 2007).
Ureme siirecindeki asamalar asagidaki gibi yediye ayrilmaktadir.

I.  Agliitinasyon:

Mt tipi ve mt  tipi hiicreler karistirildiktan sonra flagellalar ile adezyon yoluyla
bir yapisma meydana gelir. Olusan bu ilk yapisma zayiftir ve flagellalar boyunca
herhangi bir yerden olabilir. Bireysel tek bir gamet karsi hiicre tipine sahip olan
hiicrelerden birden fazlasina yapisabilir ve boylece hiicre kiimeleri olusur (Harris 2009).
Agliitinasyon reaksiyonu gametlere 6zgii olmakla birlikte bu reaksiyonda aktif olan
molekiiller glikoprotein yapisindaki agliitininlerdir. Agliitinin vejetatif hiicrelerin
flagellasinda bulunmaz, hiicre govdesinin plazma membranindaki bir rezervuardan
gamet flagellasi lizerine tasinir.

1. Eslesme ve sinval iletimi:

Yapilan ¢alismalar dibutiril cAMP’nin (Dibutiril Siklik Adensin Mono Fosfat)
ozellikle ii¢ agliitinasyon tetikleyiciyi uyarir, bunlar: flagellar tip aktivasyonu, hiicre
duvarinin lizisi ve ciftlesme yapilarinin aktivasyonudur (Pasquale ve Goodenough
1987). cAMP hiicre i¢i sinyal aktariminda gorevli ikincil habercidir. Yabani tip
hiicrelerde, litik enzim hiicre duvarinin altindaki periplazmik boslukta inaktif bir 6ncii
protein olarak depolanir. Kinesin-2 motor proteininin kaybi nedeniyle flagellar
diizenlemede sicakliga duyarli bir kusura sahip olan flal0 mutanti sinirlayici sicakliga
ulastiginda ciftlesme gergeklesmez (Piperno vd. 1996). Pan ve Snell (2002) tarafindan
bu mutantla yapilan caligmalar, ciftlesme sirasinda flagella tarafindan duyusal
transdiiksiyon i¢in kinesin-2'nin gerekli oldugunu gosterdi. C. reinhardtii’de
agliitinasyon flagella uglarinda bazi degisiklige neden olur; flagella uclari genisler,
dokuz mikrotiibiil ile terminal membrani arasinda belirli bir bolgede bazi maddeler
birikir. Hiicre flizyonu gerceklestikten sonra QFC (dort flagellali hiicre, dort flagellal
yap1) asamasinda, flagella normal morfolojisine donmektedir (Crabbendam vd. 1984).
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Yapilan bazi1 caligmalar gerekli sinyal iletiminin ise flagella boyunca devam ettigini
gostermektedir ve anti-flagellar antikorlar da benzer sekilde flagella uglarina tasinir
(Goodenough ve Jurivich 1978; Hoffman ve Goodenough 1980). Uglar birbirine
yapigsmaya basladik¢a ciftler gruptan ayrilip hiicre flizyonuna giden diger adimlara
geger. Bu asamada, Karsi cins hiicrelerin yakin temas haline gelmesinin yani sira,
agliitinin etkilesimleri ve flagellar adezyonda gamet aktivasyonuna yol agan cAMP
bagimli bir sinyal yolu baslatir.

IIl.  Hicre duvan lizisi:

Ciftlesme sirasinda hiicre flizyonuna hazirlanan gametler bu asamada hiicre
duvarini doker. Hiicre duvari lizisi mt* ve mt™ arasindaki gamet flagellar agliitinasyon
sinyali ile hiicrelerde indiiklenen hiicre duvar1 litik enziminin aktivitesinden
kaynaklanir. C. reinhardtii’de hiicre duvari lizisi, flagellar tip aktivasyonunu da
tetikleyen cAMP aracili olarak gerceklesir.

IV. Ciftlesme yapilarinin aktivasyonu:

Mt* gamet tipinden mt" gamete dogru birlesme i¢in d6llenme tiibiilii olusur.
Aktive olan hiicre daha sonra diizensiz bir¢ok mikrotiibiilden olusan demet olusturarak
tiibiiliin uzamasini saglar. Bu esnada mt™ tipindeki hiicrede belirli bir bolgedeki yiizeyde
sacaklar seklinde tiibiil temas bolgesi olusturur. Tiibiiliin uzamas: mt hiicreye ulasana

kadar devam eder bdylece iki hiicre tipi arasinda stoplazmik koprii olusur (Harris vd.
2009).

V.  Hiicre fizyonu:

Dollenme tiibiilii mt™ ile birlestiginde tiibiil hizla kisalarak iki hiicrenin apikal
uclarim bir araya getirir. Flizyon gerceklestikten sonra QFC (dort flagellali hiicre ya da
planozigot) olarak adlandirilan dort kamgcili yapr olusur. Ciftlesme yapilarinin
aktivasyonundan hemen sonra, iki gamet arasinda sitoplazmik siireklilik saglamak i¢in
kaynasirlar ve iki hiicre bir QFC olusturarak birlesir. Erken QFC asamasindaki hiicreler
iki saat sonra yaklasik otuz dakika boyunca flagella hiicre i¢ine ¢ekilir ve kaybolur
(Randall vd. 1967). Hiicre fiizyonu hem kisa vadede hemde uzun vadede etkileri olan
hiicre i¢i sinyaller tretir. Kisa vadede, diger Chlamydomonas tiirlerinde ddllenmede
oldugu gibi, kaynasmis gametler artik diger gametlerle etkilesime giremez. Fiizyon
ayrica gen transkripsiyonunu aktive eder (Ferris ve Goodenough 1987) ve zigotta yeni
bir gelisimsel yol baslatir ve sonugta iki art1 ve iki eksi haploid hiicre elde etmek i¢in
mayoza yol agar.

VI.  Zigospor olusumu, olgunlasmasi ve ¢cimlenmesi

Zigospor kiitlesi sivi ortamin ylizeyinde kutikulat tabaka (pelikiil) olarak
goriillir. Stv1 besi ortaminin ylizeyinde boyle bir yapinin goriilmesi ¢iftlesmeyi dogrular
ve sonraki 24 saat icinde hacimde artig gézlenir. Klorofil parcalanmis gibi bir goriiniim
verir. Zigot kloroplastlar1 sadece bir pirenoid igerir.

Normal laboratuvar kosullarinda ¢iftlesmis gametlerin %1-5’1 mayotik zigot
olusturmaz ve diploid halde vegetatif olarak mitoz boliinme gegirir (Ebersold 1967).
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Farkli 6zellikleri dikkate alindiginda hem bitki hem de hayvan hiicrelerinden
baz1 6zellikler tagidigi i¢in hayvan, bitki ve insan bazli molekiiler ve hiicresel siireg
caligmalarinda giiclii bir model organizma olarak kullanilmaktadir.

2.1.2 Biyoteknolojide Model Organizma Olarak C. reinhardtii

Son yirmibes yilda C. reinhardtii, cesitli hiicresel siireglerle ilgili biyolojik
sorulara cevap vermek icin model organizma olarak basariyla kullanilmistir. Bazi
arastirmacilar bu organizmadan, biyolojideki temel siirecleri incelemek i¢in giiclii bir
model olmasin1 baz alarak “’Yesil Maya’ veya ‘’Fotosentetik Maya’® olarak
bahsetmistir (Goodenough 1992; Rochaix 1995). C. reinhardtii genetik, organellerin
biyogenezi, fotosentez, flagella birlesme ve fonksiyonu, ¢iftlesme ve gametogenez,
hiicre duvar1 sentezi, fototaksi, sirkadiyen ritmi ve karbon, nitrojen ve siilfiir
metabolizmast gibi hiicre biyolojisi ve molekiiler biyolojinin farkli konularinin
¢oziimlenmesinde model organizma olarak kullanilmistir. Genom sekansinin yapilmis
olmasi, tek hiicreli olmasi, tireme dongiisiiniin kisa olmasi model organizma olarak
kullanilmasmin temel sebeplerini olusturmaktadir. Bitkiler ile kiyaslandiginda
yetistirme i¢in daha az alana ihtiyag duymasi, kisa jenerasyon siiresine sahip olmasi,
kloroplast ve mitokondriyal genom sekans dizilimine ek olarak (Maul 2002; Gray 1988)
niikleer genom sekans diziliminin de yapilmis olmasi (Merchant 2007) bitkilerde model
organizma olarak kullanilmasina olanak saglamaktadir.

C. reinhardtii’nin fotosentetik islevselligi ortamdaki karbon kaynaklari ile
degistirilebildiginden dolay1 fotosentetik mutasyonlarin incelenmesine ya da karanlikta
biliyiimenin incelenmesine izin verir. Bunun yaninda kloroplast genomu kolaylikla
homologus rekombinasyon ile degistirilebilmektedir ve bu o6zellik kloroplast gen
ekspresyonunun temel 6zelliklerini incelemek igin kullanilmistir (Manuell ve Mayfield
2006). Bir diger biyoteknolojik uygulama da C. reinhardtii kloroplastindan H>
tiretimidir. C. reinhardtii, hidrojen gazi, format ve etanol gibi metabolitler {ireten bir
anaerobik metabolizmaya uyarlanabilir yetenektedir.

C. reinhardtii’de ¢alisilan 6nemli konulardan biri de flagella yapisi olmustur.
Memelilerde cilia yapisinin yine C. reinhardtii ile bulunmasi, memeliler i¢in de model
organizma olarak kullanilmaya sebebiyet vermistir. Ozetle bu organizmanin su

ozellikleri giiclii bir model organizma olarak kullanilmasina olanak saglamaktadir
(Rochaix 1995);

Jenerasyon siiresinin kisa olmast

Biiylimesinin hem hetotrofik, fototrofik hem de miksotrofik olmas1

Haploit kromozomlu olmasi

Okaryotik hiicre tipine sahip ve mikroskobik canli olmasi

Endojen DNA’nin kloroplast, mitokondri ve niiklear genomlarina transfer
edilebilmesi

Toksik olmamasi, viriis, prion gibi insan patojeni igermemesi

Klasik genetik analizlere uyumlulugu

Laboratuvar kosullarinda kiiltiiriiniin kolay ve ucuz olmasa.

VVV VVVVY
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2.2.Sekretuar Yolak ve Hiicre Ici Salg1 Vezikiilleri

Sekretuar yol, ¢esitli hiicresel protein dizilerinin sentezlenmesi, katlanmasi ve
iletilmesinden sorumludur. Salg1 protein sentezi, yeni olusan proteinleri dogru bir
sekilde entegre etme, dogru translasyon sonrasi modifikasyon ve katlama gorevleriyle
yiiklenen ER’da (endoplazmik retikulum) baslar (Barlowe ve Miller 2013). Bir hiicrenin
proteinlerinin yaklasik {igte biri hiicrenin sinirlart disinda veya hiicresel zarlarin igine
gomiilli olarak islev goriir. Bu proteinlerin farkli nihai varis noktalarina zamansal ve
mekansal hassasiyetle ulagmasini saglamak, hiicresel fizyoloji i¢in sarttir (Gomez-
Navarro ve Miller 2016). Okaryotik organizmalarda endo-membran sistemi boliimleri
(ER, Golgi, Niikleer envelop, Vakuol/Lizozom, sekretuar vezikiil ve hiicre membrani)
arasindaki tagima Clathrin, COPI ve COPII olarak isimlendirilen farkli protein kaplama
kompleksleri ile gergeklestirilir (co-translational import). Tasimada gorev alan COP
vezikiillerinin donér birimde olusup, kargo proteinin diger birimlere tasidigi
disiiniilmektedir (Sato ve Nakano 2007). Salgi yolagi vezikiillerinin sitoplazmaya
bakan yiizeyleri belirli protein ile kaplidir ve farkli kaplama proteinleri farkli kargolarin
tasinmasinda gorevlidir. Okaryotik organizmalarda proteinlerin ER membranindan
gecisi, bu proteinlerin N-terminal boélgesinde bulunan Sinyal Peptidi tarafindan
gerceklesmektedir. Sinyal peptidinin sinyal tanima partikiilii (Signal recognition
particle-SRP) tarafindan taninmasindan sonra SRP’nin ER iizerinde bulunan
reseptoriine baglanmasiyla proteinlerin ER’a transferlerini saglamaktadir (Walter ve
Blobel 1982; Walter vd. 1982).

2.2.1. COPII vezikiiliiniin olusum mekanizmasi

Hiicre i¢i endo-membran sistemi iginde kalacak olan proteinler ER liimenine

lokalize olurken, sistem membranmna lokalize olmasi gereken proteinler ise ER
membranina entegre olmaktadir. Proteinler daha sonra Golgi’den gecerek
vakuol/lizozoma gonderilebilir, vezikiiller araciligiyla hiicre membranina tasinabilir ya
da hiicre disina salgilanabilirler. ER-Golgi tasimaciliginda anahtar rol COPII
kompleksinin SEC24 alt birimi tarafindan kargo molekiilleri i¢indeki belirli sinyallerin
taninmasina dayanmaktadir (Miller vd. 2002, 2003; Lee vd. 2004).
ER’dan gelen protein, COPII olarak adlandirilan korunmus bir sitoplazmik kat
kompleksi tarafindan taginir (Lord vd. 2013). COPII kompleksinin olusumunda bir dizi
stoplazmik protein gérev alir ve minimal ii¢ sitolozik bilesenden, toplamda 5 farkli
proteinden olusmaktadir. Bunlar; GTPase-Sarl, Sec23/Sec24 kompleksi ve
Sec13/Sec31 kompleksidir. S. cerevisiae Sec23/24-Sarl kompleksinin kristalografik
analizi, COPII vezikiiliin biiyiikliigiine ve asidik-fosfolipid bilesimine uyacak sekilde
icblikey ve pozitif yiiklii bir membran-proksimal yiizeye sahip, 15 nm uzunlugunda,
papyon seklinde bir yapr oldugunu ortaya koymaktadir (Bi vd. 2002). Bahsi gegen
papyon seklindeki Sec23/24—Sar1 kompleksi Sekil 2.3’de verilmistir.

COPII kompleksi, her biri esas olarak iki farkli SEC proteini ile bir araya
getirilen bir i¢ ve dis kaplamadan olusur: heterodimer Sec23/Sec24 proteinleri uygun
proteinlerin transport edilecegi COPII vezikiiliiniin i¢ tabakasini olustururken
heterotetramer Sec13/Sec31 proteini dis kaplamayr olusturur ve genellikle vezikiil
biiyiikliigii ile sertligini diizenlemekten sorumludur (Chen vd. 2013).
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Sekil 2.3. Saccharomyces cerevisiae’de papyon seklindeki Sec23/24—Sarl kompleksi
A: Sec23/24-Sarl kompleksinin 6nden goriiniisii; B: Sec23/24-Sarl kompleksinin
yandan goriiniisii; C: Sec23/24—Sarl kompleksinin yukaridan goriiniisii (Bi vd. 2002)

COPII vezikiillerinin olusturulmasi i¢in GTPase Sarl, ER membraninda bulunan
GEF (guanine nucleotide exchange factor) Secl2 tarafindan aktive edilmektedir
(Nakano, Brada ve Schekman 1988). Sarl kendisine GDP yerine GTP baglanmasi ile
aktiflesip ER membranina lokalize olmaktadir ve Sec23/Sec24 kompleksine baglanarak
kompleksin ER membranina lokalize olmasini saglamaktadir (Kuehn, Herrmann ve
Schekman 1998). SEC24 kargo proteinine baglanan Sec23 ise Sarl’in GTPase
aktivitesini uyarici proteindir (Yoshihisa vd. 1993; Matsuoka vd. 1998). Sar1-Sec23/24
ve Secl3/31 kompleksinin COPII 6rtiistiniin olusmasi i¢in yeterli oldugu ve minimal
COPII komponentleri oldugu diisiiniilmektedir. Fakat bunlardan baska proteinlerin de
COPII olusmasinda gorev aldig1 diistiniilmektedir. Minimal komplekste bulunan Sec24
kargo proteine baglanarak COPII vezikiiline alinmasim1 saglar. Sarl GTPase’in de
ayrica kargoya baglandig1 disiliniilmektedir (Giraudo ve Maccioni 2003). COPII
vezikiilleri ER exit site (ERES) denen ribozomsuz bolgelerde olusur. SNARE (soluble
N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor) ve SM (Secl/Muncl18-
like) proteinleri de vezikiillerin spesifik kompartimanlarla (bdlge) flizyonunda rol
almaktadir (Sudhof ve Rothman 2009).

2.2.2. SEC24A ile ilgili yapilan ¢calismalar

Sekretuar yolakta maya ve memelilerde toplam SEC24 paralogu dort olarak
belirtilmis ve iki alt iinite altinda degerlendirilmistir. Bunlar SEC24A/B SEC24C/D’dir
(Wendeler vd. 2007; Zanetti vd. 2011).

Her ne kadar Sarl, Sec23 veya Sec24'iin delesyonlar1 mayada letal etkiye sahip
olsa da (Lee vd. 2004), ER-Golgi transportunda genis fonksiyonu ile tutarli da olsa,
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birkag memeli COPII bilesenini kodlayan genlerdeki mutasyonlar genellikle belirli bir
hiicre tipi veya doku ile sinirli olan fenotiplerle iliskilendirilmistir.

SEC24A’nin tam eksikliginde farelerde normal gelisim gdzlenmistir. Bununla
birlikte, ayn1 farelerde hiicre ylizeyi LDL reseptor ekspresyonunu negatif olarak
diizenleyen dolasim faktorii olan PCSK9'un sekresyonunda segici blokaja bagli olarak
belirgin sekilde plazma kolesterol diizeyinde azalma goriildiigii belirtilmektedir (Chen
vd. 2013).

Arabidopsis ile yapilan ve 0Ozellikle endomembran tasimacilifinda yer alan
proteinlerdeki kusurlarin neden olabilecegi fenotiplerin 6zgiilliigiinii gosteren bir
calismaya gore, SEC24A agikca dev hiicre olusumu yolu ile hiicre boyutunu diizenleyen
bir role sahiptir (Qu ve Roeder 2014).

Golgi-membran markdrlerini  kismen biriktiren bir Arabidopsis thaliana
mutantin1 karakterize eden bir ¢alismada; tespit edilen anormal fenotipin Sec24'i
kodlayan ii¢ Arabidopsis paralogundan biri olan Sec24A'daki bir missense (yanlig
anlam) resesif mutasyonuna bagli oldugu ve mutasyonun bu kritik bilesenin ER disa
aktarma bolgelerindeki dagilimini etkiledigi tespit edilmistir (Faso vd. 2009). Yine ayni
caligmada bir amino asit mutasyonu tagiyan Arabidopsis mutanti; Sec24A'nin ER ¢ikis
sahalarina alinmasini etkilemis ve bununla birlikte Golgi-membranlarinin anormal
tiibiiler kiimelerinin olugturulmasina neden olmustur. sec24A knock-out edildiginde letal
oldugu icin, mutant fenotipin sSeC24A'nin kismi islev kaybmma baglh oldugu
belirtilmektedir. Bu ¢alisma, COPII kaplama proteinlerinin bitkilerdeki sadece ER
protein ¢ikist ile ilgili olarak ER ve Golgi-membran biitiinliiglinii korumak i¢in degil,
ayn1 zamanda ER boru sekilli agin biitiinliigiiniin korunmasina yardimei olmasi igin de
onemli oldugunu gostermektedir (Faso vd. 2009).

SEC24A ve insan mide kanseri hiicreleri arasindaki iliskiye odaklanan bir diger
calismada, SEC24A'nin tiimor olmayan dokuya kiyasla tiimoér dokusunda yiiksek oranda
eksprese oldugunu bulunmustur (Lu vd. 2018).
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3. MATERYAL VE METOT

Calismada kullanilan cihazlarin marka ve modelleri Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan cihazlarin marka ve modelleri

Cihaz Adx Marka / Model

BioDrop PT. INDOLAB UTAMA/ BIODROP
DUO

PCR Makinesi Bio-Rad / T100™

Agaroz jel elektroforez takimi Fisher Scientific

Jel goriintiileme sistemi Dnr Bio Imaging Systems / MiniLumi

Gii¢ kaynagi Fisher Scientific / Midi300V/4

Vorteks DragonLab / MX-S

Hassas terazi KERN PLJ 700-3CM

Santrifiij Isolab / 603.02.001

Mikrodalga firini Vestel / MD 20 DB

Otoklav TOMMY 5X-500E

Ultra steril ve streil su cihazi Mes / Mp Minipure Mes13

Steril kabin Tezsan- Class 1l A2

Binokiiler Mikroskop Euromex

Isik Mikroskobu Primovert Zeiss

PCR cihazi BioradThermalCycler

3.1. Besiyerleri ve Soliisyonlar

Kat1 besiyeri i¢in %1,5 agar kullanilmistir. Zigotlar i¢in %4 agarli TAP besiyeri
kullamilmistir.  Siilfatsiz besiyeri agar yerine %]1,5 agaroz eklenerek hazirlanmistir.
Biitiin igerikler eklendikten sonra ddH2O ile son miktara gore besiyeri tamamlanmistir.
Tamamlanan besiyeri otoklavlama islemine tabi tutulmus olup (120 C basing- 30
dakika) eger kat1 ortam ise bir miktar soguduktan sonra petrilere dagitilip, katilagtiktan
sonra oda sicakliginda muhafaza edilmistir. Petriye dokme islemi steril kabin igerisinde
gerceklestirilmistir. Paromomisinli besiyeri i¢in Paromomisin petriye dokme isleminden
hemen once yaklasik 50°C’de eklenmistir ve soguduktan sonra +4°C’de buzdolabinda
muhafaza edilmistir. Kat1 besiyerleri soguyana kadar steril kabinde petri kapaklar1 tam
kapatilmadan bekletilmistir. Kimyasallar Sigma markasidir.
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3.1.1. TAP besiyeri

1 1t icin TAP besiyeri igerigi ve miktarlar1 asagida verilmistir (pH: 7)

Tris Base (6rn. Trizma) 242 ¢

Fosfat Tampon 1l 1.0 ml
Soliisyon A 10.0 ml
Hunter’s Trace Element 1.0 ml
*Glasiyal Asetik Asit 1.0 ml
Fosfat Tampon II (100 ml icin)
K2HPO4 108 ¢
KH2PO4 56 ¢
Soliisyon A (500 ml i¢in)

NH4CI 200 g
MgS04.7H20 50 g
CaCl,.2H20 25 g

3.1.2. TA besiyeri

Fosfatsiz besiyeri olarak kullanilan TA besiyeri igerigi ve miktarlari 1 1t i¢in
asagida verilmistir.

Tris base 20.0 ml
KCl Soliisyon 1.0 ml
Hunter’s Trace Element 1.0 ml
Soliisyon A 10.0 ml
Glasiyal Asetik Asit 1.0 ml

3.1.3. Azotsuz ortam SEM-N (SEM érnek hazirlama ve N-genel ortam i¢in)
1 It igin Azotsuz Ortam SEM-N besiyeri igerigi ve miktarlar asagida verilmistir.

N-eksik Beijerinck’s 200 ml
Fosfat minimal tampon 1.0 ml
Hunter’s Trace Element 1.0 ml

N-eksik Beijerinck’s (1 1t icin)
CaCl2.2H.O 1.0 g

MgSO47H0 2.0 ¢

Fosfat Minimal Tampon (1 1t icin)
K2 HPOq4 1434 ¢

KH, POy 726 g

14



MATERYAL VE METOT S. EVREN

3.1.4. Siilfatsiz besiyeri

Tris base 20.0 ml
-S Beijerinck 50.0 ml
Fosfat Tampon 11 1.0 ml
Hunter’s Trace Element 1.0 ml
GlasiyalAsetik Asit 1.0 ml
-S Beijerinck (1 It i¢in)

NH4CI 80 ¢
CaCy2 2H,0 1.0 ¢
MgCi2 6H20 16 ¢

3.1.5. Paromomisinli besiyeri

100 mg paromomisin’e (Goldbio) 10 ml ddH>O eklendikten sonra ¢ozdiiriiliip
stok ¢ozelti hazirlanmigtir. Daha sonra 0,22 pm por buytikligiine sahip steril siringa
filtresinden (Isolab) gecirilmistir.

Otoklavli ve %1,5 agarli TAP besiyerine, petriye dokmeden dnce paromomisin
eklenmistir. Paromomisin ekleme asamasi i¢in besiyerinin yaklagik 50°C olmasi
beklenmistir. 10 mg/ml stok paromomisin ¢ozeltisinden 1 ml/It oraninda eklenmis olup
sonug olarak besiyerindeki konsantrasyonu 10 mg/It olarak hazirlanmistir. Daha sonra
petrilere dagitilmigtir. Hazirlanan besiyeri +4°C buzdolabinda muhafaza edilmistir.

3.2. Chlamydomonas Suslarimin Elde Edilmesi

Calismada kullanilan suslar ve mutantlar Chlamydomonas Center’dan alinmistir.
Chlamydomonas Center’dan edilen yer insersiyonun kesin olarak belirtilen yerde
olduguna dair veya insersiyona sahip olduguna dair kesin bilgi vermemekte olup
mesuliyet kabul etmemektedir. Insersiyonel mutantin segiminde Phytozome internet
adresinden Chlamydomonas reinhardtii tiirii'nde SEC24A genine ait CLIP sayfasindan
giiven derecesi en yiiksek olan mutant se¢ilmistir (Li vd. 2019).

3.3. sec24a Mutantindan Klon Olusturma

Chlamydomonas Center’dan gelen hiicreler 6nce %1,5 agarli TAP besiyerine
ekilmistir. 1 hafta biiyiitiildiikten sonra ince uclu uzun otoklavlanmais steril kiirdan ucu
ile az bir miktar almmarak %1,5 agarli TAP besiyerine zikzaklar seklinde c¢izim
yapilmistir. Hiicreler 10 giin biiyiitiildiikten sonra tek koloniler alinip pargalara béliinen
%1,5 agarli TAP besiyerine dikkatlice karistirilmadan transfer edilmis ve
biiyiitiilmiistiir. Sekil 3.1-A’da klon olusturmak icin ekim yapilan petride olusan
kolonlar, Sekil 3.1-B’de ise tek tek alinan kolonilerin TAP besiyerinde biiyiitildigi
goriilmektedir. Bir petri ilk 6nce 6 parcaya boliiniip 6 klon olusturulmustur. Daha sonra
1 numarali klondan tekrar ¢izim yapilip, 16 parcaya boliinmiis olan TAP %1,5 agarli
kat1 besiyerine 16 adet klon olusturulmustur.
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Sekil 3.1. Klon olusturma
A: Cizim yapilarak olusturulan kolon petrisi; B: Tek tek alinan klonlarin biiyiitiilmesi

3.4. DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu Thermo Scientific™ GeneJET Bitki Genomik DNA
Piirifikasyon Kiti ile gerceklestirilmistir (Katalog numarasi: K0791). izolasyonu
gerceklestirilmeden ©nce hiicreler %1,5 agarli TAP besiyerinde en az 1 hafta
biiyiitiilmiistiir. Uygulanan izolasyon iglemi asagida maddelenmistir;

I. RNase-DNase igermeyen 1,5 ml mikrosantrifiij tiiptine 350 ul Lysis Tampon A
eklendi. Ardindan hiicreler steril kabin igerisinde 6ze ile alinip lysis A igerisinde
karistirir gibi yaparak dagitildi ve 20 saniye vortex yapildi

I1. 50 pl Lysis Tampon B ile 20 ul RNase A eklendi ve 1 dakika vortex yapildi

I1l. 65°C su banyosunda 10 dakika inkiibe edildi ve 5 dakikada bir karistirildi
IV. 130 pl Precipitation Solution eklenip hemen ardindan tiip 3 defa alt-iist edildikten
sonra 5 dakika buz tizerinde bekletildi
V. 14.000 rpm’de 5 dakika santrifiij gerceklestirildi
V1. Siipernatant yeni bir RNase-DNase icermeyen steril mikrosantrifiij tiipiine aktarildi.
400 pl Plantg DNA Binding Solution ve 400 pl %96 EtOH eklendikten sonra iyice
karistirildi
VIl. Tamami Spin Clumn’a aktarildi. 8.000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildiktan sonra
tiipteki s1v1 dokiildii
VIII. 500 ul Wash Tampon | column iizerine eklendi ve 3 dakika 10.000 rpm santrifiij
gerceklestirildi. Igindeki s1v1 dokiildii ve column ayni tiipe tekrar yerlestirildi
IX. 500 pul Wash Tampon Il column {iizerine eklendi ve 3 dakika 14.000 rpm santrifiij
yapildi. Igindeki s1ivi dokiildii ve column ayni tiipe tekrar yerlestirilip 1 dakika 14.000
rpm santrifiij yapildi. Column yeni steril mikrosantrifiij tiipiine aktarildi
X. 100 pl Elution Tampon column membraninin tam ortasina eklenip oda sicakliginda 5
dakika inkiibe edildi ardinda 1 dakika 10.000 rpm santrifiij yapildi

Izole edilen gDNA’lar -20°C’de depolanmustir.

3.5. RNA izolasyonu

® .
RNA izolasyonu “’NucleoSpin  Bitki RNA Izolasyon Kiti”® ile

gerceklestirilmistir. Kit protokolii aynen uygulanmis olup, ek olarak kit protokoliinde
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yer almayan enjektdrleme islemi yapilmistir. izolasyonu gerceklestirilmeden once
hiicreler %1,5 agarli TAP besiyerinde en az 1 hafta biiyiitilmiistiir. Uygulanan
izolasyon iglemi asagida maddelenmistir;

. RNase-DNase icermeyen 1,5 ml ependorf tiipiine 350 ul RAL ve 3,5 ul f-MA (B-
merkaptoetanol) eklendi. Ardindan hiicreler steril kabin igerisinde 6ze ile alinip
ependorf igerisinde homojenize edildi ve 1 dakika siddetli vortex yapildi

Il.  Ardindan ignesi 21G olan enjektor ile c¢ekilip siddetli sekilde tiipe geri birakildi.
Enjektorleme islemi 6 defa tekrarland1

I1l.  Kapaksiz ependorf tiipe mor filtre kullanilarak filtreden gegirildi ve ardindan
11.000 g’de 1 dakika santrifiij yapildi

IV. Altta kalan sivi RNase-DNase igermeyen 1,5 ml ependorf tiipiine aktarildi.
Uzerine %70 EtOH’den 35 pl eklenerek hemen 5 defa alt iist edildi

V.  Agtk mavi filtre collection tiipiine takild1 ve 6rnekler aktarildi. 11.000 g hizda 30
saniye santrifiij uygulanip 6rnekler filtreden gegirildi

VI.  A¢ik mavi filtre yeni steril kapaksiz 2 ml tiipe takildi iizerine 350 pl MDB
(Membrane Desalting Tampon) eklendikten sonra 11.000 g’de 1 dakika santrifiij
yapildi

VII. 95 ul DNase reaction mixture filtrenin tam ortasina eklendikten sonra oda
sicakliginda 15 dakika bekletildi

VIII. Ik yikama igin; 200 ul Tampon RAW2 eklendi ve 11.000 g’de 30 saniye
santrifiij uygulandi
Ikinci yikama igin; Yeni 2 ml collection tiipiine santrifiijden cikan filtre
(column) alindi. 600 il Tampon RA3 eklendikten sonra 11.000 g hizda 30 saniye
santrifiij uygulandi. Altta kalan sivi dokiildii ve kullanilan filtre tekrar takildu.
Ugiincii yikama igin; Filtrenin tam orasina 250 pl Tampon RA3 eklendikten
sonra 2 dakika 11.000 g hizda santrifiij yapildu.

IX.  Uzerindeki filtre almip 1,5 ml steril yeni ependorf iizerine yerlestirildi.

X.  RNA’y1 eliite etmek i¢in 50 pl H20 filtrenin tam merkezine dokunmadan
eklendi. 11.000 g hizda 1 dakika santrifiij yapildiktan sonra alttaki sivi alinip
ayni filtreye tekrar eklendi.

Ardindan 2. Eliisyon i¢in; 11.000 g hizda 1 dakika santrifiij yapildiktan sonra
filtre atild1 ve RNA daha sonra kullanilmak tizere -80°C’de saklandi

Izolasyondan sonra Nanodrop cihazinda RNA miktar1 ng/ml olarak dlgiilmiistiir.
3.6. Mutant Genomundaki Insersiyonun PCR ile Belirlenmesi

PCR analizinde sec24a mutantindan klon 1, klon 2, klon 3 ve klon 4
kullanilmistir. Yabanil tip olarak ise CC-124 ve CC-5325 suslar1 analize dahil
edilmistir. Projeni analizlerinde ise tetrat 1’in dort projenisi de analiz edilmistir.

Cizelge 3.2°deki PCR (Polymerase Chain Reaction- polimeraz zincir reaksiyonu)
bilesenleri, kapakli 1,5 ml steril ependorf tiipe DNA haricinde sirayla eklenmistir. Daha
sonra PCR tiiplerine 11,5 pl dagitilip DNA 6rneklerinin eklenmesiyle toplam voliim
12,5 ul olarak analiz hazirlanmistir. Qiagen markasinin Taqg DNA Polymerase and Taq
PCR Core Kiti kullanilarak PCR gerceklestirilmistir.
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Kontrol PCR OMJ282-OMJ284 primerleri ile gerceklestirildi. Fakat OMJ
primerleri farkli TM sicakliklart denenmesine ragmen (57°C ve 54°C) giivenilir
calismadigi i¢in baska primer kullanmaya karar verilmistir.

Cizelge 3.2. PCR ve RT-PCR reaksiyonunun bilesenleri

PCR/ RT-PCR Bilesenleri Miktar (ul)
H20 4,95

5X Q soliisyon 2,5

10X Tampon 1,25

dNTP 0,25
Forward ({leri) primer 1,25
Reverse (Geri) Primer 1,25

Taq DNA polimeraz 0,05

DNA ya da cDNA lyada?2

Elimizde bulunan qSEC24B3utr-R ve qSEC24B3utr-F primerleri kullanilarak
kontrol PCR gerceklestirilmistir. Chlamydomonas Center’in alinan mutantlar i¢in
onerdigi spesifik SEC24A primeri ile ayr1 bir PCR gerceklestirildi. Insersiyon bolgesini
kapsayan bu primerler SP1-SEC24A-F ve SP2-SEC24A-R’dir. Analizlerde kullanilan
primerlerin baz sekanslar1 Cizelge 3.3’de verilmistir. Insersiyon bdlgesinin ve kullanilan
primerlerin SEC24A gen modeli tizerindeki yeri Sekil 3.2°de gosterilmistir.

» Uygulanan PCR protokolii asagida verilmistir.
Insersiyon bélgesini kapsayan SP2-Up-24A-R ve SP1- Int20-24A-F primerleri ile

yapilan PCR analizi protokolii;

[k denatiirasyon 95 °C 5
Denatiirasyon 95 °C 30"

Primer baglanmasi 58 °C 40" x39
Uzama 72 °C 1" 45"

Son uzama 72 °C 10°

» Kontrol PCR analizi i¢gin qSEC24B3utr-R ve gSEC24B3utr-F primerleri ile
uygulanan protokol;

[k denatiirasyon 95 °C 5
Denatiirasyon 95 °C 30"

Primer baglanmasi 54 °C 40" x39
Uzama 72 °C 145"

Son uzama 72 °C 10°
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Cizelge 3.3. PCR ve RT- PCR analizlerinde kullanilan primerlerin baz sekanslar1

Primer Niikleotid Beklenen Kullanilan
Uriin _
Adi Sekansi Biiyiik- Analiz
liigii (bp)
SP1- Int20-24A-F  5'- GCTGCCTCCCTCTCTCTCTT-3"
1414 PCR
SP2-Up-24A-R 5'- CACTGTACAGGCAGCCATTG-3"
QSEC24B3utr-F 5'-GGGCTCACGAAACAGAAGAA-3' Kontrol
. 152
qSEC24B3utr-R ;I—GCTGGTGTTGGTGGTGGTGTAAG— PCR
OMJ282 5'- ATGCTTCTCTGCATCCGTCT -3' Kontrol
1270
OMJ284 5'- ATGTTTTACGTCCAGTCCGC -3' PCR
g-CBLP-F1 5'-CTTCTCGCCCATGACCAC -3 Kontrol
105
g-CBLP-R1 5'-CCCACCAGGTTGTTCTTCAG-3' RT-PCR
g-CBLP-F2 5'-CCGCTGTACAGGGTGGAG-3" Kontrol
195
g-CBLP-R2 5'-CAAGATCTGGGACCTGGAGA-3' RT-PCR
23A-E10-F 5'-GCCTACTTCTACGTGGTGGT-3" Kontrol
769
23A-3utr-R 5'-TCAAACACTCCGCTACCCAT-3" RT-PCR
gSEC24A3utr-F 5'- CACTGGGAAGGTCGAGGAAC-3’
153 RT-PCR
gSEC24A3utr-R 5'-CACTTCTCTCGCTGCATGTC-3"
SP2-Up-24AR P
C-YEJEGOQEQJF i ‘SP].- Illf20-24A-F
Cytosouc 80S nbosomal protein L1NLytosalic 60S large subunt nbosomal protein
e s K el W R Wi Rl 0 RN i MimiTheil ya i E
Expressed Protein. Componant of COP-II vesicle coat compiex involved in ER-t0-Goigl transport. Pant of Sec23/24 sub-complex
qSEC24AutrR p
o (SEC24A3utr-F
5'UTR
3'UTR

Sekil 3.2. Insersiyon bdlgesinin ve kullanilan primerlerin SEC24A gen modeli
tizerindeki yeri
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Kirmuzi ok (P):insersiyon bolgesini belirlemek icin yapilan PCR analizinde kullanilan
SP1- Int20-24A-F ve SP2-Up-24A-R primerleri; Yesil ok(®): RT-PCR analizinde
kullanilan qSEC24A3utr-F ve qSEC24A3utr-R primerleri; Siyah ok (v ): Insersiyon
bolgesi

3.7. RT-PCR

RT-PCR analizlerinde yabanil sus olarak mutant ebeveyni olan CC-5325 ve
yabanil tip CC-125 kullanilmistir. sec24a mutant klonlarindan ise 1 ve 2 numarali klon
secilerek analiz edilmistir.

cDNA Sentezi

cDNA (Komplementer DNA) sentezi Invitrogen- Superscript 11l Reverse
Transcriptase  protokoliine gore gerceklestirilmistir. Protokoldeki RNaseOUT
kullanilmamisgtir. Uygulanan ¢cDNA sentezinin protokolii kisaca asagidaki gibidir (1
ornek igin) ;

I.  Niikleazsiz steril mikrosantrifiij tiipiine;
1ul oligo(dT)20 (50 uM)
300-500 ng aras1t RNA
1 ul 10 mM dNTP Mix
Il.  65°C’de 5 dakika daha sonrada buz {lizerinde 1 dakika inkiibe edildi
I1l.  Hazirlanan mix tlipe eklendi;
4 ul 5X First-Strand Tampon
1 ul 0,iIM DDT
IV. 1 pl Super Script™ III RT (200 units/ ul) eklendi
V. Birkac defa pipetleme ile alt iist edildi
VI.  50°C’de 60 dakika ardindan da 70°C’de 15 dakika inkiibe edildi.

Elde edilen cDNA’lar -80°C’de depolanmustir.
Uygulanan RT-PCR protokolii agsagida verilmistir.

» SEC24A gen ckspresyonunu analiz etmek i¢in kullanilan q-24A-F/q-24A-R
primerleri ile uygulanan RT-PCR protokoli;

[k denatiirasyon 95 °C 5

Denatiirasyon 95 °C 30"

Primer baglanmasi 57°C 40" X35
Uzama 72 °C 20"

Son uzama 72 °C 5

» (-CBLP-F1/ g-CBLP-R1 ¢-CBLP-F2/g-CBLP-R2 ve primerleri ile uygulanan
kontrol RT-PCR protokolii;

[k denatiirasyon 95 °C 5

Denatiirasyon 95 °C 30" X35
Primer baglanmasi 52°C 40"
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Uzama 72 °C 20"
Son uzama 72 °C 5

RT-PCR (Reverse transcription polymerase chain reaction- Reverse
transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu) hazirlama ve reaksiyon bilesenleri PCR ile
ayni olup sadece 1 ul DNA yerine 2 ul ¢cDNA eklenmistir. RT-PCR analizinde
kullanilan primerlerin baz sekanslar1 ve beklenen iiriin biiylikliikleri Cizelge 3.3°de
verilmistir.

3.8. Agaroz Jel Elektroferozi ve Orneklerin Yiiklenmesi
» Tampon ¢ozeltisi hazirlama

Elektroforezde tampon (tampon) ¢ozeltisi olarak TAE (Tris Acetate EDTA)
kullanilmistir. Stok ¢ozelti olarak 50X TAE tampon hazirlanmistir. 1M Tris 242 g;
Glasiyal asetik asit 57,1 ml; 0,5 M EDTA (pH: 8.0) bir miktar ddH2O igerisine
eklenmistir daha sonra ddH.O ile 1 litreye tamamlanmistir. Calismada 50X stok
cozeltisinden 1X hazirlanip kullanilmastir.

» Agaroz Jel hazirlama

Agaroz jel hazirlamada 1X TAE tampon ¢ozeltisi ve %1 olacak sekilde agaroz
kullanilmistir. Hazirlama islemi erlende 100 ml 1X TAE tampon ¢ozeltisi igerisine 1 g
agaroz tartilmis ve eklenmistir. Mikrodalga firinda ara ara karistirilarak tamamen seffaf
goriintli olusana kadar 1sitilmistir. Goriintiileme i¢in 100 ml agaroz jel i¢cin 2 pl EtBr
kullanilmistir. EtBr agaroz jel el ile tutulacak kadar soguyunca eklenmis ve iyice
dagitilmigtir. Daha sonra taraklarin yerlestirildigi elektroforez tepsisine baloncuk
olusturmadan dokiilmiistiir. Katilastiktan sonra taraklar dikkatlice ¢ikartilip jel tankin
icine yerlestirilmistir ve lizerine 1 X TAE tampon ¢6zeltisi eklenmistir.

> Orneklerin jele yiiklenmesi ve yiiriitme
PCR ve RT-PCR iiriinleri jele 4 pl olarak yiiklenmistir. Daha 6nce 1:5 oraninda
ddH20 ile diliite edilen 3 pl DNA Marker’a 2 ul dye (6X Loading Tampon; yiikleme

cozeltisi) eklenerek jele yiiklenmistir.
Yirtitme 50 dakika 150 Volt olarak yapilmustir.

3.9. Antibiyotik Direnci Testi

10 mg/ml Paromomisinli ve %1,5 agarli kat1 TAP besiyeri kullanilmistir. 16 adet
klonun yaninda, yabanil tip suslardan CC-124 ve mutantin ebeveyni olan CC-5325
yabanil susu kullanilmigtir. Klonlar ve yabanil suslar TAP besiyerinde 1 hafta
blyiitiildiikten sonra, paromomisinli besiyerine ve karsilastirmak icin TAP kati
besiyerine ekilmistir. 1 hafta biiyiidiikten sonra fotograflar1 ¢ekilip karsilastirilmigtir.
3.10. Enzim Aktivite Testi

Siilfat ve fosfat hazirlanisi asagida verilmistir;
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X-POg (5-bromo- 4-chloro 3-indolyl phosphate, Sigma) 0,01852 g tartilip falkon
tiipe eklenmistir. Sonrasinda buz tizerinde otoklavli ddH20 ile 5 ml’e tamamlanmistir.
500 pl olacak sekilde ependorflarin igerisine boliinerek folyoya sarilmistir ve -20°C’de
depolanmistir. Calisma konsantrasyonu 10 mM’dur.

X-SO4 (FW 364,6) 0,01852 g tartilip falkon tiip igerisine buz tizerinde 500 ul Tris-Cl
(1M; pH: 7,5) eklenmistir ve ddH20 ile 5 ml olacak sekilde tamamlanmistir. Calisma
konsantrasyonu 10 mM’dir.

sec24a klonlar1 TAP %]1,5 kat1 besiyerinde 1 hafta biiyiitiilmiistiir. Daha sonra
stilfatsiz besiyerine ve fosfatsiz besiyerine 16 adet klonun yaninda, yabanil tip suslardan
CC-124 ve mutantin ebeveyni olan CC-5325 susu hiicrelerinin ekimi yapilmistir. Bir
hafta biyiitiildiikten sonra aktivite testlerine bakilmistir. Fosfataz ve siilfataz eger
salgilaniyorsa hiicrelerin bulunduklara agara da isleyecegi icin tlizerindeki fazla hiicreler
bir pecete yardimiyla alinmistir. Biiyiitiilen klonlarin ve yabanil suslarin bulundugu
stilfatsiz besiyerindeki hiicrelere 10 pl siilfat ve fosfatsiz besiyerindeki hiicrelere 10 pl
fosfat damlatilmigtir. Uygulamadan 30 dakika sonra, 1 saat sonra ve 24 saat sonra
fotograflar1 ¢ekilip degerlendirilmistir.

3.11. Caprazlama ve Tetratlarin Diseksiyonu

16 klon igerisinden klon 1 se¢ilmistir ve CC-125 ile c¢aprazlanmistir.
Yabanillardan ise CC-5325 ile CC-125 caprazlanmistir. Caprazlama islemleri igin her
sus ve se¢ilen 1 numarali klon ayr1 ayr1 cam tiiplere 1 ml azotsuz SEM-N siv1 besiyerine
icine 6ze yardimiyla dagitilmistir. Hiicreler 151k altinda 0-16 saat azotsuz besiyerinde
bekletilmistir. 0-16 saat sonunda 2 ayr1 cam tiipe 500 pul CC-125 eklenmistir. Daha
sonra bir tiipe 500 pl CC-5325 digerine de sec24a(k-1) eklenmistir. Ilk 5-10 dakika, 25-
30 dakika, 40 dakika gibi baz1 araliklarla agliitinasyon, hiicre flizyonu, ¢ift olusumu ve
QFC hiicrelerin varligiin olup olmadig: tespit edilip fotograflar ¢cekilmistir.
Caprazlamadan sonra yaklasik 6 saat 151k altinda bekleyen hiicreler sonra %4 agar
icerikli katt TAP besiyerine yayillmistir. Yayma birka¢ petriye yapilmistir. Yayma
islemi yapilirken s1vi azotsuz ortamda caprazlanan hiicrelerden (CC-5325 x CC-125 ve
sec24a(k-1)x CC-125) filtreli pipet ile 150 pl alinip katt %4’likk TAP besiyerine
aktarilmistir. Hiicreler %4 katt TAP besiyerine yayilirken sivinin petri kenarlarina
gelmemesine dikkat edilmigstir. Zigot petrileri en az 6 giin karanlikta bekletilmek iizere
aliminyum folyolara sarilmis olup, 6 giin sonunda binokiiler mikroskop altinda olusan
tetratlarin  her birinin diseksiyonu yapilmistir. Diseksiyonu yapilan tetratlar ve
projenileri numaralandirilip %1,5 agarli kat1 TAP besiyerine aktarildi. Aktarilan projeni
hiicreleri 1 hafta biiyiitiildii.

Caprazlama yapilmadan Once sec24a(k-1) icin hiicre anormallikleri
incelenmistir. Hiicre anormallikleri azotsuz besiyerinde ve 151k mikroskobu kullanilarak

incelenmistir.

3.12. Projeni Hiicrelerinde Antibiyotik Direnci, Ciftlesme Tipleri ve Morfolojinin
Belirlenmesi

» Antibiyotik direnci testi
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%1,5 agarli TAP kat1 besiyerinde 1 hafta biiyiitiilen projeni (dol) hiicreleri,
paromomisinli %1,5 agarli kat1 TAP besiyerine ve %1,5 agarli TAP besiyerine ekim
yapilmistir. 1 hafta biiyiitiilen hiicrelerden paromomisine dayanikli olanlar ve
olmayanlar belirlenmistir.

» Ciftlesme tipinin belirlenmesi

Caprazlama Oncesi hiicreler 15 saat azotsuz SEM-N siv1 besiyerinde 151k altinda

bekletilmistir. Tetratlardaki 4 projeninin her biri hem mt* olan CC-125, hemde mt™ olan
CC-5325 ile ¢aprazlanmistir. Sonrasinda tetratlarinin her projenisi 1:1 (500 pl: 500 pl)
oraninda hem CC-5325 hem de CC-125 ile ayr1 cam tiiplerde karistirtlmistir. Isik
mikroskobu altinda agliitinasyon vb. generatif iireme agsamalar1 incelenmistir.
Agliitinasyon ya da zigot pelikiilii, CC-125 ile g¢aprazlanan incelemede goriildii ise
projeni mt™ olarak belirlenmistir. Agliitinasyon ya da zigot pelikiili, CC-5325 ile
caprazlanan incelemede goriildiiyse projeni mt® olarak belirlenmistir. Zigot pelikiilii
caprazlamadan en az 24 saat sonra incelenmistir. 24 saatlik siirecte kiiltiirler 151k altinda
bekletilmistir.

» Morfoloji ve renk

Projenilerin %1,5 agarli TAP besiyerinden, yine %]1,5 agarli TAP igeren
petrilere ekimi sirasinda agik yesil ve koyu yesil olarak renkleri belirlenmistir.
Morfoloji olarak ise uzayan ve sivi bir yapiya sahip olanlar akigkan; sert ve ekim
sirasinda toplanan, dagilmayan bir yapiya sahip olanlar ise kati olarak nitelendirilmistir.

3.13. Biyoinformatik Analizler

Calismada kullanilan protein sekanslar1 ve Accession numaralar1 Cizelge 3.4’de
verilmistir. Protein sekanslar1 Chlamydomonas reinhardtii ve Volvox carteri tiirleri igin
Phytozomev12.1 Bitki Genomik Kaynaklari
(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html) veritabinindan alinarak kullanilmistir.
Analizlerde bulunan Arabidopsis thaliana, Mus musculus, Homo sapiens,
Saccharomyces  cerevisiae  tirlerinin  protein  sekanslart  ise =~ NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) veritabanindan alinmistir.

» Hizalama analizleri;

Protein sekanslart UNIPROT (https://www.uniprot.org/align/)veritabanindaki
hizalama ile analiz edilmistir. Veritaban1 hizalama analizlerinde CLUSTALO
programini kullanmaktadir. Sonuglar tablolastirilmis ve benzerlik yiizdelerine gore
siralanmaistir.

» Protein domain analizleri;

Protein domaini analizlerinde PFAM
(https://pfam.xfam.org/search/sequence#tabview=tab0) veritabani kullanilmistir. Sekans
arama secenegine protein sekansi yapistirilmis ve sonuglar daha sonra tablo haline
getirilmistir.
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Cizelge 3.4. Biyoinformatik analizlerde kullanilan protein sekanslari
Cr: Chlamydomonas reinhardtii; VVc: Volvox carteri; At: Arabidopsis thaliana; Mm:
Mus musculus; Hs: Homo sapiens; Sc: Saccharomyces cerevisiae

Protein Accession
CrSEC24A Cre02.g091150.11.1
CrSEC24B Cre01.g035850.11.2
ScSec24p 1M2V_B

Lstlp ( SFB3p) NP_011966.1

Isslp ( SFP2p) P53953

AtSec24A NP_187366.2

Atsec24B (CEF)

NP_001326943.1

AtSec24C NP_001119101.5
HsSec24A NP_068817.1
HsSec24B AAI43269.1
HsSec24C NP_04913.1
HsSec24D NP_055637.2
MmSec24A NP_780464.2
MmSec24B NP_997092.1
MmSec24C AAH40370.1
MmSec24D NP_081411.2
VcSec24 Vocar.0001s1208.1
VCcSEC24 (SF4) Vocar.0001s0725.1
VCSEC24 (SFB2) Vocar.0009s0279.1

» Protein sekonder yap1 ve 3D analizleri;

Proteinin sekonder yapisinin belirlenmesinde PHYRE?2 programi kullanilmistir
(Kelley 2015). Protein sekansi analiz i¢in programa gonderildikten 6 saat sonra
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sonuglart mail olarak gondermektedir. Sonu¢ dosyasinda; kristal yapisi ¢oziimlenen
proteinlerden analiz proteinine en fazla benzerligi olan proteinlerin siralanmasi,
gonderilen proteinin “’.pdb’’ uzantili belgesi vb. icerikler bulundurmaktadir. Ayrica 3D
yap1 goriintiisli de gonderilen URL iizerinden alinabilmektedir.

Sekonder yap1 analizinde PHYRE2 programinin verdigi goriintii kullanilmigtir.
Ayrica verilen pdb belgesi, FirstGlance (https://bioinformatics.org/firstglance/fgij/)
programina yiiklendiginde verilen sekonder yapi ile PHYRE2 programinin verdigi
sekonder yap1 karsilastirilip giivenilirligi artirllmistir. Proteinin sekonder yapisindaki
heliks, coil vb. yapilarin ylizde oranlar1 FirstGlance sonucundan alinmistir.

HsSec24D proteini ve ScSec24p i¢in kullanilan 3D goriintiileri RCSB PDB
(H.M. Berman vd. 2000) (https://www.rcsb.org/) veritabani {izerinden alinmistir.
HsSec24D proteini i¢in pdb kodu 3eg9 ve chain: B kullanilirken, ScSec24p igin
kullanilan pdb 1M2V chain: B’dir. Goriintiilleme segenekleri karsilastirmanin kolay
olmast amaciyla sekonder yapi renklendirmeli olarak degistirilmis ve ardindan da
JSMOL goriintiilemesi secilerek, arka plani siyah olacak sekilde ekran goriintiisii
alinmistir.

» Protein lokalizasyon tahmini

Lokalizasyon tahmininde 3 farkli program kullanilmistir. Bunlar; PredAlgo
(Tardif  vd. 2012), TargetP 1.1 (Emanuelsson vd. 2000) (
http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP-1.1/index.php) ve Phobius
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/phobius/) programlaridir. Analiz yapilirken protein
sekanslart kullanilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Biyoinformatik Bulgular

4.1.1. Hizalama analizi ve F-X-P motifinin belirlenmesi

C. reinhardtii SEC24A protein sekansi ile bazi diger organizmalarda bulunan
SEC24 sekanslar1 hizalama yapilmistir. Sonuglara gore Volvox carteri SEC24 proteini
(VcSEC24) %75.493 ile en fazla benzerlik gosteren olarak bulunmustur (Sekil 4.1).
Ayrica ScSec23p izerindeki VFR (Valin-Fenilalanin-Arjinin) aminoasitlerinin
Scsec24p proteini  lizerindeki FLP (Fenilalanin-Losin-Prolin) aminoasitlerinden
Ozellikle korunmus F-X-P aminoasitlerine baglandigir bilinmektedir (Bi vd. 2002).
VcSec24 proteini lizerinde bu aminoasitler hizalama sonunda degisim gostermemis olup
Sekil 4.1°de gosterilmistir. Volvox iki hiicre tipinden olusan ¢ok hiicreli yesil bir algler
tiriidiir. Gonidium ve yaklagik 2000 tane somatik olmak iizere iki farkli hiicre tipine
sahip olan V. carteri’de, C. reinhardtii’nin aksine iireme ve yiizme farkli hiicreler
tarafindan gerceklesmektedir. Ureme becerilerini yitiren ve jelatinimsi hiicre dis1 matris
yiizeyinde tek tabakada bulunan somatik hiicrelerin goérevi ylizmek, V. carteri’yi 151k
altinda tutmak boylece fotosentez yapmaktir. Ureme, Gonidium adi verilen 6zel hiicre
tarafindan gerceklestirilir. Boliinme 6zelligine sahip olan Gonidia hiicreleri biiyiiktiir ve
flagella yapist olmadigindan dolay1 ylizemez. Somatik hiicreler kiiciik ve flagella sahibi
olmasi nedeniyle C. reinhardtii’ye oldukg¢a benzemektedir (Miller 2010).

C. reinhardtii SEC24A protein sekansinin heterodimerleri olan CrSEC23A,
CrSEC23B ve paralogu CrSEC24B ile yapilan hizalama sonucu ise sirasiyla; %12.974,
%12,701 ve %35,133’diir. Diger organizmalardaki SEC24 proteinleri ile yapilan
hizalama sonuglarina gore benzerlik ytlizdeleri Cizelge 4.1°de verilmistir.

Sec23 proteinine baglanma aminoasitleri ScSec23/24p kristal yapisinda
belirlendigi i¢in ScSec24 ile yapilan hizalama sonucu Sekil 4.2°de verilmistir. Sekil
4.2’nin sonucuna gore ScSec24p lizerindeki FLP aminoasitleri CrSEC24A’da FVP
olarak belirlenmistir. CrSEC24A proteininin paralogu oldugu icin CrSEC24B ile
yapilan hizalama sonucu Sekil 4.3’de verilmistir. Sekil 4.3’de goriildigi gibi FVP
aminoasitleri CrSEC24B’de FAP olarak degisim gostermektedir. CrSEC24A 3D
konformasyonunu olustururken baz aliman HsSec24D proteininde FLP aminoasitleri
FVP olarak belirlenmistir.

Sonug olarak ScSec24p’de goriilen FLP aminoasitleri; CrSEC24A, CrSEC24B,
VcSec24, HsSec24B proteinlerinde F-X-P motifi olarak korunmaktadir.
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Cr3ECZ 42 1 MYHREYGRER-————-PEFPOGEERRR MM LR GE-CEFFERRPEMELEFEHMPRERE—— 3
ToEECZ4 1 MYPPPSYCARPPYPGAPPPPGEMPPGPGMMEPDPPGAAGEPPP—PLGGAPPGMPPLEESD 59
T B _www W OW RFaEW_ NEEN Wk mEww " EERANE WD

Cr3ECZ 42 54 —————-FPEMAPFEMEPERARTEMERPEGEEEMERRRGEE—————MEFERERRRAMOPOEY i02

ToEECZ4 €0 TPGAQPLGMECEGMESATF--—-DRDQGPDEAVGIAGES STEGEMMEFEDEDEET———— 110
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Tc3ECZ24 111 BoGEReRaQMOPH-———————GEVAGRATEPEEFRGRPGEME ———-PPERGEERAGRDGEMEEEER 158
e . .. e - ke LR - - - - L

Cr3ECZ4A 1&4 PPGHQEPQARPPGHPPPPGPPGHAFMCGHPPP PR PEHMAPP PP PCMAPPEPCEPCMOPEGHE 223

Tec3EC24 158 EBREEUVRE-————- HER-—-PVE G EME P FF R R I PEHAR - PR PEMEGME————PEFERZLE 5
ik - 5w I *  kEkkEE kh kE BRI AAN * TIL

Cr3ECZ4R2 224 GMEPRA-PRGEHARGEVRPPEGMEP PR PRGN R AT DR SG-QRMMEQEFESLIL 1

Te3ECZ24 & GMPPPPPEGFHTAGAPPPLE—————— GEPGRHGHMO P PPMCEEY DPTAACORLAEQFESLIV 59
Ekk B W_hkks B RAW e Eh Ak _EE A s BE . AREAREE -

Cr3EC24R 282 GAAGDE-—QPEGVDCASLEREVEEALERALTAHSPGOPANCS DINMEMTINATEVSTALE aas

Te3ECZ24 280 GPAGPGAMAPDGVDPGRALARPVCEQLARALAPOPPADPGHCIPDNMEMTINATIDPVSTALER 2319
ok w J-:J---_:i- o - J-JJ-: B J-_ll_---‘lllll---llllll---

Cr3ECZ 42 240 ARMFLELEVVVHEMADEFYGROVEVVOLSSAGINE as8

ToEECZ4 220 TRMALPLGVIVHEMADEFHGRTVEVVOLISA 278
:J-J- --J-I-J:J-J---Jl-i-:ll E

Cr3ECZ4R 400 ErF 33 LDQHGRRREDADERPELIQETVE YTVARADY 253

Tc3ECZ24 280 S3LDHHNGRRRDADERPELIDETVE T VAPAD YHMVERSE <33

o L T T T R R T PR P,

Cr3ECZ4R 518

Tec3EC24 228

Cr3ECZ4A 579

Tec3EC24 558

Cr3ECz4A §as

Te3ECZ24 619

Cr3ECZ4R a0 £23

ToBECZ4 20 T §78

CrSEC24R 700 759

VeSEC24 £30 738

CrSEC24a 760 ELADMFAATDAGAMTTMMAKLSVEKYLSSRLDETRQSLAARLSGAL 819

VcSEC24 740 ELSDLYNNTDAGAMSCMIAKLSVEKYLSSRLDETRQSLHLRLSGAL 799

SHEHF K WEEREE: KR KNERFERFRNRANRENFENFE FHRENF
CrSEC24n 820 KEFRIMNANAATRTENKLIFPETYRYLPIWTLGLMECAAFRGGARDVNADERIAVGHFLM 879
VeSEC24 800 KEFRLMNASAAMRTPNKFIFPETYKYLPIWTLGLMECAAFRGGAKDVNSDERIAVGHFLM 859
W w . W . o :*t**t B whhE bk F R A F RN TR Rk Rk R Rk b o Rk : kW R N bR N W
CrsEC24R 280 AMAVARLAYPTAYALHDPSGPWGHEQQDGSW 939
VCSEC24 860 AGGVDAVARLVYPARFALHDPNGPWGIEQPDGS 519
W*‘t*:WW*WW.W*:W:N**W*.W*ICW:“(W W“"‘CWW:W :W*W: W_It *ICW.ICW:W“'I(W:
CrSEC24R 940 CVEVEGIDPLSLPQDTSAVIVEPGRDTPMSGRVTTLLRALRAGRELE 999
VeSEC24 520 CVEVFGTDEMSLEQDTSAVLVEPGRDAPMSRRVNAVLRTLRAKRLLE 579
HHEER  RRH s WRNRHNFERFNRT s ARNERRTNE KRR NF R s RHH KR s s RN s WNE ® W
CrSEC24a 1000 QOVEVVROGSPLEPHVLEYLVEDRSESTQSYTDYMVSLEKAVLAK 1044
VeSEC24 980 QQVEFVVRQGSGLDAHVLEYFVEDRSPSTQSYTEYMVALEKAVMAK 1024

hEkckEhkE kR ky hEERF kR kR kAR AR kR kR F RN AR s H K

Sekil 4.1. CrSEC24A ile VcSec24 protein sekansi hizalama sonucu
Her renk farkli domaini gostermektedir; Yesil: Sec23/Sec24 Zinc Finger; Kirmizi:
Sec23 Alpha Beta Trunk Domain; Mavi: Sec23/Sec24 Beta Sandwich Domain; Sari:
Sec23/Sec24 Helical Domain; Mor: Gelsoline Repeat Domain; Ok ile isaretlenen S.
cerevisiae’de Sec23p’e baglanma bolgesi olan FLP aminoasitleri Volvox carteri Sec24
proteininde FVP olarak belirlenmistir
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Cizelge 4.1. CrSEC24A ile baz1 organizmalarin protein sekansinin hizalama sonuglari
Cr: Chlamydomonas reinhardtii; VVc: Volvox carteri; At: Arabidopsis thaliana; Mm:
Mus musculus; Hs: Homo sapiens; Sc: Saccharomyces cerevisiae

Organizma / Hizalama Eslesen Ayni Eslesen Benzer
Protein Benzerligi Aminoasit Aminoasit
(%)
VCcSEC24 75,493 804 93
AtSec24A 40,237 441 273
CrSEC24B 35,133 397 362
VCSEC24 (SF4) 32,947 370 276
AtSec24C 32 360 286
AtSec24B 31,342 362 282
MmSec24A 31,09 365 303
HsSec24A 29,655 344 318
HsSec24C 29,649 388 279
MmSec24C 28,584 333 299
HsSec24D 28,265 316 299
MmSec24D 27,986 314 302
MmSec24B 26,007 345 306
ScSec24p 25,551 278 300
HsSec24B 25,092 341 307
Sclssl 22,837 356 279
ScLstl 18,771 209 311
CrSEC23A 12,974 147 232
CrSEC23B 12,701 174 214
VCcSEC24(SFB2) 10.973 150 219
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CrSEC24A 1 MYNOPGYGADRDEFDOGGVITADGHMLOGADGEEFIDGDPEMPLEDGHEPDDGEDCHADT o
S=SEC24 L il
CrSECI4A 61 GMDPDPATYGMPLDDGPRGMDPPPGLOGHE P PPGPAMODOCHPFGHEMGGADDDHDGOM 120
S=SECI4 1 e MSHERKRVYEQRQLOY i

- & s
CrSEC24A 121 G---MPSGAD----RITADPITCSFECATCHEGPCAPPDEEMPCHEDDECDDEH]EGRRD 173
ScSECI4 17 GONRTELQOPAQFHEPQDEARACHSYEQMEIPEQEATESNE0QQFLTPROEQ-LHOITD- 74
w W " w w w w ok o w w - w
CrSEC24A 174 DPGEMPPEPGEPEGMAPMGMDDPPGPLGMLETECEEGMAPPECPPGMOPPGMPCHEPADACEH 233
ScSECI24 75—~ QRTTEMHIME-— == — == —mmmmm—mmmmm e LHNVDL--VDENETM =7
w * - w -
CrSEC24A 234 ADEVDEPLEMPEEPTIQDGMVCHMEDEMNACYDEY SCQR--MMEQFESLTLCARCDCIEEG 281
ScSECI4 52 QPQVEVOMETPLOQO0QP----}RAPRYEOPSARNEQNARMNQLYFIDLLTEL-—~F P2 150
w ww w w o oW -
CrSEC24A 292 VDERSLP-REVEEALERALTAHSPGEOPANCS EDNMRMTINATPVSTALEARMELELGVVY 350
ScSECI24 151 ITDLTLPPIELVIPTE-—-RMLVPSELENASEDYIRETLNAVPENSSLLKKSKLDFELVI 207
- :Jui. ¥ - * Ju_: :l_li.l :l Ju:ll:l _::l < Jl:l:i.:
CrSEC24A 351 HOMADEFYGROVEVVQLSSA 410
S=SEC24 208 REYQELYDDI-DEFFLNEDG - 288
-k - e -
CrSECI4A 411 FSSLOCNGRRROADERPELSQETVEYVATADTHL 470
S=SECI4 267 DQSDEND--PKSRYDRNE[KCAVMEVMACKEVTLE 324
i. w - ww -% - &
CrSECZ4A 471 s22
S=SECIZ4 325 284
CrSECI4A 523 z8z
S=SECI4 385 444
CrSEC24A 233 £41
ScSECI4 143 504
CrSECI4A 642 £33
ScSECI4 ENE sed

CrSEC24R 700 733
SoSECZ4 zes 523
CrSEC24A 760 SELADMFARTDACAMITMMAKLSVEKYLSSRLDETROSLERRLSCAL 21s
SoSECZ4 524 SLAEVYASADJLATASFYNSKAVEKALNS SLODARVL.TNKSVQDTL 583

. . . . ok s, & e 1‘ W \l o . w

CrSEC24R 220 KEFRIMNENAALRTENKLIFPETYKYLPIWTLCLMKCAAFRCGARDVNADERTEVEHFLY 272

SoSECZ4 684 ATYRKETVVSNTAGGAPLRLCANLRMFPLIMESLTKHMAFRSCTVESD-~HRASALNNLE 741
kS - .- '\I. kS S \l

CrSEC24R 280 AECGVERVARILYETRYALHEDDSCEWEMEQQ--—---DES 333

SeSECZ4 742 SLPLEYLIENIYPDVISLEDMADEACLEVQTEDGEATCT] 201
- W i. -k Ek - -

CrSEC24R 334 zaz
SoSECZ4 202 252
CxSECZ4R 953 DBAGRPL--EQUVFVVRQESILEP-—---—-——---——HVLEYLVEDRSESTQS Y TDYMYS 1036
SoSECZ4 860 RNHDDVITYQSLYIVRGASLSEDVNHASAREVATLRLWASSTLVEDKILNNESYREFLOT 31=

" " - Ju s " R k. - -

CrSEC24R 1037 LEEEVLEK 1044

SoSECZ4 320 328

MEARTS-K

*

Sekil 4.2. CrSEC24A ile ScSec24p protein sekansi hizalama sonucu

Her renk farkli domaini gostermektedir. Yesil: Sec23/Sec24 ZincFinger; Kirmizi:

Sec23 Alpha Beta Trunk Domain; Mavi: Beta Sandwich Domain; Sari: Helical
Domain; Gelsoline Repeat Domain; Mor: Gelsoline Repeat Domain; Ok ile isaretlenen

S. cerevisiae’de Sec23p’e baglanma bolgesi olan FLP aminoasitleri C. reinhardtii

SEC24A proteininde FVP olarak belirlenmistir
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CrSEC24A 1 MYNQPGYGAPRPPFPQGGVPPAPGHMMLQGAPG- - - ~GGFPP -~ - - - - - - == 37
CrSEC24B F MYAPRPGAPPGGHPPAPGGF GAPPPFPGGPGGPPPGPGGF GAPPPPPGPGGFAP 54

*kEE * 8* FkEEk H
CrSEC24A 38 e GPPGMPLPPG-MPPPPGPPGHMAPPGHPPPPAPYGHPPPP 75
CrSEC24B 55  SMPPPPGGAPLNQAFGAMSIGGPPGAPPRPGGHPPPGGHIGHR - - - PAPPGIMQGGHPPPP 111
¥EEE ¥ kXF XEEE ¥ *% *% *¥EEXEE
CrSEC24A 76  GPPGMPPPPGPQGMPPPPGPPAMQPQGHPFGHSHMGGAQPPHPGQMGMPSGAPRPPAPPPP 135
CrSEC24B 112 GPPGMPPPPGPPGMPPPPSPRGMAPLGGFPSNAY--------- PLNMPSVS - - - - -~ PPS 156
FEEEEFXREERE ¥¥¥¥8¥ Ct * ¥ % Liae HN &k H
CrSEC24A 136 GSFGGAPGMPQ------- PGAP - PPPGHPGHP PPRGPPGMPQARPPGHPPPPGPPGHMAR 187
CrSEC24B 157 QHSGALMGVPQOQHGHQQQQHGHPPSPNGHIP PPPGPPGSNRPPGPPGHP - - - -~ - -~ 206
1. ‘ ¥k EEFEEEERE E2 22 23
CrSEC24A 188  MGMPPPPGPPGMAPPPGPPGMAPPPGRPG - MQPPGMPGHPPAPAGFHAPGVPPPPGHPGG 246
CrSEC24B 207  ----PPPGAPYGAPPPGPPGMPPPPEPPGGFPPPGMPGGPPPPPGAYPPGHPPPPGRPGEH 262
*xkk & *kkkkEkkFk FhEEkEE H *EkkEk ¥ ¥ & H tt:**tt# *&
CrSEC24A 247  PP-----PQPGHVGHPPPMNAGYDPYSGQRMMEQFESL TLGAAGPGQPEGVDPASLERPY 3e1
CrSEC24B 263 GPPGHGPPPPGPPGUPPPPG-------- QQRPA———GQASG AG.QPGSSRIDPSQIPRW 318
* k& *kkEk . H * . ** **#*
CrSEC24A 302 GEALERA---=-==-==mmmmmmnm LTAHSPGDPANCSPDNMRMTINATPVSTALKARMP 343
CrSEC24B 311 AQPASSEHL\.’FDTRIAGGHNLPPA.ASSRFWRDRGSCSPRYLRATLNHVPHSPELLGNAA 378
* . 8** t * t t * * .
CrSEC24A 344 LPLGVWVHPMADEFYG-RQVPVVQLSSAGIVE 482
CrSEC24B 371 HPLALWSPLALPDPGDDPIQIUWTES 439
t' 3* - t ._t ¥ tt::*%*':::tt :t' *.tf_tl:
CrSEC24A 4p3 SSLDONGRRRDADERPELSQGTVEYVAPADYMVR 452
CrSEC24B 431 CHLSPDGRRRDADERPELCRGTVEYLASKEYVFR 498
t: * _t . 8_ t!**%tt!t*tt tt**! t :3: *k¥k ¥ :_* *kEE :t
CrSEC24A 463 522
CrSEC24B 491 558
CrSEC24A 523 582
CrSEC24B 551 618
CrSEC24A 583 642
CrSEC24B 611 669
CrSEC24A 643 702
CrSEC248 670 729
CrSEC24A 783 761
CrSEC24B 730 789
H *k 1. H H 13: * t‘t: i * H . Xttt_tt‘ttt t:t
CrSEC24A 762 ELADMFAATDAGAMTTMMAKL - SVEKYLSSRLDETRQSLHARLSGALK 820
CrSEC24B 790 NISTVFKGADLDAQICALGRRVAVALQGQQPLGACRELUSAAWATLY 849
FhEkE ke E
CrSEC24A 821 EFRIMNANAALRTPNKLIFPETYKYLPIWTLGLMKCAAFRGGAKDVNADERTAVGHFLMA 830
CrSEC24B 850 AYRRY- —CASSSSA\."QLILPEALK LLPLYALSLLKGAGLKDNVKPDDRALHITQMGCL - - 995
H 3¥ 31 t‘t 3118_::__. H H
CrSEC24A 881 GGVEAVARLAYPTAYALHDPSGPH- - -GMEQQDGS 937
CrSEC24B 986  -PCSRVGPLLYPRLLPLGRMLAEAAEDNCTAADG - -NTFEGLTLSSESLESGGVSLLENG 962
. * . * ¥ * . wl t: Xk S lt
CrSEC24A 938 CVEVFGTDPLSLPQD-TSAVTVEPGRDTPMSGRVTTLLRALRAGR 996
CrSEC248 93 VEALLYLDRAVPQULLHDLLGVPSYDELLRQPAAVSLLP-RDSHPNRLLLDLLTKVRLOR 1921
*ok H T EE . ¥ FE . B *¥ ¥
CrSEC24A 997  PLHQQVFVVRQGSPLEPHVLPYLVEDRSPSTQSYTDYMVSLHKAVLAK - - 1044
Cr3EC24B 1822 1971

S5FMRLRVARKGDPAESAFFAMLVEDRSTAGMSYVEYL CQIHRLIQN KMG

1y E _ KiE ok k2 SEKEEE 1 KE &y

Sekil 4.3. CrSEC24A ile CrSEC24B protein sekansi hizalama sonucu

Her renk farkli domaini gostermektedir. Yesil: Sec23/Sec24 Zinc Finger; Kirmzi:
Sec23 Alpha Beta Trunk Domain; Mavi: Beta Sandwich Domain; Sari: Helical
Domain; Gelsoline Repeat Domain; Mor: Gelsoline Repeat Domain; Ok ile isaretlenen
S. cerevisiae’de Sec23p’e baglanma bolgesi olan FLP aminoasitleri C. reinhardtii
SEC24A proteininde FVVP olarak belirlenirken SEC24B proteininde FAP olarak

belirlenmistir
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CzSEC24Z 1 MYNQDGYGAPREDFLOGGVPPADGMLOGADEEEFPDGEDEMPLIDGHE PDDGDD————— EH
HsSECZ4D 1 —MSQUGYVAT-PPYSQ----POPCIGLSPPHYG-HYGDPSHTASITGMMKPACPLGATAT EE
* &k & - & * khE- & & & ok ® &k
CrSEC24Z 56 —GMADDEMPDDD-ADYGMDPPDGEDGMEDPDEIOGHD PEDEEPEMODOGHDEGESHEGAD 113
HsSECZ4D 54 RGHLEPGEPERGRHOECONGA- RATGRD -~ ~PQREDCDEFVNNVASSHARYORS ——AQ 10%
- o
CrSEC24% 114 DDHDGQMGMPSGAD--RPDAPLDDGSFEGEADGMDQRGAPDPPGHDGMDDPD———GDDGHO 182
HSEECZ4D 108 SSYPGRISTSSVIOLaSQLEAMQINS YCERAPDSOCPEGPLEATSLOTPEREDCESILO 165
CzSEC242 169 DQARPDGMDPPP---CEPGMANMEMEDPDGDPCMADPPEEPCMADD DD PEHQDDEHECH 225
HsSEC24D 166 PGSQ--VLEPDETTLNGEGASPLEL-----—------------------BMYRPDCLSCP 153
- i. o e . - i. e W
CrEEC2434 DDRPACFHAD-———====———==——=——————— CVPPDPGMDGCPPDEDCHVGHEDDM 260
HsSECZ4D P ENRQ YO PRI GO L GG PEQUANS CRQMARAQL S YREEF FEGPRQIRG — —FEO- 254
i * - - L - & L &
CrEECZ44 261 WASYDDYECURMMEQFESLTLGARCPGIRECVIPASLEREVEEALE ~—mmm oo mmm o= 306
HSEECZ4D 285 ——mmmmm—mSm—m———m——— - ——LQKKLDPDEIPSCIQVIENDRASRGEIVYATNT 287
- -k H-& & -
CrSECZ44 307~ Rl TANS EeDEANC S MR INAT PV STALKARMPLEL G 353
HsEECZ4D 2e8 PLUT TDCMIQDQGNAS PRF TRCT TYCFECTSDMAK QAQ TFLAR KPE‘;‘-L'[I].:‘-‘NE 347
CrSEC24Z 113
HsEECZ4D 407
CzSEC24Z a77
HsSECZ4D 167
CrSECZ44 332
HsSECI4D 527
CzSEC24Z 350
HsSECZ4D 237
CrSEC24Z £43
HsSECZ4D £47
CrSEC24% 630 703
HsSEC24D 48 707
CrSEC24A 710 TES
HsSEC24D 708 TET
CrSEC24L 770 f SELADMEAAT DAGAMT THMAKL SVEKYLS SRLDE TROSLEARLSCALKE FRIMNANA 223
HsSEC24D 788 SCLADLYKSCETDALINFFAKSAFKAVLHOPLKV IREILVNQTARMLACYRKN-—CA g2%
l:-l-:: - ::_f: _::l’f - L - "_ Jr: * - - L _'I. L
CrSEC24A 830 ALRTPNKLIFPETYEYLPIWTLGLMKCAAFRCGAKDVNADERTAVGEFLMACGVELVART, e
HsSEC24D 826 SPSAASQLILPDSMKVLEVYMNCLLKNCVLLS-RPEISTDERAYQRQLVMTMGVADSOLE EEF
4 . . f'\l '\I. T k. - i‘ - R . . 1 o T - 4 o -
CrSEC24L 830 AYPTAYALHDPSGEWEMEQODES! 543
HSSEC24D 985 FYPQLLEIEILD-----—--TES 23
W - & L - = - Sl - - &
CrSEC24A 550 LT ACRPLHQOVEVVRQGS 1003
HsSEC24D 537 IIQUHRTYSMRLTIVEQRE 554
- Ll - - L
CrSEC24L 1010 EDLEPHVLDYLVEDRSD-STQSYTDYMYSLEKAVLAK-— 1044
HSSEC24D 935 QUEMVFRQFLVEDKGLYGESSYVDFLCCVEKEICQLLN 1032
e - Rk . - o -

Sekil 4.4. CrSEC24A ile HsSec24D protein sekans1 hizalama sonucu

Her renk farkli domaini gostermektedir; Yesil: Sec23/Sec24 ZincFinger; Kirmzi:
Sec23 Alpha Beta Trunk Domain; Mavi: Sec23/Sec24 Beta Sandwich Domain; Sari:
Sec23/Sec24 Helical Domain; Mor: Gelsoline Repeat Domain; Ok ile isaretlenen S.
cerevisiae’de Sec23p’e baglanma bolgesi olan FLP aminoasitleri H. sapiens Sec24D
proteininde FVP olarak belirlenmistir

4.1.2. Protein domain analizi
Diger organizmalardaki Sec24 proteinleri ve CrSEC24A proteininin domain

yapist Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Farkli organizmalara ait SEC24 ortologlarinin domain analizi

ZF: Sec23/Sec24 Zinc Finger Domain; Sec23_trunk: Sec23/Sec24 Alpha Beta Trunk
Domain; BS: Sec23/Sec24 Beta Sandwich Domain; H: Sec23/Sec24 Helical Domain;
GR: Sec23/Sec24 Gelsoline Repeat Domain (PFAM); Cr: Chlamydomonas reinhardtii;
Vc: Volvox carteri; At: Arabidopsis thaliana; Mm: Mus musculus; Hs: Homo sapiens;
Sc: Saccharomyces cerevisiae

Protein Domain Yapisi Aminoasit
sayisl

CrSEC24A ZFSeitunking Gepe) e BeR—— 1044

CrSEC24B PR GmsBinukedbned  H 1071

ScSec24p — g eesScllttubssy ps e Go— 926

Lstlp U ZF eSelhitunke eBSW (e (GRW. 929
Isslp e Sk el (i er) - 876

AtSec24A ZF-fon Sec23itrunk (eBS gy mGR 1038
Atsec24B S EEseu @ae GHe- o8 1096
AtSec24C ZF fSeciuub fepel e seR-— 1080
HsSec24A ZF fmSectlitunki (uBS) e @8R — 1093
HsSec24B ZF tmschmmbesepsenrp @@k~ 1298
HsSec24C ZF— stk Gpon e -@— 1094
HsSec24D ZF (uasctiiruko @BSY (ol (@R9 1032
MmSec24A ZE— s lirukoGpel e mer— 1090
MmSec24B ZE s lius@pe Gapp @R 1251
MmSec24C ZFmseimunky GReY e @R 1096
MmSec24D ZF— (e Stk e (eBO enbl-G@me— 1032
VCSEC24 ZF—mSec Rk BS) w1024

Diger bir deyisle protein alani, protein zincirinin geri kalanindan bagimsiz

geligebilen ve fonksiyonel olabilen, protein tersiyer yapisinin korunmus bir pargasidir.
Bir domain farkli proteinlerin yapisinda goriilebilir. Cogu protein birkag yapisal
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domainden olusur. Domainler genellikle islevsel birimleri olusturur. CrSEC24A
proteininde PFAM veri tabanina gore 5 domain yapist oldugu tahmin edilmektedir.
Bunlar sirasiyla; Sec23/Sec24 Zinc Finger Domaini, Sec23/Sec24 Alpha Beta Trunk
Domaini, Sec23/Sec24 Beta Sandwich Domaini, Sec23/Sec24 Helical Domaini,
Sec23/Sec24 Gelsoline Repeat Domaini’dir.

4.1.3. Protein 3D yapi1 konformasyonu ve F-X-P motifinin 3D yapida belirlenmesi

Olusturulan C. reinhardtii SEC24A proteininin 3D goriintiileri homoloji
goriintiileridir. Phyre2 programinin olusturdugu pdb dosyasi First Glance programinda
goriintlilendiginde elde edilen sekonder yapi bilgisi, toplam heliks yapisin1 %31,6
(%27,7 a-heliks, %3,9 3ioheliks, %0 t-heliks) olarak belirlemistir. Ayrica %19,4 -
strand, %12,8 Turns (doniis) yapisit ve %36,2 Coil yapist belirlenmistir. Belirlenen
sekonder yapilarin 3D goriintiisii Sekil 4.5°de verilmistir.

Sekil 4.5. CrSEC24A proteininin sekonder yapisina gore renklendirilmis 3D goriintiisii
Pembe: a-Heliks; Mor: 319 heliks; Sari: B-strand; Mavi: Turns; Beyaz: Coil yapisini
gosterir (FirstGlance)

Phyre2 programi olusturdugu goriintiiyii %100 giiven derecesi belirterek ve
HsSec24D proteinini  baz alarak yapilandirmistir. Konformasyonda kullanilan
HsSec24D proteininin pdb numarasi 3eg9’dur. Bu proteinin kristal yapisinda B zincirini
model almis olup, Chain B olarak belirtmektedir. HsSec24D ve CrSEC24A
proteinlerinin goriintiileri Sekil 4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.6. CrSEC24A ve HsSec24D proteinlerinin 3D konformasyonunun
karsilastirmasi

A: CrSEC24A proteininin 6nden goriiniisii; B: CrSEC24A proteininin (180°) arkadan
goriiniisii; C: HsSec24D proteininin dnden goriiniisii; D: HsSec24D proteininin (180°)
arkadan goriiniisii; Pembe, Mor; a-Heliks Sari: B-strand; Beyaz: Coil yapisini gosterir
(Phyre2)

Sekil 4.6’ya gore HsSec24D ile CrSEC24A proteinleri arasinda belirgin bir
farklilik gortilmemistir. ScSec24p ile CrSEC24A modellemesinin karsilastirilmasinda
da biiyiik farkliliklar gériilmemistir (Sekil 4.7) .
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Sekil 4.7. CrSEC24A ve ScSec24p proteinlerinin 3D konformasyonunun
karsilastirmasi

A: CrSEC24A proteininin 6nden goriiniisii; B: CrSEC24A proteininin (180°) arkadan
goriiniisii; C: ScSec24p onden goriiniisli; D: ScSec24p (180°) arkadan goriiniisii
Pembe, Mor; a-Heliks Sari: B-strand; Beyaz: Coil yapisini gosterir (Phyre2)

Sonug olarak CrSEC24A proteininin predikte edilen sekonder yapisi coil yapilar
g0z oOniline alinmadan incelendiginde en fazla heliks yapisinin gorildiigi ve bunu B
strand yapisinin takip ettigi agiktir. Ayrica Sekil 4.6 ya da Sekil 4.7°de goriildugii tizere,
[ strand yapilar1 ard arda gelerek B- sheet yapilarini olusturmaktadir.

Sekonder yapilarin olusturdugu 3D goriintiisii lizerinde, S.cerevisiae Kkristal
yapisinin ¢oziimlenmesiyle gosterilmis olan F-X-P motifi analizi yapilan crsec24a
proteininde ve HsSec24D proteini tizerinde Sekil 4.8’de gosterilmistir. F-X-P motifi S.
cerevisia’de FLP aminoasitleri olarak goriilmektedir. Bu aminoasitler Sec24p iizerinde
bulunmaktadir ve Sec23p iizerindeki VFR aminoasitlerine baglanmaktadir.
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FVP FVP

Sekil 4.8. CrSEC24A proteini tahmini konformasyon 3D goriintiisii ve kristal yapisi
¢ozlimlenmis HsSec24D protein 3D goriintiisii iizerinde F-X-P motifinin belirlenmesi
A-C: CrSEC24A proteini tizerinde FVP olarak belirlenen F-X-P motifi; B-D:HsSec24D
(pdb: 3eg9b) proteini iizerinde FVP olarak belirlenen F-X-P motifi

4.1.4. Protein lokalizasyon analizi

Protein lokalizasyonunu tahmin etmek i¢in kullanilan Predalgo, TargetP 1.1,
Phobius veritabanlarinin analiz sonuglar1 Sekil 4.9’de verilmistir. Verilen sonuglara
gore protein sekansinin stabil bir lokalizasyonu belirlenememis olup gercekten bir
tagima proteini olmas1 muhtemeldir.
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|A Name H Mscore || Cscore | SPscore H Target | mTPlength || c¢TPlength | spTPlength |
| CrSEC24A | 0.0091150 [[ 0.0014021 | 0 || O |(( 1943766 || 99.996391 || 99.996391 |
—

# targetp vl.1l prediction results #ERERENERRRESHRRRRRTHRRREEE FRETHEY
umber of query sequences: 1
Cleavage site predictions included.
Using NON-PLANT networks.

Name Len mTP SFP other Loc RC TPlen

O

cutoff 9,600 &.e00 0.000
CrSEC24A Tahmini

C Kimlik CrSEC24A
FTTOPO_DOM 1 1044 NDN
£

Fanbius postssior probshllibies for CrSECREd

Posterdor Jebel prabability

Sekil 4.9. CrSEC24A protein lokalizasyon tahmini

A Predalgo programi analiz sonucu ’O’’ yani “’diger’’ siifindadir. Mitokondrion (M),
kloroplast (C) ve salgt yolu (SP) (sirastyla Cscore, Mscore ve SPscore) olmak tizere {i¢
grupta analiz yapar. Ug skor belirli bir sinirmn altinda oldugunda protein "diger" (O)
kategorisine, aksi takdirde en yiiksek puana (hedef siitun) sahip bolmeye atanir. Bu
sinirlar mitokondrion i¢in 0.42, kloroplast i¢in 0.41 ve sekretuar yolak icin 0.14 olarak
verilmektedir. Her bélme i¢in, tasima peptid (TP) dizisinin uzunlugu da tahmin edilir

(mitokondrion, kloroplast ve sekretuar yolak i¢in uzunluk sirastyla mTPlength,

cTPlength, and spTPlength olarak verilmistir) ; B: TargetP 1.1 program sonucuna gore
protein sekans1 “’diger’’ sinifindadir. Program en yiiksek puanin bulundugu kategoriye
gore siniflandirmaktadir; C: Phobius programina gore protein sekansi stoplazmik

olmayan gruptadir
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4.2. Deneysel Bulgular

4.2.1. Paromomisin direnci

CC-5325 ve CC-125 suslan ile birlikte 16 adet farkli klonun kati TAP
besiyerinde biiyiime ve gelismelerinde herhangi bir farklilik goriilmemistir (Sekil 4.10-

Sekil 4.10. Paromomisin direnci testi

A: TAP besiyeri; B: Paromomisin direnci testi; 5325 ve 124 yabanil tip suslardir.

1-16 numaralar1 verilen hiicrelerin her biri sec24a mutantinin farkli klonlaridir ve hiicre
ekiminden 1 hafta sonra fotograf ¢cekimi yapilmistir. Petriler soldan saga 1’den 16’ya
kadar numaralandirilmistir

Paromomisin direnci testinde bir haftanin sonunda mutant klonlarin tamami
hayatta kalirken yabanillardan 124 ve mutantlarin ebeveyni olan 5325 Slmiistiir (Sekil
4.10-B). Mutantlarin hayatta kalmasi insersiyon kasetinin mutant genomuna yerlesmis
oldugunu gostermektedir. insersiyon kasetinin tamamindan ziyade sadece antibiyotik
direng genlerinin genoma yerlesmis olma ihtimali goz edilmemelidir. Bu yiizden
elimizdeki bu bulgudan mutantlarin insersiyon kasetinin tamamini icerdigi sonucuna
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varilamamaktadir. Sonu¢ olarak 16 klonun tamaminin paromomisin direnci
gostermesinden dolayr mutant oldugu sonucuna varilmistir.

4.2.2. Arilsiilfataz ve alkalen fosfotaz aktivitesi

ARS (Arilsiilfataz) veya ALP (Alkalen fosfataz) enzimlerinin hiicre disina
salgilanabilmesi i¢in sekretuar (salgi) yolagindan ge¢mesi gerekmektedir. C.
reinhardtii’de bunlarin tasinmasinda hangi gen ya da proteinlerin islevsel ya da
esansiyel oldugu bilinmemektedir. Bu aktivite testinde, C. reinhardtii’deki SEC24A
geninde bulunan insersiyonun ARS ve ALP enzimlerini tagimada etkisinin olup
olmadigt ve varsa hangi yonde olabilecegi konusunda yonlendirici olmasi
amaglanmistir. ARS siilfat grubu ile aromatik halka yapisi arasindaki bagi, genel
bilesiklerle hidrolize edebilen bir enzimdir. ALP ise
cesitli molekiillerden fosfat gruplarinin ~ koparilmasini  saglamaktadir. Adindan da
anlasilacagi gibi alkalen fosfataz, en etkili alkali ortamlarda defosforilasyon islemini
gostermektedir.  Enzimler  aktivitelerini  gerceklestirdiklerinde  mavi  renk
olusturmaktadir.

Sekil 4.11°da ARS aktivitesi gosterilmistir. ARS aktivitesinde yabanillar ve
mutant klonlar1 arasinda herhangi bir aktivite farkliligi goriilmemistir. Yine Sekil
4.11°de goriildiigii gibi 30 dakika, 1 saat ve 24 saat i¢inde goriilen ARS aktiviteleri
farklidir. En az 30 dakikada, daha sonra 1 saatte en fazla ise 24 saat sonra aktivite
gbzlenmistir.

Sekil 4.12°de goriildiigi iizere, ARS aktivitesinde de oldugu gibi zamanla artan
bir ALP aktivitesi vardir. Fakat CC-5325 ebeveyn susu ve 3 numarali klon ii¢ zamanl
Olciimde de en fazla ALP aktivitesi gosteren klon olarak gozlemlenmistir. 3 numara
haricinde diger mutant klonlarinda ebeveyn olan CC-5325 susundan daha az aktivite
goriilmesi mutasyonun ALP enziminin disariya salgilanmasinda azalmaya neden
oldugunu gostermektedir.

Sekil 4.10° goriilen klon 3’{in paromomisine direnci ve yapilan PCR analizi
insersiyon kasetine sahip oldugunu dogrulamaktadir. Bu durumda; 3 numarali sec24a
klonundaki ALP enzim aktivitesinde, ebeveyne kiyasla herhangi bir azalma
goriilmemesinin sebebi klonun siipresor mutasyona ugrama ihtimali ile agiklanabilir. Bu
klon ilerideki ¢aligmalarimizda daha detayl calisilacaktir.

Sonu¢ olarak elimizdeki bulgulara gore; sec24a klonlarmin sahip oldugu
mutasyonun, hiicre disina salgilanmasi i¢in sekretuar yolaktan ge¢mesi gereken ALP
enziminin taginmasinda azaltic1 yonde etkili olabilecegi kanisina varilmistir. Bu sonuca
sekil 4.12°de ALP testinde CC-5325 ebeveyn susundaki aktivitenin fazla olmasi ve
mutant klonlarinin (3 numarali klon hari¢) aktivitedeki azalmasinin bariz olarak
goriilmesi ile varilmistir. Mutasyon ARS aktivitesini etkilememistir.

Enzim aktivite testi 2 defa tekrarlanmis olup benzer sonuglarla karsilagiimistir.
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Sekil 4.11. Arilsiilfataz aktivite testi

A: Siilfat uygulamasindan 30 dakika sonra; B: Siilfat uygulamasindan 1 saat sonra; C:
Siilfat uygulamasindan 24 saat sonra; 5325 ve 124 yabanil tip suslardir. 1-16 numaralari
verilen hiicrelerin her biri sec24a mutantinin farkli klonlaridir ve petriler soldan saga
1’den 16’ya kadar numaralandirilmistir
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Sekil 4.12. Alkalen fosfataz aktivite testi

A: Alkalen fosfataz uygulamasindan 30 dakika sonra; B: Alkalen fosfataz
uygulamasindan 1 saat sonra; C: Alkalen fosfataz uygulamasindan 24 saat sonra;
5325 ve 124 yabanil tip suglardir. 1-16 numaralari verilen hiicrelerin her biri sec24a
mutantinin farkli klonlaridir ve petriler soldan saga 1’den 16’ya kadar
numaralandirilmistir
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4.2.3. Klonlarda insersiyon bolgesinin PCR analizi

PCR iiriinii beklendigi gibi ebeveyn CC-5325 ve yabanil sus CC-125’te =1414
bp olarak elde edilmistir (Sekil 4.13). Mutant klonlarinda yapilan analizde iiriin elde
edilmemesi, klonlardaki SEC24A geninin 3’UTR bolgesinde insersiyon kasetine sahip
oldugunu gostermektedir (Sekil 4.13-A). Bunun aksine kontrol PCR analizinde her dort
mutant klonun (k-1, k-2, k-3, k-4) ve yabanil sus CC-125 ile ebeveyn CC-5325 susunun
irtin vermesi, analizde bulunan klonlardaki SEC24A geninin 3’UTR bolgesinde
insersiyon kasetine sahip oldugunu dogrulamaktadir. Sekil 4.13-A,B,C ayn1 anda izole
edilen genomik DNA ile yapilan PCR analiz sonuglarini géstermektedir.

Ganeftuter 1 4b DNA Lodder

Sekil 4.13. sec24a mutantinda insersiyonun belirlenmesi i¢in yapilan PCR analizi
sonucu

A,B: 1414 bp, sec24a klonlarinin insersiyon bolgesini kapsayan SP1-Int20-24A ve SP2-
Up-24A-R primerleri ile yapilan PCR analiz sonuglari; C: 152 bp, gSEC24B3utr—F ve
qSEC24B3utr-R primerleri ile yapilan kontrol PCR analizi; sec24a (k-1): C. reinhardtii
sec24a mutanti klon 1; sec24a (k-2): C. reinhardtii sec24a mutanti klon 2; sec24a (k-
3): C. reinhardtii sec24a mutant1 klon 3; sec24a (k-4): C. reinhardtii sec24a mutanti
klon 4; CC-5325: ebeveyn sus; CC-125: yabanil sus; -C: Negatif kontrol; M: DNA
Ladder

sec24a(k-1) ve sec24a(k-2) klonlar igin PCR analizi iki defa tekrarlanmis olup
benzer sonuglar elde edilmistir.
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4.2.4. Klonlarin RT-PCR analizi

Insersiyonun meydana getirdigi mutasyonun, sec24a hiicrelerinde ekspresyonun
varhigin etkileyip etkilemedigini belirlemek amaciyla RT-PCR analizi yapilmistir. Elde
edilen bulgu Sekil 4.14°de verilmistir.

Sekil 4.14. RT-PCR analizi sonucu

A,C,E: 153 bp, sec24a mutantina 6zel insersiyon bolgesini kapsayan qSEC24A3utr-F
ve qSEC24A3utr-R primerleri ile yapilan RT-PCR, 153 bp; B: 105 bp, qCBLP-
F1/qCBLP-R1 primerleri ile yapilan kontrol RT-PCR; D: 195 bp, qCBLP-F2/qCBLP-
R2 primerleri ile yapilan tekerriir kontrol RT-PCR; F: 769 bp, 23A-E10-F/23A-3utr-R
primerleri ile yapilan kontrol RT-PCR; sec24a(k-1): C. reinhardtii sec24a klon 1;
sec24a(k-2): C. reinhardtii sec24a klon 2; CC-5325: ebeveyn sus; CC-125: yabanil
sus; -C: Negatif kontrol; M: DNA Ladder; E ve F biyolojik tekrar yani farkli RNA
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izolasyonu ile elde edilen sonugtur. sec23a ve sec24b: farkli gen bélgelerinde insersiyon
bulunan baska mutantlardir

Kontrol i¢in qCBLP-F1 ve qCBLP-R1, qCBLP-F2/qCBLP-R2 ve 23A-E10-
F/23A-3utr-R primeriyle uygulanan RT-PCR sonucunda CC-125 ile CC-5325 yabanil
suslar1 ve sec24a klonlar1 i¢in ekspresyonun varligr Sekil 4.14°de goriilmektedir. Fakat
SEC24A geninin ekspresyonunu belirlemek i¢in tasarlanan primerlerle yapilan RT-PCR
analizinde sec24a(k-1) klonunda ekspresyonun olmadigi agik¢a goriilmektedir.

sec24a(k-2) klonunda Sekil 4.14-C’de ekspresyon goriilmesinin nedeni
kontaminasyon olarak tahmin edilmektedir. Bu ylizden tekrardan RNA izolasyonu ve
cDNA sentezi yapilarak RT-PCR biyolojik olarak tekrarlanmistir. Tekrar sonucunda ise
ekspresyon goriilmemistir (Sekil 4.14-E). Bu durum deneyi herhangi bir siipheye
diistirmemis olup, deneylerin tamami (¢aprazlama vb.) sec24a(k-1) klonu iizerinden
yapilmistir. sec24a(k-1) klonu igin ilk biyolojik tekrardan iki tekerriir (Sekil 4.14-A,C),
ikinci biyolojik tekrardan da bir kez (Sekil 4.14-E) olmak iizere toplamda ii¢ RT-PCR
analizi yapilmistir. Biitiin sonuclarda ise elde edilen bulgu aynidir ve higbirinde
ekspresyon gozlemlenmemistir.

4.2.5. sec24a mutantinin hiicre yapisi ve anormallikleri

Hiicrelerin incelenmesinde sec24a(k-1) hiicreleri kullanilmistir.  Mikroskop
altinda incelenen hiicrelerde bazi anormallikler fark edilmistir. Hiicrelerin boyutlarinin
heterojen olmasinin yaninda genellikle tam yuvarlak ve biiylik bir yapiya sahip olmasi
bu anormalliklerden birisidir. Baz1 biiyiik hiicrelerin etrafinda seffaf balon benzeri bir
yapt bulunmaktadir (Sekil 4.15- kirmiz1 ok ile isaretlenmistir). Bunun normalden daha
kalin bir ¢eper veya glikoprotein tabakasi oldugu diistintilmektedir.

Kiigtik olan hiicrelerde boyle bir yap1 gézlemlenmemistir. Bahsi gecen boyutlar
farkli kiigiik hiicreler ve biiyiik hiicreler Sekil 4.15-A ve yakinlastirilmis bir kesiti olan
Sekil 4.15-C,D’deki mikroskop goriintiisiinde agik¢a goriilmektedir. Kategorize edecek
olursak ti¢ hiicre tipi gézlemlenmistir. Bunlar; kii¢iik hiicreler, biiytik hiicreler, biiylik ve
etrafinda balon benzeri yap1 bulunan hiicrelerdir. Bunlarin yaninda tiggenimsi ve sekil
olarak bozuk olan hiicreler de gézlemlenmistir.

C. reinhardtii’nin generatif tiremesinde flagella hareket aktivitesinin iglevi biiyiik
oldugundan dolayr sec24a hiicrelerindeki sekil anormalliklerinin disinda hareket
kabiliyeti de incelenmistir. Sekil 4.16’de goriildigii gibi hiicreler azotsuz sivi TAP
besiyerinde bekletilmistir. Tiipler sarsilmadan ¢6kme olup olmadig1 incelenmistir.

Mutantin ebeveyn yabanil susu 5325 ve caprazlamalarda kullanilan karsi ¢iftlesme
tiriine ait olan CC-125 yabanil susu da incelenmistir. Sekil 4.16-B’de CC-5325
hiicreleri yogun olarak deney tiipiiniin {ist ve orta alanlarinda asil1 goriiliirken, sec24a’da
genel olarak tiipiin tamaminda asili hiicreler goriilmiistiir (Sekil 4.16-A) . Fakat az da
olsa tiipiin Ustiinde bulunan hiicreler daha fazladir. Bu durum mutasyonun sec24a
hiicrelerinde azotsuz ortamda flagellalarin ylizmesindeki aktiviteyi etkilemedigini
gostermektedir.
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Sekil 4.15. sec24a(k-1) hiicre yap1 ve anormalliklerini gosteren farkli alanlardan alinmig
mikroskop goriintiileri

Her anormallik farkli renk ok ile gdsterilmistir. Kirmmzi: etrafinda balon benzeri yapi
bulunan biiyiik hiicreler; Sari: biiyiik olan hiicreler; Beyaz: Sekil olarak anormal ya da
iicgenimsi hiicreler; Siyah: kii¢iik hiicreler
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Sekil:4.16. Hiicrelerin flagella hareket aktifligi
A: sec24a(k-1) hiicreleri 13 saat sonra; B: CC-5325 hiicreleri 13 saat sonra; C: CC-125
hiicreleri 13 saat sonra; Azotsuz SEM-N besiyeri kullanilmistir

4.2.6. sec24a mutantinin caprazlama ve zigotik yeteneklerinin incelenmesi

Mutanta ait generatif iireme asamalarindan bazilarin1 gosteren mikroskop
goriintlilerinin kesitleri Sekil 4.17°de verilmistir. Sekil 4.17-A Sekil 4.17-C ve Sekil
4.17-D tlizerinde siyah ok ile isaretlenen hiicrelerde de goriildiigii lizere agliitinasyonda
herhangi bir aksaklik saptanmamigtir. Fakat agliitinasyonu olusturan gruplarin kiigiik
olmas1 dikkat ¢ekmistir. Sekil 4.17-A’da goriilen agliitinasyon gruplariin kesinlikle
hiicre kiimesi ya da birbirine yapisan bir grup hiicre olmadigi mikroskop
goriintlisiindeki toplu halde olan hiicrelerin titresiminden ve flagellar etkilesimlerinin
goriilmesinden anlasilmaktadir. Agliitinasyon sirasinda hiicrelerin ¢ift olusturmadan
once birbirlerini tanimlamak i¢in uyguladiklar1 agliitinasyondaki flagellar etkilesim
Sekil 4.17-C’de c¢ok net sekilde goriilmektedir. Cift olusumunda herhangi bir
anormallikle karsilasilmamistir. Cift olusumunda olusan flagellar adezyon Sekil 4.17-
B’de gosterilmistir.

Caprazlama sonrast olusan QFC hiicreleri Sekil 4.18’de gosterilmistir. QFC
olusumunun goézlenmesi sec24a(k-1) mutant genomunun sahip oldugu SEC24A geni
3'UTR bolgesindeki insersiyonun zigot olusumunu ve fiizyonunu etkilemedigini
gostermektedir.

Zigot olusumu gergeklestiginde sivi besiyerinde pelikiil adi verilen kutikulat bir
tabaka olusmaktadir. Deney tiiplerinde azotsuz SEM-N besiyerinde sec24a(k-1) ve CC-
125 caprazlamasi gerceklestirildikten sonra pelikiil tabakasinin bulunup bulunmadigi
gozlemlenmistir. G6zlemlenen zigot pelikiil goriintiileri Sekil 4.19°da gosterilmektedir.
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Sekil 4.17. crsec24(k-1) mutant klonu ve CC-125 yabanil susu ¢aprazlama sonrasi bazi
generatif evre mikroskop goriintiileri

Asamalar farkli renk oklar ile gosterilmistir. Siyah: Kii¢iik gruplarin agliitinasyonlari,
Kirmzi: Fiizyon yapan hiicreler; Beyaz: Flagellar adezyon ve ¢ift olusumu
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Sekil 4.18. crsec24(k-1) mutant1 ve CC-125 yabanil susu ¢aprazlama sonrasi olusan dort
flagellali hiicre goriintiileri (A-C)
Dort flagellaya sahip olan hiicreler ok ile gosterilmistir

Sekil 4.19. Caprazlama sonrasi pelikiil tabakas1

A: sec24a(k-1) ile CC-125 gaprazlandiktan 5 saat sonra; B: CC-5325 ile CC-125
caprazlandiktan 5 saat sonra; C: CC-124 ile CC-125 ¢aprazlandiktan 5 saat sonra; D:
sec24a(k-1) ile CC-125 gaprazlandiktan 24 saat sonra; E: CC-5325 ile CC-125
caprazlandiktan 24 saat sonra; F: CC-124 ile CC-125 ¢aprazlandiktan 24 saat sonra
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4.2.7. Projenilerin analizleri

Projeni sayilar1 tam oldugu diisiiniilen tetratlarin projeni hiicrelerinin analizleri
Cizelge 4.3 de verilmistir.

Cizelge 4.3. Tam tetrat olduklar1 tahmin edilen projeni hiicrelerinin ciftlesme tipi
belirleme, fenotipik, morfolojik ve insersiyon analizleri

Tetrat/ | CC-125 CC-5325 Mt | Paromomi- | Renk | Koloni Insersiyon
Projeni | (mt+) ile (mt-) ile / sin Morfolo- | Varhg:
agliitinasyon | agliitinasyon | Mt* | direnci jisi (PCR)
ve pelikiil ve pelikiil
T | P: Koyu Kati insersiyon
E v - Hassas yesil yok
T . . i i
R P2 v + | Direngli ‘;‘ggﬁ Akiskan 'nse\ZZ'ryon
Al P; Koyu | Kati insersiyon
v -
T Hassas | = o yok
P . . Acik Kat1 insersiyon
1 ‘ + Direngli yegsil vary
TP 4 + Direngli KOYU Kati
E yesil
T
R > v - Hassas | 29Ik | Akiskan
yesil
A
T P - Hassas | 29k | Akiskan
yesil
2 | v - Hassas | A9k | Alaskan
yesil
T P Acik Kat1
E v + Hassas | o G
TP Koyu Kati
R i v - Direngli ye;;l
A
P3 ) .| Koyu Kati
T 4 - Direngli yes{l
3| P4 Agik Kat1
v + Hassas | ycqil
TP v - Direngli Agl.k Kati
E yesil
T P, Acik Kat1
R v + Hassas | | i)
Alp Koyu Kati
T ? v - Direngli yes);I
4 | P B Hassas | KO | Kati
yesil
T | P: Agik Kat1
E v + Hassas yesil
T [P, . .| Koyu Kati
R - Direngli yesil
A
a Ps i Hassas ?egslﬁ Akiskan
P4 . .| Koyu Kat1
5 4 + Direngli yesil
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Tetratlarin hiicre diseksiyonunda 4 ya da 8’li projeni hiicreleri beklenmektedir.
Bazi zigotlarin olusturdugu projeni sayilart farklt bulunmustur. Bunun nedeni tetrat
olusturmasina ragmen olusan projeni hiicrelerinden bazilarinin 6lmesi olabilir. Hatta
kalan hiicreler mitoz gecirerek hiicre sayisini artirmis olabilir. Bu nedenle 1’den 5’e
kadar tetratlarda projeni sayilar1 tam olmasina ragmen; 6’dan 8’¢ kadar bulunan
tetratlarda ise eksik ya da fazla sayida projeni hiicresi analiz edilmistir. Projeni sayilar
tam olmayan tetratlarin analizleri ise Cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4. Tam olmayan tetrat projeni hiicrelerinin fenotipik, morfolojik analizleri

Tetrat/ Projeni Paromomisin Renk Morfoloji
direnci

T P1 Hassas Acik yesil Kati

E

T - - -

R P2 Direncli Koyu yesil Kati

A

T P3 Hassas Koyu yesil Kati

6

T P1 Hassas Acik yesil Kati

E

T

R P2 Direngli Koyu yesil Kati

A

T

;

T P1 Direncli Koyu yesil Kati

E

T

R P2 Direngli Koyu yesil Kati

A

T .
Ps Hassas Acik yesil Akigkan
Pa Direncli Koyu yesil Kati
Ps Direngli Koyu yesil Kati

4.2.8. Projenilerin renk ve morfolojisi

Tetratlarin projeniler arasi1 renk farkliliklar1 Sekil 4.20°de verilmistir. Agik ve
koyu yesil olmak {iizere tetratlarin projenileri kendi i¢inde smiflandirilmistir. Ayrica
morfoloji olarak da akiskan ve kat1 olmak {izere siniflandirilmistir. Agik yesil akigkan
ya da agik yesil kati projeni bulunurken, kati ve akigkan projeni ile hig
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karsilagilmamistir. Sekilde 4.20°de biitlin tetratlarin projeni renkleri goriiliirken, Sekil
4.21°de Ty, T2, Tave T4’lin projenilerinin renkleri daha detayli goriilmektedir.

Tetrat 5

Tetrat 6

Sekil 4.20. Tetratlarin projeniler arasi renk farkliliklart
Fotograf iizerindeki ’T’ harfi tetratlari, ’P’ harfi ise projenileri temsil etmektedir.

A TI1-PlpsleaT1-P2 B T2-Plug;

T4P3 “9T4-P4

Sekil 4.21. Tetrat 1 ve tetrat 2 nin projeniler aras1 renk farkliliklar
Fotograf iizerindeki ’T’’ harfi tetratlari, ’P’” harfi ise projenileri temsil etmektedir

4.2.9. Projenilerin paromomisin direnci

Projenilere yapilan antibiyotik direnci testi Sekil 4.22°de verilmistir.
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Sekil 4.22. Projenilerin antibiyotik direnci testi

A: TAP besiyeri ekimin ilk giinii; B: Paromomisinli besiyeri ekimin ilk giinii; C: TAP
besiyeri 20 giin sonra; D: Paromomisinli besiyeri 20 giin sonra, hassas olan projeni
hiicreleri yildiz (*) ile isaretlenmistir; Fotograf iizerindeki “’T’ harfi tetratlari, P’
harfi ise projenileri temsil etmektedir. Soldan saga 1’den baslayarak projeniler
numaralandirilmustir. {lk bes tetrat tam projeni sayisi icerdigi tahmin edilenlerdir
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Kontrol olarak TAP besiyerine yapilan ekim paromomisinli besiyeri hiicre
ekimiyle ayn1 zamanda yapilmigtir. Ekimin yapildigi giin (Sekil 4.22-A,B) ve 20 giin
sonra (Sekil 4.22-C,D) ¢ekilen fotograflar1 Sekil 4.22°de verilmistir. Elde edilen
sonuglara gore tam tetratlar degerlendirmeye alindiginda, tetrat 2 haricinde digerlerinin
biitiin projenilerinde %50 antibiyotik direnci belirlenmistir. Antibiyotik direnci olmayan
projeni hiicreleri dlmistiir ve Sekil 4.22-D’de kirmiz1 yildiz (*) ile isaretlenmistir. Bu
projenilerin kesinlikle mayoz iiriinii olduklarimi sdylemek %350 antibiyotik direnci
sonucu ve diger sonuglarin destegiyle miimkiindiir.

4.2.10. Projenilerin insersiyon bolgesinin PCR analizi

Daha 6nce CC-125 ile ¢aprazlamasi yapilan sec24a(k-1) hiicrelerinden olusan ve
disekte edilen T1’in projenilerinde insersiyonunun belirlenmesi i¢in yapilan PCR analizi
Sekil 4.23’de verilmistir. Analiz sonucuna gore T1’in projenilerinde beklendigi gibi
%350 oraninda insersiyon varligi tespit edilmistir. Projeni 2 ve projeni 4’de insersiyon
varlig1 goriliirken, projeni 1 ve projeni 3’de insersiyon yoktur. Elde edilen bulgu
paromomisin direnci testi ile uyumludur (Cizelge 4.3).

Ganefuler b DYA Ladee
bp rigsyp %

)
S
§ L8

80 N 6

=

0 6

b

1

) 0 6
D ¢
1

!

i

§
12

ﬂ!)} g o
1XTAS, 7 Vlem, 45 mi

Sekil 4.23. Tetrat 1 projeni hiicrelerinde insersiyonun belirlenmesi i¢in yapilan PCR
analizi sonucu

A: Insersiyon bolgesini kapsayan SP1-Int20-24A ve SP2-Up-24A-R primerleri ile
yapilan PCR analiz sonucu, 1414 bp; B: gSEC24B3utr-F ve qSEC24B3utr-R primerleri
ile yapilan kontrol PCR analiz sonucu, 152 bp; CC-5325: ebeveyn sus; CC-125:
yabanil sus; -C: Negatif kontrol; M: DNA Ladder
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6. SONUCLAR

Olusan klonlarin hi¢birinde TAP besiyerinde yasamsal olarak ebeveyn sus CC-
5325’e kiyasla bariz bir farklilik goériilmemistir (Sekil 4.10-A). Bu sonuca dayanarak
sec24a mutant genomunun sahip oldugu insersiyon TAP besiyerinde letal bir etkiye
neden olmamustir. Insersiyon kasetinin, sec24a(k-1), sec24a(k-2) sec24a(k-3) ve
sec24a(k-4) klonlarinda SEC24A geninin 3'UTR bdlgesinde oldugu dogrulandigindan
bu dort klon i¢in bu bdlgedeki insersiyon letal etkiye sahip degildir. Diger klonlar i¢in
paromomisin direnci belirlenmistir fakat insersiyonun beklenen bdlgede yani SEC24A
geni 3'UTR bolgesinde olup olmadigi bilinmemektedir. Ilerleyen c¢alismalarda gerek
duyulmast halinde diger klonlarda da insersiyon belirlenebilir.

Paromomisin direnci testine gore se¢ilen 16 klon da insersiyon kasetine sahiptir
(Sekil 4.10-B). Fakat PCR analizi sadece sec24a(k-1), sec24a(k-2) sec24a(k-3) ve
sec24a(k-4) mutant klonlari ile yapilmistir (Sekil 4.13). Sonug olarak paromomisin ve
PCR analizi verilerinin ortak sonuglarina gore; sec24a(k-1), sec24a(k-2) sec24a(k-3) ve
sec24a(k-4) mutant klonlarinin genomunda SEC24A geninin 3'UTR bdlgesinde
insersiyonun varligi tespit edilmistir. Gen semasi ve insersiyon bolgesini kapsayan
primerler Sekil 3.2°de verilmistir.

Insersiyonun ALP enziminin hiicre disina salgilanmasinda azalmaya neden
oldugu gozlemlenmis olup aktivite testi sonuglar1 Sekil.4.12’de goriilmektedir. ALP
enzim testinde biitiin klonlarin (sec24a(k-3) hari¢) ebeveyn sus CC-5325’¢ kiyasla
enzim aktivitesinin azaldig1 agikg¢a Sekil 4.12°de goriilmektedir. sec24a(k-3) klonunun,
sec24a(k-1), sec24a(k-2) ve sec24a(k-4) ile ayn1 bolgede insersiyona sahip olmasina
ragmen ALP enzim aktivitesinde azalis gdstermemesi dikkat ¢ekmistir. Bu durum
sec24a(k-3) klonunun siipresér mutasyona ugrama ihtimali ile agiklanabilir. Bu klon
ilerideki ¢aligmalarimizda daha detayli ¢alisilacaktir. ARS enzim aktivitesinde ebeveyn
susa kiyasla hicbir artis ya da azalis goriilmemistir. Sonug olarak insersiyon ALP
enziminin hiicre disina salgilanmasini azaltict yonde etkilerken, ARS enziminin hiicre
disina salgilanmasini etkilememistir.

sec24a(k-1)’in RT-PCR analizi sonucundaki (Sekil 4.14-A,E) SEC24A gen
ekspresyonu goriilmemektedir. Bunun sebebi RT-PCR i¢in kullanilan primerlerin
3’UTR’daki insersiyon bolgesini ¢evrelediginden dolayr mutantta iirlin olusmamasidir.
Bu sonu¢ mutantin mRNA’sinda 3’UTR’da insersiyon oldugunu kanitlamaktadir;
mutantta normal mRNA bulunmamaktadir. 3”UTR’daki insersiyonun genin kodlayan
bolgesinin disinda olmasindan dolay: protein sekansina etki etmeyecegi diisiiniilebilir.
Fakat literatiirde 3”UTR’daki mutasyonlarin gen ekspresyonunu etkiledigini gdsteren
calismalar mevcuttur. Klonlardaki ALP enzim aktivitesi sonuglari bu ihtimaller ile
degerlendirildiginde; ekspresyonunun azalmasi ALP enziminin hiicre disina
salgilanmasinda azalmaya neden olmustur. Bu sonuglar C. reinhardtii’de SEC24A
geninin ALP enziminin sekretuar yolakta tasinmasinda gorevli oldugu hipotezini
desteklemektedir.

Insersiyonun Sekil 4.15°de goriilen hiicre bozukluklarina neden oldugu
diistiniilmektedir. Hiicre disinda seffaf balon benzeri yapr gozlemlenmistir. Sekil
4.15°’de kirmiz1 ok ile isaretlenen bu yapinin normalden daha kalin bir ¢eper veya
glikoprotein tabakasi oldugu diisliniilmektedir. Bunun yaninda gbézlemlenen tiggenimsi
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anormal hiicreler vardir. Insersiyon hiicre duvarma katilan bazi proteinlerin disariya
salgilanmasini etkilemis olabilir.

sec24a(k-1) ile CC-125 yabanil susunun ¢aprazlama sonrasi; ¢iftlesmedeki
flagellar aktivasyonda, hiicre fiizyonunda, ¢ift olusumu ile ¢ift olusumu sirasindaki
flagellar etkilesiminde herhangi normal olmayan bir durum gézlemlenmemistir.
sec24a(k-1)’in sahip oldugu insersiyon, belirtilen generatif lireme asamalarini olumsuz
etkilememistir. Bu asamalarin net olarak goriildiigli mikroskop goriintiileri Sekil 4.17°de
verilmistir. Insersiyon zigot olusumunu engellememistir. Bunu kanitlayan zigot pelikiilii
Sekil 4.19°da, QFC goriintiileri ise Sekil 4.19°da verilmistir.

Zigot olusumunu etkilemeyen insersiyon mayoz boliinmeyi de etkilememis olup
Sekil 4.22°de tetratlarin projeni hiicreleri goriilmektedir. Yine aynmi gorintiideki
paromomisin direnci testine gore, tam projeniye (4 projeniye) sahip oldugu tahmin
edilen (tetrat 1, tetrat 2, tetrat 3, tetrat 4 ve tetrat 5) tetrat 2 haricindeki biitiin tetratlarin
paromomisin testi %50 oraninda direngli, %50 oraninda hassas gozlemlenmistir.
Elimizdeki projeni hiicrelerinin mayoz oldugundan emin olmak adina Paromomisin
direncinin yaninda Mt (maiting type, ciftlesme tipi) belirleme sonuglari da
degerlendirilmelidir. Caprazlamada kullanilan sec24a(k-1)’in Mt oldugu bilinmektedir.
Bu durumda mayoz boliinmede paromomisine dayanikli ve Mt" hiicrelerin varligi
goriildiigl i¢in elimizdeki tetratlarin mayoz trlinii oldugu belirlenmistir. Bahsi gecen
Mt* ve paromomisine dayanikli olan hiicreler Cizelge 4.3’de verilmistir. Cizelge 4.3’de
goriildiigl lizere tetrat 1’in projeni 2 ve projeni 4 hiicrelerinde; hem PCR hem de
paromomisin testi sonucuna goére insersiyonun bulunmasi ve sec24a(k-1)’in Mt
olmasinin aksine bu projenilerin Mt" olmasi mayoz bdoliinmenin gergeklestigini
kanitlamaktadir.

Projenilerdeki gozlemlenen renk farkliliklarinin insersiyona bagli olmadigi
diisiiniilmektedir. Bunu destekleyen Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4°’de verilen analiz
sonuglarinda goriildiigii lizere paromomisine hassas projelerde (6rnegin; tetrat 4, projeni
2) de dayamikli projenilerde (Ornegin; tetrat 4, projeni 1) de agik yesil renk
goriilmektedir.

Sonuglar 06zetlenecek olursa; insersiyon letal etki yaratmamistir. Normal
sartlarda sec24a mutantinin biitiin klonlar1 yasamsal faliyetlerine ebeveyne kiyasla
farklililk olmadan devam edebilmistir. Insersiyon ARS enziminin hiicre disina
salgilanmasii etkilemezken, ALP enziminin hiicre disina salgilanmasini azaltmistir.
SEC24A geni C. reinhardtii’de ALP enziminin sekretuar yolaktan hiicre digina
salgilanmasinda gorev almaktadir. Insersiyon ¢aprazlamadaki agliitinasyonu, gift
olusumunu, flagellar etkilesimi, fiizyonu ve QFC olusumunu son olarak da mayoz
boliinmeyi etkilememistir.

Ilerleyen ¢alismalarda sec24a mutantindan BC3 (Geriye caprazlama 3) elde
edilip projeni testleri uygulanarak {izerinde ¢alisilmaya devam edilecektir.
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