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OZET

CHLAMYDOMONAS REINHARDTII’DE SEC24B iNSERSIYONEL
MUTANTLARININ GENETIiK BAGLANTI VE FENOTIPIK ANALIZLERI

Sibel KALA
Yiiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknolji Anabilim Dah
Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Miinevver AKSOY
Temmuz 2020; 71 sayfa

CORPII, endoplazmik retikulumun (ER) membraninda olusan kiiciik membran
vezikiillerinin olusturulmasindan sorumlu olan yiiksek oranda korunmus bir protein
grubudur. Bu protein grubunun bilesenlerinden biri olan SEC24 proteini COPII vezikiil
olusumunda yer alan, ER membraninda bulunan tasinacak kargo proteinine baglanmadan
sorumlu birincil alt bilesen olarak kabul edilmektedir. Chlamydomonas reinhardtii (C.
reinhardtii) genomunda COPII vezikiil olusumunda rol almasi olasiligt olan iki SEC24
gen modeli (SEC24A- SEC24B) mevcuttur. Bu tez ¢alismasinda heniiz literatiirde
calisilmamis bir konu olan C. reinhardtii’de SEC24B genin mutasyon analizi yapilarak,
bu genin fonksiyonunun belirlenmesi amaglanmistir. C. reinhardtii’nin sec24b mutant
susu bu calismada kullamlmustir. Insersiyon bdlgesinin varligini belirlemek igin sec24b
mutant susu klonlarindan genomik DNA izole edilmis ve insersiyonun bulundugu bolge
PZR ile ¢ogaltilmistir. Genetik baglantinin belirlenmesi igin mutant sus yabanil tiple
caprazlanmis ve projenide paromomisin dayaniklilik fenotipi testi yapilmigtir. SEC24B
mRNA’smin bulunup bulunmadigi RT-PZR yapilarak belirlenmistir. sec24b mutant susu
klonlarinda sekresyon islevinin olup olmadigimi belirlemek i¢in arilsiilfataz ve alkalen
fosfataz aktivitelerinin kolorimetrik olarak testi yapilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda
sec24b mutant susunun genomunda tek bir insersiyon varligi tespit edilmistir ve
projeninin %50’si paromomisine dayaniklidir. Paromomisine dayanikli projenilerde
gendeki insersiyonun varligi tespit edilmistir. SEC24B proteininde mutasyon olan
projenilerde ER’dan Golgi’ye protein transferinde problem oldugundan projenide normal
hiicrelere oranla daha yavas biiyiiyen hiicrelerin oldugu goriilmiistiir. Yapilan bu tez
calismasi ile elde edilen veriler C. reinhardtii’ nin SEC24B genin fonksiyonu iizerine
literatiire bilgi kaynagi saglandig1 diigiiniilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: COPII Vezikiil Tasinimi, Chlamydomonas reinhardtii,
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ABSTRACT

GENETIC LINKAGE AND PHENOTYPIC ANALYSIS OFCHLAMYDOMONAS
REINHARDTII SEC24B INSERTIONAL MUTANTS

Sibel KALA
MSc
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Miinevver AKSOY
July 2020; 71 pages

CORPII is a highly conserved protein group which is responsible for small
membrane vesicles formation in the membrane of the endoplasmic reticulum. SEC24
gene is one of the components of COPII protein group and involved in the formation of
COPII vesicles. SEC24 gene ise considered as the primary subcomponent responsible for
binding to the cargo protein which is located in ER membrane. There are two SEC24 gene
models in the Chlamydomonas reinhardtii genome that are possible to play a role in the
formation of COPII vesicles. These gene models are: SEC24A and SEC24B. In this thesis
we aimed to determine the function of SEC24B gene in C. reinhardtii with genetic linkage
and phenotypic characterization which is not studied in literature before. sec24b mutant
strain of C. reinhardtii was used in this study. To determine the region of the insertion
site, genomic DNA from the sec24b mutant strain clones was isolated and the site where
the insertion was located was amplified by PCR. To determine the genetic linkage, the
mutant strain was crossed with the wild type and the progeny were tested for
paromomycin resistance phenotype. Presence of SEC24B mRNA is determined by RT-
PCR. Arylsulfatase and alkaline phosphatase activities tested colorimetrically determine
whether there is a secretion function in sec24b mutant strain clones. As a result of these
studies, a single insertion was detected in the genome of the sec24b mutant strain and
50% of the progeny was resistant to paromomycin. The presence of insertion in the gene
has been determined in the progeny which are resistant to paromomycin. We hypothesize
that in the mutant progeny, due to a problem in the transfer of proteins from ER to Golgi
cells grow slower than normal cells. The data obtained in this thesis is aimed to provide
information about the function of C. reinhardtii SEC24B gene to the literature.

KEYWORDS: COPIIl Vesicle Transport, Chlamydomonas reinhardtii, Intracellular
Trafficking, SEC24B Gene, Secretary Pathway
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GIRIS S. KALA

1.GIRIS

Hiicre biyolojisinin temel amaglarindan biri hiicrelerin molekiiler diizeyde nasil
organize oldugunu anlamaktir. Bu organizasyonun temel bir parcasi Okaryotik salgi
yolagi ve bu yolag1 olusturan organelleri icermektedir (Barlowe 1988). Okaryotik
hiicrelerdeki salgi yolagi, ¢ok cesitli proteinlerin, kompleks karbonhidratlarin ve lipitlerin
biyogenezinden ve hiicre i¢i dagilimindan sorumludur. Salgi yolundaki bu dagilim
oldukca dinamiktir ve belirli hiicresel fonksiyonlarin ger¢eklesmesi i¢in de oldukc¢a 6nem
arz etmektedir. Salgi proteinlerinin erken salgi yolundan gecisi i¢in endoplazmik
retikulumdan (ER) nasil ihrag¢ edildigi heniiz tam olarak bilinmemek ile birlikte hiicrelerin
nasil organize edildiginin, proteinlerin ve diger molekiillerin hiicre i¢i veya disina nasil
secici olarak salgiladiklarini belirlenmesi olduk¢a dnemlidir (Hughes ve Stephens 2008).

Cesitli hiicre i¢i organellere veya plazma membranina taginan proteinler ilk 6nce
ER’da sentezlenir ve islenir (Rapoport vd. 2017). Yeni sentezlenmis proteinlerin ve
lipitlerin ileri tasinmasi (anterograd transport olarak da bilinir) ER’da baslatilir ve bu
sekilde ER ve Golgi tasima endomembran sistemi i¢in hayati bir tasima agini temsil eder.
Bu sistem de ER’da sentezlenen proteinler, tasiyici vezikiiller iginde paketlenerek
buradan filizyona ugrayarak Golgi kompleksine tasmnarak bu kompleks ile
kaynasmaktadir (Bonifacino ve Glick 2004). Proteinlerin sentez olduktan sonra hiicrede
islev gordiikleri yerlere dogru bir sekilde lokalize olmalart hiicrenin normal islevini
yiirlitebilmesi i¢in zorunludur ve hiicre i¢i trafik konusu lizerine giiniimiizde yogun olarak
arastirma yapilmaktadir (Sanderfoot ve Raikhel 1999; Barlowe ve Miller 2013).
Proteinlerin hedef organellere tasimimina gore ayrildiklart organel Golgi kompleksi,
olarak kabul edilmektedir. Bu ayrim proteinlerin, lizozoma tasinanlar, plazma
membranina taginanlar, kontrollii salinim i¢in, vezikiillere taginarak sinyalini beklemek
lizere plazma membraninin yakinina tasinanlar olarak esas ii¢ farkli hedefe
yonlendirilmektedir (Fiillekrug ve Nilsson 1998).

Hiicre i¢i trafikte (egositozda) 3 farkli kilif protein tasmmim vezikiilii yer
almaktadir. Bunlar; iki “coat protein (COP)” olan Coat protein kompleksi I (COPI), Coat
protein kompleksi Il (COPII), ve digeri ise klatrin kilifi vezikiilidiir ve bu tasinim
vezikiilleri Sekil 1.1° de gosterilmektedir (Schekman ve Orci 1996; Dacks ve Robinson
2017). Bu ii¢ kilif proteini, ortak bir kokenden olustugu fikrini destekleyen birgok ilkel
kilif kompleksi 6zelligini tasimaktadir (Field ve Dacks 2009). Bu 6zelliklerden biri ise
¢t de, kiiciik bir GTPaz (GTPase) aktivasyonu ile membrana temel proteinlerin alim
mekanizmasini baglatir (Field ve Dacks 2009). Klatrin ve COPI kilif vezikiillerinin
olusmasi i¢in aktive edici GTPase proteini ARF (ADP-ribosylation factor 1) dir. COPII
kilif vezikiil olusumu igin aktive edici GTPase proteini SAR1’ dir (Kirchhausen 2000).
Klatrin kilifli vezikiiller tasiyici vezikiillerin ilk kesfedilen ve tizerinde ilk ¢alisilmalar
yapilmis vezikiildiir (Kirchhausen 2000). Trans-Golgi agindan (TGN) diisiik dansiteli
lipoprotein (LDL) reseptorii ve diger bircok plazma membran proteini ve ligandlari,
endozomlara gegebilmesi i¢in klatrin vezikiilliigii ile tomurcuklanir (Payne ve Schekman
1985; Schekman ve Orci 1996). Proteinlerin ER ve Golgi arasinda transferi ise COPII ve
COPI vezikiilleri araciligiyla olmaktadir. COPII igeren vezikiiller proteinlerin ER’dan
Golgi’ye anterograde (ileriye dogru) transferinde veya ER-Golgi ara bélmesine (ERGIC)
aktarilir (Sato, 2004). COPI igeren vezikiiller ise proteinlerin Golgi’den ER’a retrograde
(geriye dogru) transferinde rol almaktadir (Barlowe vd. 1994; Brandizzi ve Barlowe
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2013; Salama ve Schekman 1995). ER ve Golgi arasindaki membran trafigi ¢ift yonlidiir
ve benzer mekanizmalarla gerceklesmektedir. Her iki durumda donér organel tizerinde
bir tasiyic1 olusur ve daha sonra hedef organelle baglanir ve kaynasir (Brandizzi ve
Barlowe 2013).

COPII, ER membranindan olusan kiicik membran vezikiillerinin
olusturulmasindan sorumlu olan yiiksek oranda korunmus bir protein grubudur (Lee vd.
2004; Barlowe vd. 1994). COPII kaynakl1 vezikiillerin olusumu ve transferi, hiicre salgi
yolunda, zar ve liimene ait kargo proteinlerinin, ER' da bulunan sentez bolgelerinden
hiicre i¢indeki diger membran bolmelerine transferinde oldukga 6nemli bir ilk asamadir
(Jensen ve Schekman 2011). COPII kilif vezikiiliiniin etkin ¢alisabilmesi i¢in tahminen
tanimlanmamus birgok zar bileseni gerekli olsa da vezikiilerin olusabilmesi i¢in, minimal
toplam bes protein igeren {i¢ sitozolik bilesen gereklidir. Ayrica bu bilesenler vezikiilliin
depolimerizasyonu ile yeniden ER'da geri dondstiiriiliir ve yeni bir kargo ihracatina hazir
hale getirilir (Forster et vd. 2006). Bu bilesenler: Sec23-Sec24 kompleksi, Sec13 — Sec31
kompleksi ve kiigiik GTPaz olan Sarl’dir (Barlowe vd. 1994; Jensen ve Schekman

2011).
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Sekil 1.1. COPI, COPII kilifi ve klatrin kilif vezikiillerin hiicre i¢i trafikteki yolu ; Tasima
adimlar oklarla gosterilmistir; COPII (mavi), COPI (kirmizi) ve klatrin (turuncu) kilif
vezikiilleri renkleri ile belirtir (Bonifacino ve Glick 2004)

Sec24, ER membraninda bulunan kargo proteinine baglanmadan sorumlu birincil
alt bilesen olarak kabul edilmektedir (Matsuoka vd. 1998). Ayrica Sec24, kargoyu olusan
vezikiil i¢inde konsantre etmektedir (Miller vd. 2002). Bu bilesen bir veya daha fazla
paraloglara sahiptirler, ¢iinkii secilen kopyalarin islev kayb1 genellikle genetik hastaliga
neden olmaktadir (Zanetti vd. 2012). Merte vd. 2010 ve Wansleeben vd. 2010° da
yaptiklar1 ¢alismada Sec24B'deki iki ayr1 erken durdurma kodonunun farelerde biiyiik
noral tiip bozukluguna yol agmaktadir. Bu bozuklugun sebebi ER’ dan olusan vezikiiller
ile tasman Vangl2 proteinidir (Merte vd. 2010). Vangl2 proteini, noral tiip
kapanmasindan hemen 6nce bir noktada birlesen uzantiy1 diizenleyen, diizlemsel hiicre
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polaritesinin ¢ekirdegindeki bir bilesenidir (Bailly vd. 2018; Montcouquiol vd. 2003).
Merte vd. 2010’ da yaptiklar ¢alisma ile Vangl2 COPII vezikiillerine in vitro girisinin
paketlenmesini diger Sec24 paraloglar1 degil de rekombinant Sec24B varliginda 6zel
olarak paketlendigi gostermistir. Sec24 ¢ok yonlii bir proteindir, ancak bu durumda
Sec24B'nin, diger Sec24 paraloglarinin varlig ile telafi edilemeyen en az bir 6nemli
kargo proteini i¢in spesifik baglanma aktivitesine sahip oldugu bu calisma ile
gosterilmektedir (Jensen ve Schekman 2011).

Biitiin bu bilinenlere ragmen, hiicre ici trafik konusu hala arastirilmakta olan
tartismal1 bir konudur (Emr vd. 2009). Bunun yaninda son yillarda sinyal peptitine sahip
olmadig1 halde hiicre disina salgilanan proteinlerin var oldugu bulunmus ve su anda bu
“olagandis1 salgilama” (unconventional secretion) konusu {izerinde yogun c¢aligsmalar
stirdiiriilmektedir (Nickel ve Seedorf 2008; Nickel ve Rabouille 2018). COPII vezikiil
transportu hakkinda da bir¢ok bilinmeyen vardir ve bunlar hiicre biyolojisi alaninda
cevaplanmasi gereken temel sorulardandir: Hangi proteinlerin hangi transport vezikiiliine
alinmasi ve hangi proteinlerin bu segme isleminde rol aldig1 tam olarak bilinmemektedir
ve arastirllmaktadir. Ayrica ER liimeninde kalic1 olan proteinlerin nasil vezikiillere
alinmadigi da arastirma konusudur (Sato ve Nakano 2007).

Diinya capinda genis uygulama alanlar1 bulan, son yillarda 6nemli biyoteknoloji
araclarindan birisi haline gelen mikroalgler bilim insanlarmin ilgi odagi olmustur.
Chlamydomonas reinhardtii (C. reinhardtii) Chlorophyceae (yesil algler), sinifinda yer
alan, okaryotik hiicre yapisina sahip tek hiicreli bir mikroalg tiirtidiir. C. reinhardtii,
fototaksi, ciftlesme reaksiyonlar1 ve gametogenez, organellerin biyogenezi, fotosentez,
flagella birlesmesi ve fonksiyonu, sirkadiyen ritmi ve karbon, nitrojen ve silfiir
metabolizmasi, gibi konularda molekiiler biyolojinin ve genetigin ayrica biyoteknoloji
caligmalarinin aydinlatilmasinda kullanilmistir. Hiicre i¢i trafik glinlimiizde tizerinde en
yogun calisilan hiicre biyolojisi konulari arasindadir. Bu konu C. reinhardtii tizerinde hig
calistlmamugtir. C. reinhardtii ideal bir model organizmadir ve birgok uygun 6zelliginin
bulunmasi esasindan dolay: hiicre i¢i trafik konusunda bu organizma ile ¢alismanin
birgok avantajlar1 olacaktir. Bu alg tiiriiniin asagida belirtilen uygun o6zelliklerinden
dolay1 giivenilir bir model organizma olarak kullanilmaktadir (Rochaix, 1995). Bu
Ozellikler; generasyon siiresinin kisa olmasi, laboratuvar kosullarinda kiiltiiriiniin
yapilmasinin ucuz olmasi ve kolay sekilde yapilabilmesi, okaryotik hiicre tipine ve tek
hiicreli organizma yapisina sahip olmasi, fototrofik, heterotrofik hem de miksotrofik
olarak bliylimesi, haploit kromozom yapisina sahip olmasi, ¢ok sayida farkli mutant
suslarinin bulunmasi, eksojen DNA’nin, niiklear, kloroplast, mitokondri genomlarinin
licline de transfer edilebilmesi, viriis, prion gibi patojenleri icermemesi ve toksik
olmamasi, genetik analizlere uyumlulugu, tiim genom haritasinin bilinmesi, erisilebilir
EST tabanina sahip olmas1 seklinde siralanabilir (Shimogawara vd. 1998; Merchant vd.
2007). Bu uygun ozelliklerinden dolay1 hiicre igi trafik konusunu C. reinhardtii model
olarak kullanilarak bu alanda hizli veri elde etmek ve bu verilerin biyoteknoloji alaninda
uygulamaya gecirilmesidir. Elde edilen bu veriler hem temel bilimsel arastirmada
birikime katkida bulunacaktir. Ornegin rekombinant protein iiretilmesi konularinda bu
proteinlerin sekresyonunda gorev alan proteinlerin bilinmesi Onemlidir. Ayrica
arastirmadan elde ettigimiz veriler gelecekte sekretori yolak tizerine yapilan diger
calismalara da bilgi birikimi saglayacaktir. Tez ¢aligmasi kapsaminda calistigimiz C.
reinhardtii’ de SEC24B geninin fonksiyonu iizerine deneysel ¢alisma bulunmamaktadir.
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SEC24B f{izerine yiiriitilen bu tez calismasi1 C. reinhardtii’de bir ilk olmustur Tez
caligmast sonunda olusturulan mutantlarin fenotipine, 6rnek olarak hiicre disina
salgiladig1 baz1 proteinlere, bakarak SEC24B proteininin salgilama islemindeki spesifik
roliine dair veriler tiretildi. Bu veriler hiicre i¢i trafik ve protein sekresyonu konularinda
bilgi birikimine katk1 saglayacaktir.
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2. KAYNAK TARAMASI

2.1. Chlamydomonas reinhardtii’ nin Taksonomisi ve Hiicresel Yapisi

Domain: Eukaryota

Alem: Plantae

Sube: Chlorophyta

Sinif: Chlorophyceae

Takim: Chlamydomonales

Aile: Chlamydomonadaceae
Cins: Chlamydomonas Ehrenberg
Tiir: Chlamydomonas reinhardtii

Giinlimiize ait C. reinhardtii ana laboratuvar suglarinin, 1945'te Gilbert Morgan
Smith tarafindan Amherst, Massachusetts yakinlarindaki toplanan topraklardan elde
edilen izolatlardan kaynaklandigi disiiniilmektedir (Harris 2001). 20. yiizyilin
ortalarinda, tek hiicreli ve genetik olarak izlenebilir, yesil alg olan C. reinhardtii ilk olarak
fotosentez, 151k algis1 ve flagella yapisi, fonksiyonel ve biyolojik temel hiicresel siirecleri
aydinlatmak i¢in ornek bir organizma olarak gelistirildi. C. reinhardtii, tek karbon
kaynag1 olarak asetat1 kullanmasi nedeniyle Chlamydomonas'in baskin laboratuvar tiirii
olarak kullanilmaktadir.

Hiicre ceperi hidroksiprolin bakimindan zengin glikoproteinlerden olugsmaktadir
ve yedi ana katmana sahiptir ( Harris 2001). Yabanil tip C. reinhardtii hiicresi, yaklagik
10 um uzunlugunda, genisligi ise 3 um ve iki flagellaya sahiptir. Flagellalar, hiicrenin
apikal ucunun hemen altinda bulunur ve hiicre ¢ekirdegini kaplayan bir ¢ift esas govdeden
olusmaktadir (Harris 2001) . Chlamydomonas, 6karyotik kame¢1 karakteristiginin ve esas
gbvdenin (basal bodies) ve flagellanin olusumunu ve islevini arastiran 9 + 2 mikrotiibiil
yapisina uygun bir sistem oldugunu kanitlamistir. Kamei1 bu organizmada goriilen eseyli
iireme icin hayati Oonem tasir ¢linkii karsit ciftlesme tiplerinin hiicreleri arasinda
gerceklesen tanima ve fiizyon islemlerine aracilik eder. Hiicreye hareketlilik kazandirir
(Harris, 2001). Hipotonik kosullar altinda, sitoplazmik su igerigi, hiicrenin 6n kismina
yerlestirilmis kontraktil vakuoller ile hiicrenin disina su pompalanarak korunur (Komsic-
Buchmann vd. 2014).

Hiicre hacminin %40'1na yakin bir yer kaplayan tek bir kloroplast ve birkag kiiciik
mitokondri igerir (Rochaix 1995). C. reinhardtii'nin kloroplast genomu 206 kb ve
mitokondriyal genomu 15.8 kb 'dir (Vahrenholz vd. 1993; Maul vd. 2002; Gallaher vd.
2018). Hiicre ekvatoruna yakin, kloroplastin kenarinda, stigma bulunur. Stigma
hiicrelerin yiizmelerini 1518a veya 1s18a dogru yonlendirmelerini saglar (fototaksis) (Sasso
vd. 2018). Pirenoid, kloroplast igiresinde yer alir ve CO2 baglanmasi ve fotosentezin
karanlik reaksiyonun gerceklestigi bolgedir (Harris 2001). C. reinhardtii hiicre yapisi
Sekil 2.1°de verilmistir.
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Sekil 2.1. C. reinhardtii’ nin hiicre yapisinin gosterimi: N: Cekirdek; Nu: Cekirdekgik;
F: Flajella; C: Kloroplast; E: Stigma; P: Pirenoid; G: Golgi kompleksi; V: Vakuol
belirtmektedir (Nikelsen ve Kiick 2000)

2.2. C. reinhardtii’ nin Yasam Dongiisii

C. reinhardtii, ortam sartlarina bagl olarak hem vejetatif hem de generatif tireme
yetenegine sahiptir. Ideal biiyiime sartlarinda sadece mitozla ¢ogalir ancak besin
yetersizliginde ve azot eksikliginde eseysel liremeyi harekete gecirir. Olumsuz kosullarda
gamet olusturma ve Uremeye gitme egilimindedir. Bu durum, olumsuz sartlara
adaptasyon ve hayatta kalma sansini artirmaktadir. Zigot olustugunda hala olumsuz
sartlar devam ediyorsa mayoza gitmeden dormant duruma gegerek kendini koruma altina
almaktadir (Harris 2001; Goodenough vd. 2007). Optimum kosullar altinda, C.
reinhardtii o kadar hizl biiyiir ki sayilart yaklagik 8 saatte bir ikiye katlanabilir (Harris
2001). C. reinhardtii heterothallik ve izogamdzdiir. Diger bir deyisle, ¢iftlesme tipi arti
(MT+) veya eksi (MT-), bir hiicre ¢izgisinde genetik olarak belirlenir, ¢aprazlarda tek bir
mendel lokusu gibi davranir. Arti ve eksi gametler, boyut ve yiizeysel goriiniim
bakimindan benzer olsa da ultrastriiktiirel seviyede farklilik gosterebilmektedir (Harris
vd. 2009). C. reinhardtii hiicreleri haploittir. Haploid gametlerin fiizyonu, birka¢ giin
boyunca olduk¢a direngli, hareketsiz zigosporlara doniisebilen diploid zigotlarla
sonuglanir. Sekil 2.1° de goriildiigii gibi ortama azot eklendiginde, zigotlar 1s1kta ¢imlenir,
mayoz ile boliniir ve tipik olarak vejetatif biiylimeye devam eden dort haploid hiicre
olusur (Harris, 2001). C. reinhardtii’ nin eseyli iireme dongiisii asagidaki asamalardan
olusur;

a) Gametogenez
b) Agliitinasyon
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¢) Cift olusumu ve sinyal iletimi

d) Hiicre duvari lizisi

e) Birlesme yapilarinin aktivasyonu

f) Hiicre fiizyonu

g) Zigospor olusumu, olgunlagmasi ve ¢imlenmesi (Harris vd. 2009).

2.2.1. C. reinhardtii’ nin Ureme Déngiisii Asamalari

a) Gametogenez

Alglerdeki gametogenez genellikle olumsuz ¢evresel kosullarda olusur.
Laboratuvarda da genellikle hiicrelerin azot igermeyen ortama aktarilmasiyla belirli 151k
kosullar1 uyarilmasiyla olusturulmaktadir. Azot ortama geri eklendiginde, zigotlar 151kta
filizlenir, mayoz gecirir ve tipik olarak vejetatif biiyiimeye devam eden dort haploid hiicre
olusturur (Harris, 2001). Isigin C. reinhardtii' nin gametogenezini kolaylastirdigi, ancak
ortamdan azot tiikkenmesinin fotosentetik hizin ikincil etkisine bagli olabildigi ve asetat
ortaminda karanlikta yetisen hiicreler de azot besin elementi yetersizliginde
birakildiginda eseyli iiremeye gitmektedir (Sager ve Granick 1954).

b) Agliitinasyon

C. reinhardtii'nin artt ve eksi gametleri karigtirlldiginda, hiicrelerin kamgi
araciligi ile hemen ilk temas: olusur. ilk temaslarda ortaya gikan zayif yapisma, kamgi
uzunlugunun herhangi bir yerinde olabilir ve tek bir gamet karsit ¢iftlesme tipinin birden
fazla hiicresine yapisabilir. Boylece gamet gruplari olusur (Harris vd.2009) Sekil 2.2°de
gosterilmektedir.  Agliitinasyon reaksiyonu gametlere oOzgidiir; aktif molekiiller
(agliitininler) hiicre govdesinin plazma membranindaki bir rezervuardan gamet kamgisi
tizerine tagmir. (Hunnicutt vd. 1990). Agliitininler vejetatif hiicrelerin kamg¢isinda
bulunmamaktadir. Agliitininler, hidroksiprolin bakimindan zengin glikoproteinlerdir
(Harris vd. 2009).

Sekil 2.2. C. reinhardtii’ de zigot olusum agamalar1; A: Gamet gruplarinda ki
agliitinasyon; B: Gametlerde ¢ift olusumu; C: Quadriflagella (Zigot) olusumu (Wang
ve Snell 2003)
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¢) Cift olusumu ve sinyal iletimi

Fiizyona yol acan diger tiim morfolojik ve fizyolojik degisikliklerden once
agliitinasyon basladiktan 20 saniye sonra dibutiril cAMP’nin (Dibutiril siklik Adensin
mono fosfat) bir artig goriiliir. Pasquale ve Goodenough (1987) yaptiklari ¢alismalari ile
eksojen dibutiril cAMP' nin spesifik olarak {i¢ agliitinasyon yanitini indiikledigini gosterir
ve bunlar; kam¢1 ucu aktivasyonu, hiicre duvarlarinin kaybi ve ¢iftlesme yapisinin
aktivasyonudur. C. reinhardtii’de agliitinasyon kamg¢i1 uglarinda bazi degisiklige neden
olur; kame1 uglar1 genisler, dokuz mikrotiibiil ile terminal membran1 arasinda belirli bir
bolgede bazi maddeler birikir. Ug aktivasyonu, flizyona yol agan diger morfolojik ve
fizyolojik degisiklikleri de yapabilir. Crabbendam vd. (1984), C. reinhardtii normal ug
morfolojisinin hiicre fiizyonundan sonra dort kameili hiicre (kuadriflagellat) asamasinda
geri olustugunu gostermistir. Ug kilitleme gergeklestikce, (As tip locking occurs) hiicre
ciftleri gruptan ayrilir ve hiicre fiizyonuna yol agan sonraki adimlara baglanir. Bu
asamada, gamet hiicre duvarlarinin dokiilmesine ve eslesen yapilarin aktivasyonuna yol
acan sinyal iletilir ( Harris vd. 2009).

d) Hiicre duvan lizisi

Normal ¢iftlesme seyri sirasinda, hiicre duvari lizisi C. reinhardtii'de kamg1 ug
aktivasyonu ile tetiklenen cAMP aracili olaylardan biridir. Gamet, litik enzimi bir
metaloproteinazdir (Buchanan ve Snell 1988) ve mitozdan sonra vejetatif hiicreleri
serbest birakan enzimden tamamen farklidir. Hem vejetatif hem de gametik hiicreler
tizerine etki edebilir, ancak zigospor duvarlarinda etkili degildir (Claes 1971). Yabani tip
hiicrelerde litik enzimi, hiicre duvarinin altindaki periplazmik boslukta aktif olmayan bir
oncii protein olarak depolanir (Harris vd. 2009). Duvar pargalanmasi, C. reinhardtii’ de
gametogenez sirasinda da meydana gelebilir ve hiicre duvart eksikligi olan mutantlar
normal olarak ciftlesir.

e) Ciftlesme yapilariin aktivasyonu

Friedmann vd. (1968) C. reinhardtii' nin ¢iftlesme gametlerini baglanmasini
dollenme tiibiiliiniin sagladigin1 yaptiklar1 c¢alisma ile gostermislerdir. 1975'te i
laboratuvar bagimsiz olarak art1 hiicrelerin apikal bolgesinden bu yapinin olusumunu
gosteren ¢alismalar1 yaymladi (Cavalier- Smith 1975; Goodenough ve Weiss 1975;
Triemer ve Brown 1975b). Bu olusumda ilk durum, elektron yogun membran bdlgesinin
altta yatan ¢ift bolgeden ayrilmasiyla bir tomurcuk olusumudur. Aktivasyonun ikinci
asamasinda, mikrofilamentlerin biiyliyen tiiblile yayildig1 goriilmektedir. Fiizyon
ilerledikge, c¢ift bolge plazma zarmdan ayrilir ve sitoplazmada serbest kalir ve
mikrofilamentler eksi hiicrenin ¢ekirdegine uzanir gibi goriiniir.

f) Hiicre fiizyonu

C. reinhardtii' de dollenme tiibiiliiniin ve eksi ¢iftlesme yapisina yapismasi ve
flizyonu meydana geldiginde, tiibiil hizla kisalir ve iki hiicrenin apikal u¢larini bir araya
getirir (Friedmann vd. 1968). Niikleer fiizyon, C. reinhardtii’ de kloroplast fiizyonundan
once gelir ( Harris vd. 2009). Ciftlesme yapilarmin aktivasyonundan hemen sonra, iki
gamet arasinda sitoplazmik siireklilik saglamak i¢in kaynasirlar ve iki hiicre bir dort
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kamgili hiicre (QFC) olusturarak birlesir.  Fiizyon gergeklestikten sonra QFC
(quadriflagellat hiicre ya da planozigot) olarak adlandirilan dort kamegili yap1 olusur.
Bazen QFC'ler mayoz gecirmeden ve bunun yerine +/— vejetatif diploidler olarak
vejetatif bliylimeye devam eder (Goodenough vd. 2007) Gamet fiizyonunu takiben, bir
c¢ift homedomain transkripsiyon faktorii, zigot gelisimi i¢in genetik programi baglatir (Lee
vd. 2008).

g) Zigospor olusumu, olgunlagsmasi ve ¢cimlenmesi

Zigota 0zgii polipeptitler, QFC asamasindan baslayarak sentezlenir (Minami ve
Goodenough 1978; Weeks ve Collis 1979). Zigospor gelisiminin baglatilmasi, bir
heterodimer olusturan arti-spesifik GSP1 ve eksi-spesifik GSM1 homeodomain
proteinlerinin kontrolii altindadir. Diisiik biiyiimede bir zigospor kiitlesi sivi ortamin
yiizeyinde retikiilat bir tabaka (pelet) olarak goriliir (Harris vd. 2009). Bu karakteristik
yapinin gézlemlenmesi ¢iftlesmeyi dogrular ve ¢iftlesme tipi testlerinin temeli olarak
kullanilir. C. reinhardtii zigospor ¢iftlesmeden sonraki 24 saat igcinde hacim olarak biiyiik
Olgiide artar. Zigospor olgunlagsmasinin sonraki 4-6 giinii boyunca, kloroplastlar
pargalanir, klorofil kaybolur ve turuncu lipid depolama graniilleri biriktirilir.
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Sekil 2.3. C. reinhardtii'nin eseyli iiremesinin dongiisii; V: Iki ¢iftlesme tipinden (MT*
ve MT") olusan haploid vejetatif hiicre; G* ve G giftlesme tiirline 6zgii gametik
ozellikleri ifade eden gametler; Sadl ve Sag: flagellar yiizeyde goriintiilenen art1 (Sagl)
ve eksi (Sad1) agliitininler; Gspl ve Gsm1: zigot gelisimi i¢in 6nemli olan transkripsiyon
faktorlerini kodlayan homeoproteinler; VD: vejetatif diploid hiicre; FUS1: gamet
ciftlesme tipi tanima i¢in kritik olan glikoproteinleri kodlamakta

2.3. COPII Vezikiil Olusumu ve Tasinimi

COPII ilk olarak Saccharomyces cerevisiae'de tanimlanmistir ancak temel islevi
tim oOkaryotlar boyunca korunmaktadir (Zanetti vd. 2012). Sekretuvar proteinlerin,
membran proteinlerinin ve lipitlerin biiyiik ¢ogunlugu endoplazmik retikuluma (ER)
bagli ribozomlarda sentezlenir ve ER'den ¢iktiklarinda COPII ile kiliflanmig tasima
vezikiillerine paketlenir (Lu ve Kim 2020). Sekretori yolaktaki bulunan proteinler ER’a
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bagli ribozomlarda sentezleri sirasinda ER’a transfer edilirler (co-translational import) ve
daha sonra Golgi kompleksiden gegerek vakuol/lizozoma transport edilmekte veya
vezikiiller araciligiyla hiicre membranina tagmmmakta veya hiicre disina
salgilanmaktadirlar. Sekretori yolakta bulunan proteinlerde ER’a transferlerini saglayan
signal peptidi bulunmaktadir. Signal peptidi genellikle proteinlerin N-terminalinde
bulunmaktadir ve sitozolda bulunan signal recognition particle (SRP) tarafindan
taninarak ve SRP’nin ER {iizerinde bulunan SRP reseptdriine baglanmastyla proteinlerin
ER’a transferlerini saglamaktadir (Walter ve Blobel 1982; Walter vd. 1984).

Hiicre 1i¢i endo-membran sistemi icinde (ER, Golgi, niiklear envelop,
vakuol/lizozom, sekretori vezikiil ve hiicre membrani) kalacak olan proteinler ER
liimenine transfer olmakta, sistemin membranlarinda lokalize olacak proteinler ise ER
membranma entegre olmaktadir. ER’ da proteinlerin saperonlar vasitasiyla 3D
konformasyonlarini almasi, multiprotein komplekslerine asembli olmasi ve glikozilasyon
gibi posttranslasyonal modifikasyonlar1 yapilmaktadir. Proteinler kalite kontrolii
yapildiktan sonra COPII kilif vezikiilleri aracigiyla hedef organele transfer edilmektedir.

COPII kilif vezikiillerin olustugu ve tomurcuklandigi bolge ER membrani
tizerinde bulunan ER-¢ikis bolgesi (ERES) veya transitional ER (tER) olarak da bilinen
bolgedir. (Orci vd. 1991; Bannykh vd. 1996). COPII bilesenleri; Sec23-Sec24 kompleksi,
Sec13 —Sec31 kompleksi ve kiigiik GTPaz olan Sarl ER ¢ikis bolgesinde kademeli olarak
toplanir (Barlowe vd. 1994; Jensen ve Schekman 2011). Sarl, ER membranina alinan
ilk COPII bilesenidir. Ayrica vezikiil olusum siirecini baglatir (Jensen ve Schekman
2011). Sarl aktivitesi, diger kiigiik G proteinlerine benzer sekilde, bagl oldugu
niikleotidin durumu tarafindan kontrol edilen kii¢lik bir GTPazdir (Pucadyil ve Schmid
2009). GDP bagli durumundaki Sarl sitozolde dormant halindedir, ancak GTP
baglandiginda Sarl, ER membranina gomiilen amfipatik bir N-terminal a-sarmalini agiga
cikararak aktive olur (Lee ve Miller 2007; Bielli vd. 2005). Bu aktivite ER membrani ile
sinirlidir, ¢linkii Sarl'n1 aktive eden guanin niikleotit degisim faktorii (GEF) olan Sec12
sadece ER'de bulunur (Weissman vd. 2001). N-terminal sarmalinin ER membranina
sokulmasi, Sec23-24 heterodimerinin toplanmasinin yani sira baslangic kavislenmesini
indiikler (Matsuoka vd. 1988; Antonny vd. 1997). Sec23 ve Sec24, membrana temas eden
ve kavislenmenin baslamasina katkida bulunabilecek temel igbiikey bir yiizey igeren
papyon seklinde bir kompleks olusturur (Bi vd. 2002). Bi vd. 2002’ de yaptiklari ile Sarl,
Sec23 kompleksinin yapisindaki katalitik bdlgede yer alan bir “arginin parmagi”
baglanarak Sarl'in dogal yavas GTPaz aktivitesini uyarabilecegini gostermektedir. Sarl
— Sec23-24 ve kargo arasindaki kompleks, membran kavislenmesini devam ederken,
Sec13-31 heterotetrameri tarafindan yakalanir. Sec13-31 heterotetrameri, ER
membranindan vezikiil flizyonunu destekleyen bir dis kilif tabakasini olusturur (Fath vd.
2007; Matsuoka vd. 2001). Ayrica Vvezikiil fiizyonu i¢in gerekli olan Sarl GTP hidrolizi
(Lee vd. 2005) , Sec23 tarafindan GTPaz aktive edici protein (GAP) uyarilir ve Sec31
tarafindan daha da hizlandirilir (Antonny vd. 2001). SEC16, ER'nin periferik (peripheral)
bir membran proteinidir ve SEC23'iin GAP aktivitesi tizerindeki SEC31 etkisini diizenler
(Kung vd. 2011).

Secl16, ERES' teki ER membraninin sitoplazmik yiiziiyle iliskili esas bir proteindir
(Espenshade vd. 1995; Connerly vd. 2005). Sec16 tiim kilif proteinleri ile etkilesime girer
(Gimeno vd. 1996; Shaywitz vd. 1997) ve bu 6zelliginden dolay1 kilif birlesmesini veya
iskelet yapisini organize ettigi diistiniilmektedir (Supek vd. 2002; Shindiapina ve Barlowe
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2010). Membranda bir araya gelen kilif proteinleri bir araya toplanarak sepet benzeri bir
yapt olusturur ve membranin bu bolgedeki yapisini bozarak membranda bir
tomurcuklanma olusur Sekil 2.4° de gosterilmektedir.

SAR1 SEC23/24 SEC13/31X
® 2823 L2220

SEC16 \\ 24 23 SDOS

Kargo molekili

Sekil 2.4. COPII vezikiil olusumu (Lu ve Kim 2020)

Vezikiiliin sitozole transferinden hemen sonra kilif siyrilir. Bu gorevi yine kilif
olusturucu GTPaz olan Sar 1 tarafindan baglatilir. Sarl iizerinde bagl olan GTP’nin
hidrolizi ile konformasyon degistirerek, kendisini vezikiil membranina baglayan yag
asidini geri ¢eker ve vezikiilden ayrilir. Bu proteinin vezikiilden ayrilmasinin hemen
ardindan kilif depolimerize olur ve vezikiil kilifindan siyrilir (Rothman 1994; Rothman
ve Wieland 1996) . Kilif depolimerizasyonu iizerine, COPII proteinleri ER'a geri doner
ve yeni bir kargo ihracatina hazir hale gelir (Forster vd. 2006).

COPII vezikiillerin cis-Golgi membranlar ile fiizyonu, bir dizi membran bagl
SNARE (Soluble N-ethylmleimide-sensitive factor (NSF) attachment protein receptor)
proteinine baglhidir (Barlowe ve Miller 2013). Vezikiilin dogru hedef membrani
bulmasim1i SNARE proteinleri tarafindan gergeklestirilir (Sollner vd. 1993; Rothman
1994).Vezikiilin dogru hedef membrani transferinde vezikiiliin igindeki bir integral
protein (v-SNARE) ile, onunla 6zgiil olarak etkilesebilen bir hedef membran integral
proteini (t-SNARE) arasindaki yiiksek ¢ekim ve spesifik etkilesim, vezikiillerin
hedeflerini bulmasimi saglamaktadir. SNARE’ler sitoplazma igine giren ve reseptor
olarak iglevi bulunan integral proteinlerdir.

Yapilan bazi ¢alismalar ile Saccharomyces cerevisiae'de SNARE proteinleri

SedS, Bosl, Betl ve Sec22'nin membran fiizyon olayini katalize ettigini gostermektedir
(Newman vd. 1990; Hardwick ve Pelham 1992; Sogaard vd. 1994; Cao ve Barlowe 2000).
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Vezikiillerin dogru yere transferinde etkin oldugu varsayilan bir protein grubu da
Rab proteinleridir. Tastyic1 vezikiiller ile hedef zar arasindaki ilk etkilesim baglayici
faktorler ve kiiciik GTP baglayan proteinler Rab proteinleri ile diizenlenir. (Stenmark
2009). Vezikiill membranina tutunan Rab proteinleri hedef membran tizerindeki bir
efektor proteinle ve SNARE’ler ile spesifik olarak etkileserek SNARE kompleksinin (v-
SNARE/t-SNARE kompleksi) olusmasini saglar. Boylece vezikiil dogru membrana
tranfer olur (Rothman ve Wieland 1996). Rab proteinleri, vezikiil tomurcuklanmasi
sirasinda bazi baglayici proteinleri (tethering proteins) SNARE kompleksi igine
ekledikleri, ER — Golgi vezikiil tasiniminda gergeklestirmektedir.

Baglayic1 proteinler vezikiiliin hedef membrana yanagmasi ve kaynasmasi
sirasinda gorev yapar. Yani daha vezikiil tomurcuklanirken; hedef bulma ve kaynasma
i¢in gerekli molekiiler program vezikiil igine yerlestirilmektedir (Brittle ve Walters 2000).
Hedef ve vezikill membranda bulunan SNARE’ler, hidrofobik etkilesimlerle ve
birbirlerine paralel yerleserek “halkali halka” (coiled coil) olusturarak membranlar
yanagir (Hardwick ve Pelham1992; Sutton vd. 1998). Membrana yanasma aninda, vezikiil
ve hedef membranin molekiilleri, birbirleri ile etkilesim olusabilecek kadar yakindir.
Membranlarin kaynasmasi esnasinda, membranlarin 1.5 nm kadar yakinlagmalar1 ve
aradaki su molekiillerinin birakilmas: gerekir. Bu fiziksel yakinlagmay1 olusturan
SNARE’ler sarmal olusturacak sekilde baglanmasi ile membranlari ¢ekmesidir ve
bdylece membranlarin kaynasmasini saglar (Rothman 1994).

2.4. Sec24 Proteini

Sec24, ER membraninda bulunan kargo proteinine baglanmadan sorumlu birincil
COPII alt bileseni olarak kabul edilmektedir (Matsuoka vd. 1998). Diger bir bagka gorevi
ise Sec24, kargoyu olusan vezikiil i¢cinde konsantre etmektedir (Miller vd. 2002). Birgok
kargo proteininin sitoplazmik alanlardan COPII tasinmasi i¢in belirlenmesi i¢in spesifik
export (disariya tasima) sinyali dizileri vardir (Jensen ve Schekman 2011). Bu tasima
sinyallerinin tiimii, kargo molekiiliiniin polipeptit zincirinde yuvalanmis kisa (10-15
kalint1) dizilerdir ve bu agidan endositik sinyallere oldukca benzerdir (Bonifacino ve
Glick 2004). COPII sinyal dizilerinin tipleri, di-hidrofobik, di-asidik, C- terminali
hidrofobik ve aromatik motifleri igerir (Wendeler vd 2007; Barlowe 2003). Bir dizi kargo
baglayict bolge ve baglandiklar1 karsilik gelen sinyal dizileri Sec24 ylizeyinde tespit
edilmistir ve bu bolgeler (siteler) A, B ve C olarak adlandirilmistir ve Sekil 2.5’de
gortntiileri mevcuttur (Miller vd. 2003). Ayrica ER'da ayrilmasi gereken tiim proteinler
Sec24'e dogrudan baglanmak i¢in bir sinyal dizisi igermez. Bazi proteinler bir tagima
adaptoriiyle etkilesime girebilir ve dolayl bir etkilesim yoluyla COPII vezikiiliine dahil
edilebilir (Baines ve Zhang, 2007).

Sec24’de bulunan iki site (bolge), farkli siralama sinyallerini taniyan bagimsiz
kargo baglayict alanlar olusturur (Lee vd. 2004). Bu siteler; A ve B site bolgeleridir. A
site (bolgesi), SNARE bir protein olan Sed5 tizerindeki iki baglanma motifinden biri olan
YNNSNPF igeren bir peptit ile etkilesime girer. B site (bolgesi), iki farkli peptit olan
Golgi proteini Sysl' in (Votsmeier ve Gallwitz 2001) diasidik siralama sinyalini ve
SNARE bir protein olan Betl 'in LXXLE motifi {izerinde bulunan sinyali tanir (Lee vd.
2004). Ayni elektrostatik etkilesimler hem Sys1 hem de Bet1 motiflerinin baglanmasinda
yer almakla birlikte, iki peptid ¢ok farkli konformasyonlar gosterir (Mossessova vd.
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2003). Sec24'teki iki site (bolge), farkli siralama sinyallerini tantyan bagimsiz kargo
baglayici alanlar olusturur (Lee vd. 2004).

Sekil 2.5. Sar1-Sec23-Sec24 kompleksinin yapisi; Sarl kirmizi, Sec23 sar1 ve Sec24 yesil
olarak gosterilir; U¢ kompleksin arka arkaya 90- rotasyonunu gosterilir; Sec24'te, ER
tasima sinyallerini kapsayan peptitler; A bolgesi pembe ve B bolgesine mavi olarak
gosterilir ve C bolgesindeki kritik arginin, kirmiz ile gosterilir (Lee vd. 2004)

Sec24'teki kargo baglama alanlarinin g¢oklugu (siteler), COPII kilifi tarafindan
taninan kargo repertuarini genisleten Sec24 homologlarinin varligi ile COPII alt birimleri
tizerindeki ek kargo tanima alanlar1 igin potansiyel, yerlestirilebilecek kargo
substratlarin ¢esitliligini gostermektedir. Cizelge 2.1° de bazi organizmalarda bulunan
Sec24 homologlar1 gosterilmektedir.

Cizelge 2.1. Bazi organizmalarda bulunan Sec24 homologlari

Organizma Ad1 Homologlar: Veri Kaynagi

Chlamydomonas reinhardtii CrSEC24B Phytozome
CrSEC24A

Mus muculus MmSec24A
MmSec24B

MmSec24C Adams vd.2014
MmSec24D
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Cizelge 2.1’nin devamm

Homo sapiens HsSec24A
HsSec24B
HsSec24C Jensen ve Schekman 2011
HsSec24D

Saccharomyces ScSec24p

cerevisiae Lst1p (Sfb3p) Miller vd. 2003
Iss1p (Sfb2p)

Arabidopsis thaliana AtSec24A
AtSec24B (CEF) Tanaka vd. 2013
AtSec24C

Volvox carteri VcSec24 Phytozome

2.5. Diger Organizmalarda Sec24 ve Sec24B Genleri Uzerine Yapilan Onceki
Calismalar

Tanaka vd. 2013’te Arabidopsis thaliana’da yaptiklar1 ¢alismada AtSec24B ve
AtSec24C genlerinin nakavt edilmesi sonucunda bitkide polen ¢imlenmesinin azaltilmasi
ile birlikte erkek kisirhigina neden oldugunu gosterdi. AtSec24B ve AtSec24C
ekspresyonunda belirgin azalma A. thaliana’da erkek ve disi gametogenezi etkilemistir.
Bu calisma sonucunda AtSec24B ve AtSec24C'nin fonksiyonunun bitki iireme
hiicrelerinin gelisimi i¢in ¢ok onemli oldugu gosterilmistir. A. thaliana’da yapilan bir
diger calismada ise AtSec24A proteinin islevinin kaybi, mutant alelin erkek gametofit
yoluyla kusurlu iletimini indiikler ve polen ¢gimlenmesinin azaltilmasina yol agar. (Conger
ve ark. 2011). Bu iki sonug karsilastirildiginda, polen ¢imlenmesindeki kusurun derecesi
AtSec24A ve AtSec24B'yi bozan mutantlar arasinda farklilik gostermektedir (Tanaka vd.
2013). AtSec24A ve AtSec24B mutantlarinin mikrosporlarin mikrodizi analizinde
AtSec24A ekspresyonunun  zirvesinin  AtSec24B'den daha Once goriindigiini
gosterilmektedir (Conger ve ark. 2011). Bu nedenle, AtSec24A ve AtSec24B, polen
gelisiminde yer alan hiicresel olaylar i¢in gerekli proteinlerin tasinmasinda kismen farkli
bir rol aldig: diisiiniilmektedir (Tanaka vd. 2013).

Merte vd. (2010) ve Wansleeben vd. (2010) tarafindan Mus muculus 'da, yapilan
calismalarla Sec24B'deki iki ayri erken durdurma kodonunun farelerde biiyiik noral tiip
bozukluguna yol agtig1 gosterilmistir. Bu bozuklugun nedeni COPII vezikiilleri ile taginan
Vangl2 proteinidir (Merte vd. 2010). Vangl2 proteini, néral tiip kapanmasindan hemen
once bir noktada birlesen uzantiy1 diizenlemektedir (Bailly vd. 2018; Montcouquiol vd.
2003). Merte vd. 2010’ da yaptiklar1 ¢alisma ile Vangl2 COPII vezikiillerine in vitro
girisinin paketlenmesini sadece Sec24B proteinin varliginda 6zel olarak paketlendigi
gostermistir.
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Zebra baligi bulldog mutasyonlar1 sec24d geninde bulunur (Sarmah vd. 2010).
Bulldog mutasyonlar1 ya erken durdurma kodonu ya da g¢erceve kaymasi sonucu ile
olusur. sec24d tiim embriyo boyunca eksprese edilir, ancak zebra baliginda kraniyofasiyal
kikirdakta belirgin olarak bulunur. Sec24d mutasyona ugratilmis baliklarda kikirdak
matris proteinlerinin salgilanmasi engellenir, bu da kikirdak olusumunda sorunlara ve
ciddi iskelet anormalliklerine yol agar (Ohisa vd. 2010; Sarmah vd. 2010). sec24d
inaktivasyonu ayrica kollajen biyosentezinin uyarilmasina yol acar ve BiP, Sill (BiP i¢in
ko-chaperone) seviyeleri yaklasik bes kat artar ve Hsp47 6nemli 6l¢iide yiikseldiginden
kikirdak hiicrelerindeki ER stresini tetikler (Sarmah ve ark. 2010).

Adams vd. 2014’ de Mus muculus’ da yaptiklar1 bir ¢alisma ile SEC24D'de
tamamen nakavt olan farelerde erken embriyonik 6limler gozlenmektedir. Bu sonuglar,
diger ii¢c Sec24 paralog tarafindan telafi edilmeyen erken memeli gelisiminde SEC24D
ekspresyonu i¢in mutlak bir gerekli oldugunu bulunmustur.

Mus muculus’ da yapilan diger bir ¢alisma ise Sec24C’ nin serotonin (SERT)
proteini taginiminda gorev aldig1 bulunmustur. Kisa hizlandirict polimorfizm SERT hiicre
ylizeyi seviyelerinin diismesine neden olur ve etkilenen bireyleri depresyona daha duyarlh
hale getirir. Sonug olarak Sec24C genindeki varyasyonlar SERT hiicresi yiizey
seviyelerini de etkileyebilir ve dolayisiyla duygu durum bozukluklarina yol agabilir
(Sucic vd. 2011).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Alg Kiiltiirii

Calismada Chlamydomonas Resource Center’in (Minnesota Universitesi, 140
Gortner Laboratuvari, ABD) CLIP koleksiyonundan temin edilen sec24b mutant susu
kullanilmistir. sec24b mutant susu CC5325 susundan insersiyonel mutagenez yontemiyle
yapilmistir (Li vd. 2019)

Sekil 3.1° de gosterildigi gibi C. reinhardtii sec24b mutant susundaki insersiyon
kaseti kromozom 1’ deki SEC24B geninin altinci intronunda bulunmaktadir.

HEH—H—HHEHHHHH -

Il :5 UTR-3' UTR
—: intron

v: CIB1(insersiyon kaseti)

Sekil 3.1. C. reinhardtii SEC24B geni ve insersiyon haritasi

Tez calismasi icin kullanilan cihazlar Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji
Boliimii’niin arastirma laboratuvari imkanlariyla gerceklestirilmistir. Kullanilan cihaz ve
ekipmanlarin bilgileri ve kullanim amaclar1 Cizelge 3.2.” de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Cihaz listesi ve kullanim amaglari

Cihaz Modeli Kullamim Amaclari

Santrifiij Isolab / | DNA ve RNA izolasyonu agamalarinda 6rneklerin
FY 2405000 coktiirtilmesini saglamak

Hassas KERNPLJ /| Besi yeri ve soliisyonlarin hazirlanmasindaki sarf

terazi 700-3CM malzemelerin tartilmasi

Otoklav Autoclave /| Besi yeri ve kullanilan ekipmanlarin sterilizasyonu
23X-500E

Mikro Vestel / MD | Agaroz jellin hazirlanmasinda

Dalga 20 DB
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Cizelge 3.1’ in devanu

Isik Mikroskobu Primovert Zeiss Hiicre sayimi, eseyli lireme
dongiisiiniin izlenmesi
Binokiiler mikroskop | Euromex Tetrat Analizi
Nano Drop Thermo Scientific, RNA oOrneklerinin kalitatif
Waltham, MA) tayininde
Vorteks DragonLab / MX-S DNA ve RNA

izolasyonunda  sirasinda
tiiplerin karistirilmasi

Elektroforez sistemi | Fisher Scientifitic /CS-300V | DNA ve RNA’nin
boyutlarinin

belirlenmesinde, PZR ve
RT PZR iirlinlerinin tespit

edilmesi

Jel gorlintiileme Minilumi, DNR Bio- DNA ve RNA

Imaging Systems izolasyonun, PZR ve RT

tiriinlerinin jelde
goriintiilenmesi ve
bilgisayar ortamina
aktarilmasi

Laminar Flow Tez San / 14-1490 Besi yeri dokimii ve
suslarin ekimi

PZR BIO-RAD / T100 Gen bolgelerinin
cogaltilmasi

3.2. Deneylerde Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Antibiyotik: 100 mg antibiyotik (paromomisin) hassas terazide tartild1 ve son hacim 10
ml olacak sekilde ddH2O ile 10 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti 0,22 pm’ lik
(Isolab) filtre yardimuyla sterilize edildi. Stok olarak béliinerek daha sonra kullanilmak
tizere -20 °C’de muhafaza edildi.

Fosfat Tamponu 11 (100 ml): Hassas terazide K.HPO4?’dan 10.8 g ve KH2POy ise 5.6
g tartilarak son hacim 100 ml olacak sekilde dH2O eklenmistir ve soliisyon homojen
oluncaya kadar karistirilmistir. Besi yeri 15 dakika 121°C’de otoklavlanmustir.

Soliisyon A (500 ml): Hassas terazide NH4Cl’den 20 g, MgS0O4.7H20’ dan 5 g ve
CaCl2.2H20’ den 2.5 g tartilarak 500 ml olacak sekilde dH20 eklenmistir ve soliisyon
homojen oluncaya kadar karistirllmistir. Besi yeri 15 dakika 121°C’de otoklavlanmustir.

N-free (Azot icermeyen) Beijerinck (1 L): Hassas terazide, MgSO4.7H20’ dan 2 g ve

CaCl2.2H20’ den 1 g tartilarak 1L olacak sekilde dH20 eklenmistir ve soliisyon homojen
oluncaya kadar karistirilmistir. Besi yeri 15 dakika 121°C’de otoklavlanmustir.
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Minimal i¢in Fosfat Tamponu (1 L): Hassas terazide KoHPO4’ dan 14,34 g ve KH>
PO4’ den 7,26 g tartilarak 1L olacak sekilde dH20 eklenmistir ve soliisyon homojen
oluncaya kadar karistirilmistir. Besi yeri 15 dakika 121°C’de otoklavlanmustir.

-S Beijerinck (1 L): Hassas terazide NH4CIl’ den 8 g, CaCl,. 2H20’den 1 g ve MgClo.
6H20’ den 1,6 g tartilarak 1 L olacak sekilde dH20 eklenmistir ve soliisyon homojen
oluncaya kadar karistirilmistir. Besi yeri 15 dakika 121°C’de otoklavlanmustir.

1M Tris-HCI (250 ml): 30,27 g Tris tartild1, 200 ml distile su ile ¢6zdiiriildii. HCI ile pH
7,5 degerine ayarlandi ve dH20 su ile hacim 250 L tamamlandi. Soliisyon 15 dakika
121°C’de otoklavlanmustir.

0.5M EDTA (250 ml): EDTA.2Na.2H>0 ‘den 46.5 g tartildi ve 150 ml distile su ile
¢oOzdiiriildii. NaOH ile pH’s1 8 degerine ayarlandi ve dH20 ile hacim 250 ml ayarlandi.

TAE tamponu (50X): Hassas terazide 242 g Tris tartildi. 57.1 ml Asetik Asit ve 100 ml
0.5M ETDA (pH:8) eklendi. dH.0 ile 1 L tamamland1 ve soliisyon homojen oluncaya
kadar karistirildi.

TAE tamponu (1X): 20 ml 50X TAE stok ¢ozeltisinden alinarak 980 ml distile su 1L
tamamlandi.

-XPO4 (10 mM): 5-bromo-4-kloro-3-indolil fosfataz ‘dan 0.033704 g tartilarak dH2O ile
son hacim 10 ml olacak sekilde tamamlandi ve soliisyon homojen oluncaya kadar
karisgtirildi.

-XSO4 (10 mM): 5-bromo-4-kloro-3-indolil siilfataz’ dan 0.01823 g tartilarak {izerine
Tris CI’ den (0,1M pH: 7,5) 500 ul eklenmistir. Daha sonra dH20 ile hacim 5 ml olacak
sekilde tamamland1 ve soliisyon homojen oluncaya kadar karistirildi.

Primerler (100 nM): Oncelikle primerler iiretici firmanim direktiflerine uyularak DNase
RNase-free su kullanilarak 100 uM’a sulandirildi. Daha sonra 30 dk buz iizerinde inkiibe
edildi ve vortekslendi. Forward (F) ve Revers (R) primerden 10 uM (100 uM’lik ana stok
¢ozeltisinden 10 pl almip tizerine 90 ul DNase RNase-free su eklendi) ara stok
olusturuldu ve bu ara stoktan kullanildi.

Agaroz jel hazirlama: PZR islemi yapildiktan sonra olusan PZR f{iriinleri asagidaki
aciklamalara gore yiiriitiilmistiir. Jel tabakasina kuyucuklarin olusmasi i¢in jel taragi
yerlestirildi. 250 ml ‘lik erlenmayere 1 g agaroz, 100 ml 1 X TAE tamponu i¢ine eklendi
ve mikrodalga firinda hafif hafif isitilarak ve karistirilarak agarozun tamamen ¢oziinmesi
sagland1 ve boylece %]1’°lik agaroz jel hazirlanmis oldu. Agaroz, tampon iginde
cozlindiikten sonra yaklagik 50 °C sicakliga diistiiglinde 2 pl etidyum bromiir ilave edildi
ve karistirildi elde edilen bu homojen karisim jel tabakasina ddkiilerek polimerlesmesi
beklendi. Jel polimerlesmesi tamamen gerceklestikten sonra taragi olusan kuyucuklara
zarar vermeyecek sekilde ortamdan dikkatlice uzaklastirildi ve jel elektroforez tankina
yerlestirildi. 1X TAE tamponu jelin {izerini tamamen ortlinceye kadar tanka aktarildi.
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3.2. Kiiltiir Ortamlar1 ve Hazirlamsi

Bu tez ¢alismasinda kiiltiir ortam1 olarak Tris Asetat Fosfat (TAP) besi yeri kati
ve sivi formlari, stilfat icermeyen TAP, fosfat icermeyen TAP, TAP paromomisin Kati
besi yerleri ve Azot igermeyen SEM-N siv1 besi yeri kullanilmistir.

TAP siv1 besi yerinin hazirlanisi: Cizelge 3.3 verilen TAP besi yeri 1L’lik
otoklavlanabilir cam siselerde hazirlanmistir. Besi yeri hazirlanmasinda her kimyasal ayr1
ayr1 tartim kab1 kullanilarak hassas terazide tartilmigtir. 1 L’ lik meziire 500 ml distile su
eklendi. Ayrica kullanilan kimyasallar etkilesime girmeyecek ve c¢okelmeye neden
olmayacak sekilde gruplandirilip siralandiktan sonra meziirden 1L’lik otoklavlanabilir
siseye bosaltilarak soliisyon iyice karistirilmistir. Distile su ile 1 L’ye tamamlandi ve besi
yeri 15 dakika 121°C’de otoklavlanmistir. Otoklav iglemi bittikten sonra ve besi yeri oda
sicakliginda muhafaza edilmistir.

TAP kat1 besi yerinin hazirlanisi: TAP besi yerinin iki agar konsantrasyonu
kullanilmistir (%1,5 agar ve %4 agar). Cizelge 3.3 verilen TAP besi yeri otoklavlanabilir
1L’lik cam siselerde hazirlanmistir. Besi yeri hazirlanmasinda her kimyasal i¢in ayri
tartim kabi kullanilarak hassas terazide tartilmistir. 1 L’lik meziire 500 ml dH20 eklendi.
Kimyasallar etkilesime girmeyecek ve c¢okelmeye neden olmayacak sekilde
gruplandirilip siralandiktan sonra meziirdeki soliisyon 1L’lik otoklavlanabilir siseye
bosaltilarak iyice karistirilmistir. dH20 ile 1 L’ye tamamlanmistir. Gerekli agar miktari
eklenerek siseye besi yeri 15 dakika 121 °C’de otoklavlanmistir. Yaklasik 50 °C” olduktan
sonra steril kabinde petri kaplarina dokiilmistiir. Oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.2. TAP kat1 ve s1vi formlarinin igerigi (1L igin)

Bilesen ada Miktar
1M Tris base (e.g.Trizma) 2.429
Fosfat tamponu 11 1.0ml
Soliisyon A 10.0 ml
Hutner's trace element 1.0 ml
Glacial asetik asit 1.0 ml

Azot igermeyen SEM s1v1 besi yerinin hazirlanisi: Cizelge 3.4 verilen SEM besi
yeri 1L’lik otoklavlanabilir cam siselerde hazirlanmistir. Besi yerinde kullanilan her
kimyasal i¢in ayri1 tartim kabi kullanilarak hassas terazide tartilmistir. Ayrica 1 L’lik
meziire 500 ml dH20 eklendi. Kullanilan kimyasallar etkilesime neden olmayacak ve
¢okelmeye olusmayacak sekilde gruplandirilip siralandiktan sonra meziire eklenerek 1
L’lik siseye bosaltilarak homojen olacak sekilde karistirilmistir. dH2O ile 1 L’ye
tamamlanmistir. Besi yeri 15 dakika 121°C’de otoklavlanmistir ve oda sicakliginda
muhafaza edilmistir.
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Cizelge 3.3. Azot igermeyen SEM besi yerinin sivi formunun igerigi (1L igin)

Bilesen ad1 Miktar
N-free Beijerinck’s 50 ml
Minimal i¢in fosfat 75 ml
Hutner’s trace 1ml

Fosfat icermeyen kati besi yerinin hazirlanisi: fosfat icermeyen TAP besi yerinin
%1,5 agar konsantrasyonu kullanilmistir. Cizelge 3.4 verilen fosfat igermeyen TAP besi
yeri 1L’lik otoklavlanabilir cam sise de hazirlanmistir. Besi yeri igerisinde yer alan her
kimyasal i¢in farkli tartim kabi kullanilarak hassas terazide tartilmistir. 1 L’lik meziire
500 ml dH20 eklendi ve kimyasallar etkilesime girmeyecek ve g¢okelmeye neden
olmayacak sekilde meziire eklendikten sonra 1L’lik otoklavlanabilir siseye aktarilmistir.
Ayrica karisim homojen oluncaya kadar karistirilmigtir. dH20 ile 1 L’ye tamamlanmustir.
Gerekli agaroz miktar1 eklenerek ve besi yeri 15 dakika 121 °C’de otoklavlanmigtir. Besi
yeri yaklasik 50 °C olduktan sonra steril kabinde petri kaplarina dokiilmiistiir. Besi yeri
oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.4. Fosfat icermeyen TAP besi yerinin kat1 formunun igerigi (1L igin)

Bilesen adi Miktar
Trizma 2.42¢9
KCI Soliisyonu 1ml
Fosfat tamponu 11 1ml
Hutner’s trace element 1ml
Asetik Asit 1ml
Agaroz 15¢

TAP siilfat igermeyen kati1 besi yerinin hazirlanisi: besi yerinin %1,5 agar
konsantrasyonu kullanilmistir. 1L°lik otoklavlanabilir cam siseye Cizelge 3.5 verilen
TAP siilfat icermeyen besi yeri hazirlanmistir. Besi yeri i¢eriginde yer alan kimyasallarin
tartiminda ayr1 tartim kaplart kullanilmistir. 1 L’lik meziire 500 ml dH20 eklendi. Daha
sonra kullanilan kimyasallar etkilesimde bulunmayacak ve ¢okelmeye neden olmayacak
sekilde siralandiktan sonra meziire eklenerek meziirden de 1L’lik otoklavlanbilir siseye
aktarilmigtir. Sollisyon iyice karigtirilarak hacmi 1L olacak sekilde dH2O ile
tamamlanmistir. Gerekli agaroz miktar1 eklenerek, besi yeri 15 dakika 121 °C’de
otoklavlanmistir. Soguduktan sonra steril kabinde petri kaplarma dokiilmiis ve oda
sicakliginda muhafaza edilmistir.
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Cizelge 3.5. Siilfat igermeyen TAP besi yerinin kat1 formunun igerigi (1L igin)

Bilesen ada Miktar
Trizma 2.429
-S Beijerinck’s 50 ml
Fosfat tamponu 11 1ml

-S Trace element 1ml
Asetik Asit 1ml
Agoroz 15¢g

TAP antibiyotikli kat1 besi yerinin hazirlanisi: TAP antibiyotikli besi yerinde
%1,5 agar konsantrasyonu kullanilmistir. Cizelge 3.6 verilen TAP antibiyotikli besi yeri
otoklavlanabilir cam 1L’lik sise de hazirlanmigtir. Kullanilan kimyasallar farkli tartim
kab1 kullanilarak hassas terazide tartilmistir. 1L’lik mezire 500 ml dH20 eklendi.
Kimyasallar birbirleri ile reaksiyona girmeyecek sekilde siralandiktan sonra meziirden
1L’lik otoklavlanabilir cam siseye aktarildi. Besi yeri iyice karistirilmistir. Besi yerinin
son hacmi 1L olacak sekilde dH20 ile tamamlanmistir. Gerekli agar miktari eklendi
siseye ve 15 dakika 121 °C’de otoklavlanmigtir. Otoklavlanma islemi bittikten sonra 1sis1
yaklasik 50 °C olan besi yerinin igerisine steril kabinde 1 ml paromomisin eklendi. Daha
sonra soliisyon homojen oluncaya kadar karigtirildiktan sonra petri kaplaria
dokilmistir. +4 °C’de muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.6. TAP paromomisin kati besi yerinin igerigi (1L igin)

Bilesen ada Miktar
1M Tris base (e.g.Trizma) 242 g
Fosfat tamponu 11 1.0 mi
Soliisyon A 10.0 ml
Hutner's trace element 1.0 mi
Glacial acetic acid 1.0 mi
Agar 15¢
Paromomisin 1ml

3.3. Tek Klon Olusturma
TAP kat1 besi yerine (%]1,5) yayilan sec24b mutant susunun 10 giin 151k altinda

inokiilasyonu saglanmistir. Inokiilasyon islemi bittikten sonra, sec24b mutant susundan
16 tek klon alinarak ¢izgi ekim yontemine gore TAP besi yerine inkiibe edilmistir.
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Sekil 3.2. sec24b mutant susundan klon olusturulmasi
3.5. Paromomisin Direnc¢ Testi

TAP paromomisin besi yerine sec24b mutant susunun 16 tek klonu ve CC124
yabanil susu ve CC5325 ebeveyn susu ¢izgi ekim yontemine gore ekilmis ve 151k altinda
yedi giin inkiibasyonu saglanmistir. Inkiibasyon siiresi bittikten sonra suslarin
paromomisin tizerinde biiyliyebilmesi kontrol edilmistir.

3.6. Arilsiilfataz Enzim Aktivitesinin Kolorimetrik Tayini

Siilfat igermeyen TAP siilfat icermeyen besi yerine sec24b mutant susunun 16 tek
klonu ve CC5325 ebeveyn susu ve CC124 yabanil susu ¢izgi ekim yOntemine gore
ekilmistir ve 151k altinda yedi giin inkiibasyonu saglanmigtir. sec24b mutant sugsunun 16
tek klonu ve CC5325 ve CC124 suslarinin tizerinin her birine 10 pl 5-bromo-4-kloro-3-
indolil siilfat puskiirtiilerek siilfataz hidrolizi ile substrat mavi bir ¢okelti olusturur.
Olusan mavi renk arilsiifataz aktivitesinin (ARS) varhigin1 gosterdiginden dolay1 bu
Klonlar ARS (+) olarak degerlendirilmistir. Fenotipik testi ilk 30 dk, 60d k ve 24 saat
sonraki renk degisimleri incelenmistir

3.7. Alkelen Fosfataz Enzim Aktivitesinin Kolorimetrik Tayini

Siilfat icermeyen TAP besi yerine sec24b mutant susunun 16 tek klonu ve ebeveyn
susolan CC5325 ve CC124 yabanil susu ¢izgi ekim yontemine gore ekilmistir ve 151k
altinda yedi giin inokiilasyonu saglanmisti. sec24b mutant susunun 16 tek klonu ve
CC5325 ve CC124 suslarinin tizerinin her birine 10 ul substrat 5-bromo-4-kloro-3-indolil
fosfat puiskiirtiilerek alken hidrolizi ile substrat, mavi bir ¢okelti olusturur. Fenotipik testi
ilk 30 dk, 60 dk ve 24 saat sonraki renk degisimleri incelenmistir.
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Sekil 3.3. Alken fosfataz enzim kolorimetrik tayini

3.8. Hiicre Sayimi

Thoma tip hemositometre ile hiicrelerinin sayimi yapilmistir. Gelistirilmis tip

sayim kameras1 0,1 mm derinlikte ve 9 adet 1 mm?’lik kare alan1 bulunmaktadir. Thoma
lamimin merkezinde 16 biiyiik kare alanina ve her bir kare 25 kiiciik kare alanina
boliinmiistiir. Merkezdeki 16 biiylik karedeki hiicrelerin sayimmi yapilmistir. Saymm
lamlar1, 6rnek doldurulmadan 6nce %70 etil alkol ile iyice temizlenmis ve kurutulmus,
daha sonra, orneklerin sayimi yapilarak, gerekli hesaplamalarla hiicre sayisi tespit
edilmigtir. Hesaplama sekli; her bir kiiltirden alinan iicer 6rnek sayilarak bulunan
degerlerin aritmetik ortalamast ile seyreltme faktorii ve 10* carpma islemi yapilmasr ile
bulunan deger ortalama hiicre sayisini vermektedir. Bulunan deger 10° ¢evrilerek
ortalama hiicre say1s1 tespit edilmistir.

3.9. Genomik DNA izolasyonu

DNA izolasyonu, GeneJET Plant Genomic DNA Purification Mini kiti (Thermo

Scientific) prosediiriinde belirtilen kosullara uyularak reaksiyon gergeklestirilmistir.
Asagida belirtilen maddelere uyularak genomik DNA elde edilmistir. Bu maddeler;

>

vV ¥V VYV V V¥V

Laminar flow icerisinde Ornek sayis1 kadar steril 1.5 ml santrifiij tiiplerine 350 pl
LysisA eklenildi. Daha sonra 6rnekler 1.5 ml santrifiij tiiplerine eklendi ve 20 sn
vortekslendi.

Steril 1.5 ml santrifiij tliplerine igerisindeki karisimin {izerine 50 pl Lysis Buffer
B’den ve 20 pl RNase A’dan eklenildi ve 2 sn vortekslendi.

1.5 ml santrifiij tiiplerine icerisindeki karisimi 65 °C su banyosunda ve 5 dk ara ile
karistirtlip toplam 10 dk inkiibasyona birakildi.

1.5 ml santrifiij tliplerine igerisindeki karisimin iizerine 130 pl ¢oktiirme soliisyonu
eklendi ve 1-2 dk karigirildi.5 dk buzun tizerinde inkiibasyona birakildi.

Tiipler 5 dakika 14000 rpm santrifiijlendi.

Santrifiij yapildiktan sonra siipernant yeni steril bir 1.5 ml santrifijj tiipline yaklasik
550 ul alinarak aktarildu.

Orneklerin iizerine 400 pl baglanma soliisyonu eklendi ve daha sonra %96 ethanol
eklendi ve karistirildi.

Bu karigsimin hepsi 2 ml’lik kitin kendi spin kolonu igerisine transfer edildi.
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» Kolonlar 8000 rpm’de 1 dk santriflij edildi. Kolonlarin iizerine 500 pl yikama

tamponu I (Etanol eklenmis) soliisyonu eklendi ve 10.000 rpm’de 1 dk santrifiij
edilerek yikama yapildi

Spin kolonu 1.5 ml santrifijj tiipiine yerlestirildi. Uzerine 500 pl yitkama tamponu 2
(Etanol eklenmis) soliisyonu eklendi ve 3 dk 14.000 rpm’de santrifiij edilerek yikama
islemi gerceklestirildi.

DNA’nin eldesi asamasinda; Alttaki tiip atild1 kolon temiz 1,5 ml’lik mikrosantrifiij
tiipiine yerlestirildi 60 pl elusyon tamponu konarak 5 dk oda sicakliginda bekletildi
ve ardindan 10000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij islemi bittikten sonra
tiipler buzun tizerine birakildi. Ayni islem 2. defa tekrarlanarak farkli bir tiipte 30 pl
elusyon tamponu eklendi ve 5 dk oda sicakliginda bekletildi ve ardindan 10000

rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi.

3.10. DNA Orneklerinin Kalitatif Tayini

Hazirlanan %1°lik agaroz jel, i¢i 1X TAE tamponuyla doldurulmus olan tanka
yerlestirildi. 3 ul DNA ¢ozeltilerinin tizerine 2 pl yiikkleme tamponu eklendi. Bu DNA
karigimi 5 pl olarak jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Son kuyucuga referans olarak 3 ul (1/5
seyretilmis sekli) 1kb DNA ladderin tizerine 2 pl yiikleme tamponu eklenerek 5 pl
yiiklendi. Ornek bantlar1 belirgin sekle ulasana kadar 150V da yiiriitiildii.

3.11. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve Revers Transkriptaz (RT-PZR)
Kullanilan Primerler

Bu tez ¢aligmasinda kullanilan primer ¢iftleri ve elde edilen iiriin boyutlar1 Cizelge

3.7° de gosterilmektedir.

Cizelge 3.7. PZR ve RT PZR’da kullanilan primerler

Gen Primer Baz Dizilimi Amplikon | Kullanim
Adi Uzunlugu | Amaci
SEC24B- | CTGTAGAAGTGCACGGCG 155bp RT- PZR
SEC24B E7-R
SEC24B- | GTGTTCCTCATCGACGTCAG
E6-F 1070bp PZR
23A-E10 | GCCTACTTCTACGTGGTGGT
QSEC23A | -F RT- PZR
23A-3utr | TCAAACACTCCGCTACCCAT | 796bp
-R
SP2-9E- | TCCATACGCTATCCCAAAGC
24B-R
SEC24B SP1-Int6- | CCAGGTAGCTGAGCTTGTCC 1597bp PZR
24B F
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Cizelge 3.7°nin devami

qCBLPR1 | CCCACCAGGTTGTTCTTCAG
CBLP 154bp RT-PZR
qCBLPF1 | CTTCTCGCCCATGACCAC

SP2-Up- | GCTGCCTCCCTCTCTCTCTT
SEC24A | 24AR 1453bp | PZR
SP1- Int20- | GCTGCCTCCCTCTCTCTCTT
24A-F

SRS R

HEH T H .

I : Ekzon 1: SP124BF Primeri
5 UTR-3' UTR 2: SP124BR Primeri
— (tron 3: SEC24B-E7R Primeri

4: SEC24B-E6F Primeri

v: CIB1 (insersiyon kaseti)

Sekil 3.4. SEC24B geninin kopyalanmasinda kullanilan primerlerinin gosterimi

3.12. PZR

DNA’nin amplifikasyonu gergeklestirmek i¢in polimeraz zincir reaksiyonu
asagidaki sekilde yapilmistir. PZR reaksiyonuigin iki farkli kit kullanilmistir. Her 6rnek
say1st kadar PZR karigimi1 (QIAGEN -Kat. No /201223, AMPLIQON- Kat.No/A331703)
asagidaki Cizelge 3.8 ve Cizelge 3. 9’ da gosterildigi sekilde hazirlanmistir. Hazirlanilan
bu karisim 6rnek sayis1 kadar PZR tiiplerine 11.5 pl olacak sekilde dagitilmistir ve her
bir 6rnegin DNA’ s1 ayr1 PZR tiiplerine 1 pl olarak eklenmistir. PZR kosullar1 Cizelge
3.11 ’de belirtilen degerlerde ayarlanmistir.

Cizelge 3.8. PZR bilesenleri (QIAGEN)

Bilesenler Miktar
Q solution (5X) 25l
Buffer (10X) 1.25 ul
dNTPs (10mM) 0.25 ul
Taq (2.5) 0.05 ul
Left Primer (10uM) 1.25 pl
Right Primer (10uM) 1.25 pl
DNA 1pul
H20 4,95 ul
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Cizelge 3.9. PZR bilesenleri (AMPLIQON)

Bilesenler Miktar
2x Master mix 25 ul
Left Primer (10uM) 1ul
Right Primer (10uM) 1pl
DNA 1ul
H20 2 ul
Toplam 10,5 pul

Cizelge 3.10. SP1-Int6-24B F ve SP2-9E-24B-R primerleri ile yapilan PZR analizi

protokolii

Sicakhk (TM) Siire Dongii Sayisi
95°C 5dk 1
95°C 30s 39
55°C 1.45s 39
72 °C 1dk 50 s 39
72°C 10 dk 1
4°C 0

Cizelge 3.11. SP2-Up-24A-R ve SP1- Int20-24A-F primerleri ile yapilan PZR analizi

protokolil

Sicakhik (TM)  Siire Dongii Sayisi
95°C 5dk 1
95°C 30s 39
58°C 45s 39
72°C 1dk 50 s 39
72°C 10 dk 1
4°C 0
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Cizelge 3.12. SEC24B-E6-F ve SEC24B-E7-R primerleri ile yapilan PZR analizi

protokolii

Sicaklik (TM) Siire Dongii Sayis1
95°C 5dk 1
95°C 30s 39
57°C 40s 39

72 °C 1dk 10s 39
72°C 10 dk 1
4°C o0

3.13. RNA izolasyonu

®
C. reinhardtii suslarindan RNA izolasyonu NucleoSpin RNA Plant Kkiti

prosediirii modifiye edilerek yapilmistir. Asagida belirtilen reaksiyon yapilarak RNA elde
edilmistir. Bu maddeler;

>

YV VvV ¥V ¥V VYV

Ornek sayis1 kadar steril 1.5 ml mikro santrifiij tiiplerine 350 pl RAI tamponu ve
3.5 pl B-merkaptoethanol eklendi. Daha sonra steril kabinde hiicreler eklendi ve
20 s vortekslendi.

Hiicreler bu karigimin igerisinde ii¢ giin -20 °C muhafaza edildi.

Karisim buzun {izerinde ¢oziildiikten sonra vorteks yapildi ve 21 G enjektorde
karisim 15 kez ¢ekilip birakilmastir.

Steril mikro santrifiij icindeki karisim kitin igerisindeki filtreli kolon tiipline
transfer edildi. Tipler 1dk 11,000 g santrifiij edildi.

Santrifiijden c¢ikarilan tiiplerin pelet kismma dokunulmadan {ist sivi kismui
(slipernatant) alinarak yeni 1.5 ml mikro santrifiij tiiplere transfer edildi.
Santrifiij tiiplerin iizerine %70’lik 350 pl ethanol eklendi ve pipetaj yapildi.
Karisim mavi kolonlu tiiplere transfer edildi. Tiipler 30 s 11,000 g’de
santrifiijlendi.

Santrifiij 1slemi bittikten sonra filtreli kolonlar alinarak yeni toplama tiipiiniin
tizerine transfer edildi. Filtreli kolonlu tiiplerin {lizerine 350 ul MDB tamponu
eklendi. Tipler 1dk 11,000 g santrifiij edildi.

Santrifiij islemi bittikten sonra kolonlu tiiplerin tam merkezine 95 pl DNase (10
pul rDNase tizerine 90 pl reaksiyon tamponu rDNase eklenerek karistirildi)
eklendi. 25 °C 15 dk inkiibasyona birakildi.

Kolonlu tiiplerin iizerine 200 pl RAW2 tamponu eklendi ve 30 s 11,000 g’de
santrifiijlendi.

Santrifiij i1slemi bittikten sonra filtreli kolonlar alinarak yeni toplama tiipiiniin
tizerine transfer edildi. Kolonlarin lizerine 600 ul RA3 tamponu eklendi ve 30 s
11,000 g’de santrifiijlendi.
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» Santrifiij islemi bittikten sonra kolon kaldirilarak toplama tiipiiniin i¢erisindeki
s1v1 bosatildi. Filtreli kolonlar tekrardan toplama tiipiiniin iizerine transfer edildi.

» Kolonlu tiiplin tizerine 250 ul RA3 tamponu eklendi ve 2 dk 11,000 g’de
santrifiijlendi.

» Santrifiij islemi bittikten sonra filtreli kolonlar alinarak niikleazlar igermeyen
tiiplere transfer edildi. Kolonlu tiipiin ilizerine 50 pl RNase igermeyen sudan
eklendi.

» Tiipiin igerisindeki siv1 tekrar kolonun tizerinden birakild: (R elusyon) ve 1 dk
11,00g’ de santrifiijlendi. Santrifiij islemi bittikten sonra kolonlar tiiplerin
tizerinden alinarak tiipleri kapaklar1 kapatildi. RNA muhafaza edilmek amaciyla
-80 °C’ye kaldirildi. RNA’larin kantitatif analizi ise NanoDrop kullanilarak
yapildi.

3.14. RNA Orneklerinin Miktariin Belirlenmesi

Izole edilen RNA’larn miktarlarinin belirlenmesi amaciyla spektrofotometrik
dlciim yapmak icin NanoDrop cihazi kullanilarak yapildi. Tlk 6nce cihaz 1 ul bidistile su
ile temizlendi. Daha sonrasinda RNA’nin ¢dziilmiis oldugu RNase icermeyen sudan 1pl
aliarak olgiim degeri sifirlandi. izole edilen RNA’dan 1 pl alinarak 230, 260 ve 280nm
dalga boyunda 6l¢iim yapildu.

3.15. RNA Orneklerinin Kalitatif Tayini

Hazirlanan %1°lik agaroz jel, i¢cin 1X TAE tamponuyla doldurulmus olan tanka
yerlestirildi. 4 ul RNA ¢ozeltilerinin tizerine 2 pl yiikleme tamponu eklendi. Bu RNA
karisimi 6 ul olarak jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Son kuyucuga referans olarak 3 ul (1/5
seyretilmis sekli) 1kb DNA laderinin iizerine 2 pl yikleme tamponu eklenerek 5 pl
yiiklendi. Ornekler tamamen agilana kadar 100V°da yiiriitiildii.

3.16. cDNA Sentezi

Total RNA’ lardan cDNA sentezi i¢in SuperScript™ III Reverse Transcriptase
(Invitrogen Kat. No: 18080-093) kiti kullanilmigtir. Asagida belirtilen maddelerdeki
reaksiyon yapilarak cDNA sentezi yapilmistir. Bu maddeler;

» Niikleaz icermeyen 1.5 ml mikro santrifiij tiiplerine 1 pl (50uM) Oligo (dT)20
eklendi ve tizerine 1 pl (10 mM) dNTPs Mix eklenmistir. Toplam hacim 13 pl
tamamlayacak sekilde ddH-.O eklenmistir.

> Mikro santrifiij tiipler 15 dk 65 °C PZR’ da inkiibe edilmistir. Inkiibe edildikten
sonra 1 dk buzun iizerinde bekletilmistir.

» Santrifiij islemi bittikten sonra tiiplerin igerisine 4 ul (5x) First Strand tamponu,
1 ul (0,1 M) DTT, 1 ul Super Script Il RT (200 unit/ 1 pl) eklenmistir.
Eklendikten sona tiipler yavas bir sekilde alt iist edilmistir.

» Tiipler 60 dk 50 °C PZR’ da inkiibe edilmistir. Karisim 15 dk 70 °C 1sitilarak
reaksiyon durdurulmustur. Elde edilen cDNA -80 °C muhafaza edilmistir.
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3.17. Ters Transkriptaz PZR (RT- PZR)

Her 6rnek sayis1 kadar RT PZR karisimi asagidaki Cizelge 3.12° de gosterildigi
sekilde hazirlanilmistir. Hazirlanilan karisim 6rnek sayisi kadar PZR tiiplerine 10.5 pl
olacak sekilde dagitilmistir ve her bir 6rnegin cDNA’ s1 ayr1 PZR tiiplerine 2 pl template
olarak eklenmistir. RT PZR kosullar1 Cizelge 3.14° de belirtilen degerlerde ayarlanmaistir.

Cizelge 3.13. RT PZR bilesenleri

Bilesenler Miktar
Q solution (5X) 2.5 ul
Buffer (10X) 1.25 pul
dNTPs (10mM) 0.25 ul
Tag (2.5) 0.05 pul
Left Primer (10uM) 1.25 pl
Right Primer (10uM) 1.25 pl
cDNA 2 ul
H20 3.95 ul
Toplam 12,5 pl

Cizelge 3.14. q-CBLP-F1/ g-CBLP-R1 primerleri ile uygulanan kontrol RT-PCR
protokolii;

Sicakhik (TM) Siire Dongii Sayisi
95°C 5dk 1
95°C 30s 34
52°C 40s 34
72°C 20s 34
72°C 10 dk 1
4°C 0
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Cizelge 3.15. SEC24B-E6-F ve SEC24B-E7-R primerleri ile yapilan RT-PZR analizi
protokolii;

Sicaklik (TM)  Siire Dongii Sayis1
95°C 5dk 1
95°C 30s 34
57°C 40s 34

72 °C 20s 34

72 °C 10 dk 1
4°C o0

Cizelge 3.16. 23A-E10-F ve 23A-3utr-R primerleri ile yapilan RT-PZR analizi protokolii;

Sicakhik (TM) Siire Dongii Sayis1
95°C 5dk 1
95°C 30s 34
57°C 40s 34
72 °C 20s 34
72°C 10 dk 1
4°C o0

3.18. PZR ve RT PZR Uriinlerinin Agoroz Jelde Yiiriitiilmesi

Hazirlanan %1°lik agaroj jel, i¢ci 1X TAE tamponuyla doldurulmus olan tanka
yerlestirildi. PZR veya RT PZR {irlinlerinden 4 pl alinarak jeldeki kuyucuklara yiiklendi.
Referans olarak son kuyucuga 3 ul (1/5 seyretilmis sekli) 1kb DNA Laderin tizerine 2 ul
yiikleme tamponu eklenerek 5 ul yiiklendi. Ornekler tamamen agilana kadar 150V°da
yiriitildi.

3.19. Zigot Olusumu

C. reinhardttii sec24b mutant susu ve CC5325 ebeveyn susu, CC124 ve CC125
yabanil suslar1 2 ml TAP siv1 besi yeri igerisinde 1 saat bekletildikten sonra hiicrelerden
200 pl alinarak %1,5 TAP kat1 besi yerine aktarilip petri iginde yayilmistir. C. reinhardttii

hiicreleri 151k varliginda 7 giin inkiibe edilmistir. Daha sonra hiicreler 2 ml azot igermeyen
TAP sivi besi yerine 17 saat 1s1kl1 ortamda inkiibasyona birakilmistir. Hiicreler sec24b
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mutant susu, CC5325ebeveyn susu ve CC124 yabanil tip MT (ciftlesme tipi eksi) dir ve
bu susglar MT™ (giftlesme tipi art1) olan CC125 susu ile ¢aprazlandi ve 151tk mikroskobu
altinda zigot olusum asamalar1 incelendi. Daha sonra CC124xCC125, CC5325xCC125
ve sec24b mutant susu XCC125 zigot peletleri 150 pl alinarak %4 TAP besi yerine inkiibe
ve 24 saat 151kl ortamda inkiibasyona birakildi. Daha sonra ise 7 giin 151k icermeyen
ortamda bekletildi. 7 giin sonra zigotlar 151k igeren bir ortamda mayoz boliinmeye gitmesi
icin tutuldu. Mayoz boliinme sonucu olusan tetradlar zigostereoscop altinda ince cam
aparatla ayristirildi. Olusan tetradlar 10 giin biiyiitiildiikten sonra yeni tabaklara aktarildi.

Sekil 3.5. C. reinhardtii suslarinin TAP azot icermeyen sivi besi ortamina alinmasi
3.20. Tetrad Analizleri

Tetradlar gogaltilmak maksadi ile yeni tabaklara yayildi. Daha sonra projeni
dayanikliliklari test edilmesi amaciyla paromomisin besi yerine inkiibe edildi.
Paromomisinli besi yerinde 7 giin inkiibasyona birakildi.  Paromomosin testi
belirlendikten sonra tetrad projenilerinden genomik DNA izolasyonu yapildi. DNA’lar
PZR yontemiyle kopyalandi. Daha sonra projenilerin esey tipinin belirlenmesi amaciyla
projeniler 1 ml azot igermeyen TAP siv1 besi yeri i¢eren cam tiiplere CC124 (MT) ve
CC125 (MT™) yabanil tip suslar ise 7 ml azot igermeyen TAP s1v1 besi yeri igeren cam
tiiplere 15 saat 1g1k altinda inkiibasyona birakilmistirlar. Her bir projeni hem CC124 (mt)
hem de CC125 (MT™) yabanul tip suslar ile ¢aprazlanmak maksadiyla 500 pul alinarak ayri
cam tiiplere birakildi. Her bir iki farkli tiipte bulunan projenilerin {izerine 500 ul CC124
susundan ve 500 pul CC125 susundan eklenerek ayri olarak ¢aprazlandi. Ayrica 500 ul
CC124 susu alinarak ve 500 pl CC125 susundan caprazlamak icin birbirleriyle
karistirilmistir. Daha sonra suslar 17 saat 1s1kl1 ortama birakildi.

3.21. Biyoinformatik Analizlerini Gergeklestirilmesi
SEC24B proteininin hiicre i¢i olas1 yerinin belirlenmesi i¢in TargetP, Predalgo veri

tabanlart kullanilmistir. Ayrica SEC24 proteinlerinin sahip olduklari olast domain
bolgelerini belirlemek amaci ile Pfam veri tabani, SEC24B proteininin olasi ii¢ boyutlu
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yapisini belirlemek i¢in ise Phre2 veri tabani kullanilmistir. SEC24B proteininin diger
organizmalardaki benzerligini yiizde olarak belirlemek amaci ile Clustal Omega
biyoinformatik programi kullanilmistir. Biyoinformatik veri tabanlarina yiliklenen SEC24
proteinlerin dizilerinin alindig1 kaynak ve erisim numaralart Cizelge 3.17° de
gosterilmistir.

Cizelge 3.17. Biyoinformatik ¢alismalarda kullanilan proteinlerin erisim numaralari; Cr:
Chlamydomonas reinhardtii; Vc: Volvox carteri; At: Arabidopsis thaliana; Mm: Mus
musculus; Hs: Homo sapiens; Sc: Saccharomyces cerevisiae

Protein Ad1 Erisim Numarasi Kaynak
CrSEC24B Cre01.9g035850.11.2 Phytozome
CrSEC24A Cre02.9091150.11.1 Phytozome
AtSEC24A OAPQ270.1 NCBI
AtSEC24B (CEF) NP_5689.1 NCBI
HSSEC24A 095486.2 NCBI
HsSEC24B AAI43269.1 NCBI
HsSSEC24C NP_004913 NCBI
HsSSEC24D NP_055637.2 NCBI
ScSec24p NP_012157 NCBI
ScLstlp NP_011966.1 NCBI
Sclsslp NP_014349 NCBI
MmSEC24A Q3U2P1.1 NCBI
MmSEC24B NP_997092.1 NCBI
MmSEC24C AAH40370.1 NCBI
MmSEC24D NP_081411.2 NCBI
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3.21.1. C. reinhardtii"de SEC24B proteininin tahmini homoloji modelinin
belirlenmesi

Phyre2 (Protein Homology/analogy Recognition Engine V 2.0) veri tabani,
protein dizilerini kullanarak, yiiklenen dizeye sahip proteinlerin 3 boyutlu modellerinin
belirlenmesini saglamaktadir. Bu veri taban1 web {izerinde bulunan bir biyonformatik
programidir (Kelley vd. 2015). Bu programi kullanarak SEC24B protein dizilimi
Phytozome veri tabaninindan alinip Phyre2 veri tabanina yiiklenmistir.

3.21.2. C. reinhardtii’nin SEC24B proteinin olas1 hiicre i¢ci lokalizasyonun
belirlenmesi

Predalgo ve TargetP biyoinformatik programlari kullanilarak SEC24B protein
dizilimi Phytozome veri tabanmnindan alinip bu programlarin veri tabanina fasta
formatinda ytiklenmistir.

3.21.3. SEC24 ortologlarimin tahmini domain bélgelerinin belirlenmesi

SEC24 ortologlarinin domain bdlgelerini belirlemek amaci ile Pfam veri tabani
kullanilmistir. Pfam, protein dizisi ailelerinin bir veri tabanidir. Her Pfam ailesi, Hidden
Markov (Sakli Markov Modeli) modeli olarak bilinen istatistiksel bir modelle temsil
edilir (Punta vd. 2012)

3.19.4. C. reinhardtii’nin SEC24B proteininin diger organizmalardaki ortologlarina
benzerlik derecesinin belirlenmesi

Benzerlik derecesini belirlemek amaci ile Clustal Omega programi kullanilarak
yapilmistir. Bu programa Cizelge 1.1°de verilen erisim numaralarina sahip protein dizileri
ile C. reinhardtii SEC24B proteinin dizisi yiiklenerek yiizde benzerlikleri belirlenmeye
calisilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1.Biyonformatik Veri Tabanlarimin Tahmini Sonuclari

4.1.1. Protein dizilerinin hizalanmasi sonuclari

Proteinlerin dizi hizalamasinda belli bir pozisyondaki amino asitlerin benzerlik
derecesi, bu proteinler i¢in bu bolgenin veya dizi motifinin ne kadar korunmus oldugunu
(evrimsel olarak benzedigi) ve yapisal bir iliski bulundurdugunu belirtmektedir. C.
reinhardtii’"de SEC24B peptitinin diger organizmalardaki peptit dizileri ile benzer
bolgelerini tespit etmek amaciyla kullanilan Clustal Omega programinin sonuglari
Cizelge 4.1 diizenlenmistir.

Cizelge 4.1. C. reinhardtii’de SEC24B protein dizisinin bazi organizmalarda bulunan
ortologlarinin Clustal Omega ile hizalama sonuglar1 verilmistir; Vc:Volvox carteri;
At:Arabidopsis thaliana; Mm:Mus musculus; Hs:Homo sapiens;Sc:Saccharomyces

cerevisiae
Organizma Benzerlik Eslesen Ayni Eslesen Benzer Aminoasit
[Protein Aminoasit
(%)
VCSEC24 76.316 841 100
AtSec24B 38.534 295 447
AtSec24C 37.824 282 438
CrSEC24A 35.133 262 397
MmSEC24D 30.603 313 340
HsSEC24C 30.544 301 354
AtSec24A 30.125 316 338
MmSEC24C 29.769 306 348
HsSSEC24D 29.676 306 330
MmSEC24A 28.302 329 319
HSSEC24A 27.376 335 314
MmSEC24B 23.272 345 303
HsSEC24B 21.729 357 294
ScSec24p 20.936 295 237
ScLstlp 19.701 309 224
Sclsslp 18.966 278 220
CrSEC23B 12.851 235 174
CrSEC23A 12.36 230 143
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C.

reinhardti’deki SEC24B  (CrSEC24B) ve SEC24A (CrSEC24A)

homologlarinin  protein dizilerinin hizalanmas1 sonucunda benzerlik derecesi

%35.133’diir. Veri tabaninda verilen bu sonug C. reinhardtii’deki SEC24B ve SEC24A
proteinlerinin birbirlerinden yapisal veya islevsel olarak muhtemelen farkli olabilecegini
gostermektedir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. C. reinhardtii’de SEC24B ve SEC24A protein dizilerinin hizalanmasi; (*):
Eslesen aminoasit; (.): Korunmus aminoasit; (:): Yari korunmus aminoasit; Yesil:
Sec23/Sec24 zinc finger domain; Kirmizi: Sec23/Sec24 trunk domain;
Sec23/Sec24 bheta-sandwich domain; Sarr: Sec23/Sec24 helical domain; Mor: Gelsolin
repeat domain; FAP-FVP: SEC24 proteinini SEC23 proteinine baglandig1 diisliniilen

motif dizisi
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C. reinhardtii SEC24B proteinin ve Volvox carteri (V. carteri) Sec24 proteinin
hizalama sonucu Sekil 4.2°de gosterilmistir. C. reinhardtii’de SEC24B proteinin
hizalamadaki benzerlik derecesi %76 ile en ¢ok V. carteri Sec24 proteinidir. Prochnik vd.
(2010) yaptiklar1 galisma karsilastirmali genomik calismalar1 ile V. carteri ve C.
reinhardtii arasinda protein alani repertuarinda dnemli bir farklilik olmadigini ortaya
koymustur. C. reinhardtii’de ve V. carteri genomlarinin boyutu ve kodlanmis genlerin
sayis1 birbirine benzemektedir (sirastyla V. carteri ve C. reinhardtii’de 138 Mbp, 14.520
protein kodlayan gen ve 118 Mbp, 14.516 protein kodlayan lokus) ( Prochnik vd. 2010;
Merchant vd. 2007).
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Sekil 4.2. CrSEC24B ve VCSEC24 protein dizilerinin hizalanmasi; (*): Eslesen
aminoasit; (.): Korunmus aminoasit; (:): Yar1 korunmus aminoasit; Yesil: Sec23/Sec24
zinc finger; Kirmizi: Sec23/Sec24 trunk domain; Mavi: Sec23/Sec24 beta-sandwich
domain; Sari: Sec23/Sec24 helical domain; Mor: Gelsolin repeat domain FAP: SEC24
proteinini SEC23 proteinine baglandig1 diisliniilen motif dizisi
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C. reinhardtii SEC24B proteinin ve A. thaliana’daki Sec24B proteinin hizalama
sonucu Sekil 4.3’de gosterilmistir C. reinhardtii’de SEC24B proteinin diger bir model
organizma olan 4. thaliana'daki Sec24B proteini ile benzerlik derecesi %38.534 dir. Tek
hiicreli C. rehinhardtii, A. thaliana'ya kiyasla daha basit bir organizmay1 temsil etse de
C. rehinhardtii, 'nin genom boyutu yaklasik olarak A. thaliana ile aynidir (Gutman ve
Niyogi 2004). Tanaka vd. 2013’te yaptiklar1 ¢alismayla A4. thaliana’ daki Sec24B
proteininin polen ¢imlenmesi ile iligkili oldugunu bulmustur.

CrSECZ4E ————————] MYRPREPEAPPEGEMEE ——APGEFE—— —————————————— APPEFPGE————— 3=
ATSECZ4B MARPVPPGEAYRPNNNOONSGEPENEVEGSQEHNEN S LARNMONIN INRPPFPFMPGSGERPS 60
= .. . e mw L wm L o= iy
CrSECZ4AB ————— e PEGPPPF-GPEGFGAPPPPPGPGEGEFAPSM——————— 5s
ATSECZ4B FPPFGOSPOSFPOOOOCOPRPSPMARPGPEFPPARMARPGEPEOVSOPEGFEPPVEREVAPPS 120
=k kmA = ek e
CrSECZ4E —-PEPEGCAPLHNOAFCAMSIGEPPGRAPEPEGCMEPEGEMIGHMPEAPPS—— — —MOGEMEPPPE 111
ATSECZ4B HNOFPFGERESTGE-——-L-VGES-—ESSEECEGEFEASGEPGSVESGPESGAREISEGSEPEFM 175

e ok A PR A e - = em A EEE

CrSECZ4R GP-PEMEPPEPEPEGMPEPEFSEFPEMOAPLGEFEFSNAVELNMEPSWVSEFPSQHSGATMGEVEQOOH 170

ATSECZ4E CGPEMSMEPESEMEGEPLSHNGEPPSCEHMHGEHLSNGE—————————————————————— z10
e o T e e ok 3 L £ o e - L v
CrSECZ4B GHOOOOHGMPESENG—————— MMPEPEGEPESHMRFPEPEGMPEFPGAPYGRAPFEGEEP——— 221
ATSECZ4E --———FCPSGMPEGELSNGPEPEMMGEGAFPRESOFTSEPMMAP———PEFYGOPENAGEETE 263
——— W F— - - - L w
CrSECZ4BE --——-GMPPEPEPEGEFEPEGMPGGEPOPPGAY P PEMEPEPGPEGMEPPFGHEEEFRGERGH 277
ATSECZ4R NSPLSSEPAHSIOPOTHFEGVERYGRECHMEGEFDYEADPOOLESAPGSTEGS —————— I¥eH 317
. R . * e ow R R ek kR ok %k kR = m Eme o
CrSECZ4E PPEPCCOOREACGOASCACADGSSRIDPSCOIPREVAQPASSEMLVEDTRIAGCSHNLEPARSS 337
ATSECZ4E ——————— GUMQNQaETSDSbij DLNCIPRPE———SS5SSPIVYETRVENEARNEPEETTV 367

R ok R ok R P e o T de e
CrSECZ4F REVVRDRGSCSPRY LREOATILNHVEPHSPELLGHNAMDMELATWVWSPLATLFDEPSGDDEIQIVDWIE 397
LTSECZ4E DY ITRDTGHNSSPRYMRCT INQ_ ?C'IVDLL::'I bGI‘IQL_ﬂ_L IVOoOPMAT.SHESEEPIOWVWDEGE 427

P R m mkEm s R moamk  w oz ok ook | =

CrSECzZ4B FCHLSPDEGEREDADERFEL 457
LTLSECZ4B OCHMLGPDERERDADEREPEL 487

*k-ﬂrk-ﬂrk_k W ok om ok om Lt e m otk v ek e ke e ko ok ok e e

CrESECzZ4P CRETVEYLLASEEYWEREE 517
LOLTSECZ4B CRGIVDEVATEEYMVE 547

R R e L3 ek mak sk e ok ook on

CrSECZ4B 577
ATSECZ4B &07

[ -

CrSECZ49B 632
LTSECZ4B =1

T=z =z =, . mmor oz oo s A or wm oz ma akmor m | kmae =
CrSECZ4B 692
ATSECZ4B F27
E— .= = mokamor oz T = e P
CrSECZ4B OO TEZ2
LTSECZ4B ?:"‘ T8&
ey ek om ke oo
CrSECZ4B HMISTWVERGADIL. E12
LTSECZ4B SHL FR‘:;LDT_ 2486
AR o o= T LRk

CrSECZ4P DAOTCATLGREVAVATOEOOPL.GARCREIWNSAL VAT LY AYRRYCASSSSAVOLILPEAT.FKI. £72
ATSECZ4B D::QFE_C.EZF"'E_HN_'IPS FAlLPIVEEOATHDCITILHSYREFCATVISTGOLILPERT.KI. 205

weowon Loz A = PR 2= .o P R L

Cr3ECZ4P LPLYALSLILEGACLEDNVEPDODRATWITOMSECLPCSRVEPLLYPFRELLPLGRMIAFALEDN 2932
ATSECZ4F LPLYILALTHKSWVSLERMDGRIDDRSEW IITH. SDLD'IPLHIPL‘J'YPRMIILV —]DLDENEN'E- =L 1)
L L R = = Sk mom ek | e - de ok m v v 2w L
CrSECZ4P CTAADGHITEFEGSLITILSSESLESGSVSLLENGYEATLYLDRAVPOOLLHDLLSVESYDELLE SSZ2
2-2ErIiE WWo - - BCPIPLOSEHLSDEGVYFLENGEDGLIYIGESVNSDILOKLENVRSARELSS .o
k_k* *__ L :*k*k :_::k:__:* _::x:_*:_x - e

CrSECZ24E QPAAVSLLERDSWPNELLLDLLTFVELORSSFMELEVARKGDEAESAFF-—AMLVEDRSTA 1051
ATSECZ4B _-1: I BERORSSYLRIFLCEEGED DAGNMI_ FG SYMVEDRGSE 1076

- 3 - ez oz =z=z e N R I T s pmeeme oz

CrSECZ49p GHSYIVEYLCOIHRLIOQNERMG 1071
ATSECZ4P SASYWDEFLWVSVHROIOHELIT 10246
ARk s owR xRk AR o R ow

Sekil 4.3. CrSEC24B ve AtSec24B protein dizililerinin hizalanmast; (*): Eslesen
aminoasit; (.): Korunmus aminoasit; (:): Yar1 korunmus aminoasit; Yesil: Sec23/Sec24
zinc finger; Kirmizi: Sec23/Sec24 trunk domain; Mavi: Sec23/Sec24 beta-sandwich
domain; Sarr: Sec23/Sec24 helical domain; Mor: Gelsolin repeat domain
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Bi vd. (2002) Saccharomyces cerevisiae’'de yaptiklari c¢alismayla Sec24p
(ScSec24p) proteinin Sec23p’e baglanma bolgesinin FLP motifi oldugunu gostermistir.
Bu bolge FXP seklinde diger organizmalarin Sec24 protein dizilerinde korunmugtur. C.
reinhardtii’deki bu baglanma bolgesini tespit etmek amaci ile CrSEC24B’nin ScSec24p
ile hizalanmasi yapilmistir ve bulunan baglanma bolgesi FAP motifidir Sekil 4.4’ te de
gosterilmektedir.
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Sekil 4.4. CrSEC24B ve ScSec24p protein dizililerinin hizalanmasi; (*): Eslesen
aminoasit; (.): Korunmus aminoasit; (:): Yar1 korunmus aminoasit; Yesil: Sec23/Sec24
zinc finger; Kirmizi: Sec23/Sec24 trunk domain; Mavi: Sec23/Sec24 beta-sandwich
domain; Sarr: Sec23/Sec24 helical domain; Mor: Gelsolin repeat domain; FAP-FLP:
SEC24 proteinini SEC23 proteinine baglandig: diisiintilen motif dizisi
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C.reinhardtii’de SEC24B (CrSEC24B) proteinin tahmini 3D konformasyon
yapist Homo Sapiens’ de SEC24D peptit dizilimi kullanilmistir ve hizalanmasi
yapildiginda benzerlik derecesi %29.676 olarak verilmistir. (Sekil 4.5). Elde edilen bu
bilgi  sayesinde benzerlik derecesi diisiikk olmasina ragmen 3D konformasyon yapisi
3eg9b proteininin kristal yapisi ile benzemektedir.
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Sekil 4.5. C. reinhardtii’de SEC24B ve Homo sapiens’ de SEC24D protein dizilerinin
hizalanmasi; (*): Eslesen aminoasit; (.): Korunmus aminoasit; (:): Yar1 korunmus
aminoasit; Yesil: Sec23/Sec24 zinc finger; Kirmazi: Sec23/Sec24 trunk domain; Mavi:
Sec23/Sec24 bheta-sandwich domain; Sarr: Sec23/Sec24 helical domain; Mor: Gelsolin
repeat domain; FAP-FVP: SEC24 proteininin SEC23 proteinine baglandigi diisiiniilen
motif dizisi
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4.1.2. C. reinhardtii’de SEC24B proteinin hiicre i¢i lokalizasyonu sonucu

Proteinin hiicre i¢i yerlesim yerinin belirlenmesi amaci ile Predalgo ve Target P
biyoinformatik veri tabanlar1 kullanilmistir. PredAlgo veri tabani ii¢ hiicresel bolme igin
(mitokondri, kloroplast ve salgi yolu) bir skor hesaplamaktadir. Bu ii¢ skor belirli bir
puanlamanin altinda oldugunda, protein "Diger" (O) kategorisine yerlestirilir. Sekil 4.6-
A’da gosterildigi gibi Predalgo veri tabaninin tahmini sonucuna gére SEC24B proteininin
ti¢ hiicresel bolgedeki puanlamasi diisiik oldugu icin diger kategorisine tahsis edilmistir.
Bu sonuglarla SEC24B proteinin hiicre i¢i lokalizasyonuna dair bir tahmin
yuriitiilememistir. Target P programinda ise mitokondriyel hedefleme peptiti ve sinyal
peptiti olmak tizere iki hiicresel bdlme i¢in skor hesaplanir. Sekil 4.6- B’de verilen Target
P veri tabanin tahmini sonucunda mitokondriyel hedefleme peptidi bulunamamaistir.
Sinyal peptid skoru da diisiik oldugundan dolay1 proteinin hiicre i¢i lokalizasyonu diger
kategorisine yerlestirilmistir. Kullanilan iki biyoinformatik veri tabani da SEC24B
proteinini hiicre i¢i lokalizasyonunu tahsis edememistir.

Al Name | Mscore | Cscore | SPscore | Taget | mTPlength | cTPlength | spTPlength

SECMB | 00009362 | 0.0013308 | 0000004 | O | J9ET9R2 | 74000287 | 99996391

CrSEC24B
Prediction: Other

Protein type Other Signal peptide Mitochendrial transfer peptide

Likelihood 0.9959 0.0041 0

Sekil 4.6. CrSEC24B proteininin hiicre igi yerinin olasi sonuglari; A) Predalgo
programinin tahmini sonucu; Mscore: mitokondri skor; Csore: kloroplast skor; SPscore:
salg1 yolu skor; O: Diger kategorisi; mTPlength: mitokondri transpeptiti; cTPlength:
Kloroplast transpeptiti; spPlength: salgi yolu transpeptiti; B) Target P programinin
tahmini sonucu

4.1.3. Protein homoloji modellemesi sonucu (U¢ boyutlu yapisi)

SEC24B protein dizi bilgisi Phyre2 veri tabanma verildiginde proteinin {i¢
boyutlu yapis1 ve bu bilgiyi igeren link ve pdb dosyasi e-posta olarak gonderilmektedir.
Bu sekilde elde edilen model JSmol programinda elde edilen 3D goriintiisii Sekil 1.1°de
gosterilmektedir. Modellenme yiizdesi %100 giiven diizeyinde ve veri tabanindaki
c3eg9b proteini (H. sapiens Sec24D) model olarak kullanilmistir. C3eg9b (H. sapiens
Sec24D) proteini ile %70 oraninda benzerlik gostermektedir. Tahmini bu modelle gore,
yapida siklikla a-heliks zincirlerinin oldugu belirlenirken (pembe ve mor renkli) az sayida
da f tabakal1 yapilarin (sar1 renkli) sayida da § tabakali yapilarin (sar1 renkli) bulundugu
Sekil 4.7-A’ da gosterilmektedir. Sekil 4.7 incelendiginde C. reinhardtii’'nin SEC24B
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proteininin tahmini 3D konformasyon goriintiisii ile c3eg9b proteinin kristal yapisi
arasinda belirgin farkliliklar bulunmadigi goriilmektedir.

Sekil 4.7. C. reinhardtii SEC24B proteinine ait tahmini 3D konformasyonu ve H.
sapiens’deki c3eg9b pdb kodlu (Sec24D) proteininin kristal yapisi; A: CrSEC24B
proteininin tahmini 3D konformasyonunun 6nden goriintiisii; B: ¢3eg9b proteininin
kristal yapisinin  O6nden gorlinlisii;, C: CrSEC24B proteininin tahmini 3D
konformasyonunun yandan (90° ¢evrilmis) goriintiisii; D: c3eg9b proteininin kristal
yapisinin yandan (90° cevrilmis) goriintiisii; E: CrSEC24B proteininin tahmini 3D
konformasyonun arkadan (180° ¢evrilmis) goriintiisii; F: c3eg9b proteininin Kristal
yapisinin arkadan (180° ¢evrilmis) goriintiisii

C. reinhardtii’de SEC24B proteininin tahmini 3D konformasyon yapisinda ve
€3eg9b proteinin 3D yapsinda bu proteinlerin SEC23 proteinine baglanma bolgeleri Sekil
4.8 ‘de gosterilmektedir. Bu sekil incelendiginde C. reinhardtii’de SEC24B proteinin
tizerinde bulunan SEC23 proteinine baglanma bdlgesi olan FAP (Fenilalanin-Alanin-
Prolin) motifinin ve c3eg9b proteininin iizerinde bulunan SEC23 proteinine baglanma
bolgesi olan FVP (Fenilalanin-Valin-Prolin) motif dizisinin bulundugu bolgeler
benzemektedir.
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Sekil 4.8. Saccharomyces cerevisiae’de Sec24p proteininin Sec23p baglandigi FVP motif
dizisinin C. reinhardtii’de SEC24B ve H. sapiens SEC24D tahmini yerinin 3D
konformasyonunda belirlenmesi; A-C: C. reinhardtii’de SEC24B proteininin iizerinde
bulunan ve SEC23’e baglandigi bilinen FAP (Fenilalanin-Alanin-Prolin) motif dizisi; B-
D: H. sapiens SEC24D proteininin iizerinde bulunan SEC23’e¢ baglandigi FVP
(Fenilalanin-Valin-Prolin) motif dizisi

4.1.4. SEC24 ortologlarinin tahmini domain bélgelerinin sonucu

Bir protein domaini, protein zincirinden bagimsiz olarak islev yapabilen,
geligebilen, istenilen etkilesimi saglayabilecek 6zgiil 3 boyutlu yapmin olusmasini
saglayan kiiclik polipeptidleri ifade eder. Domainler {i¢ boyutlu kompakt bir yapi
olusturur ve stabildirler. Molekiiler evrimin yapi taslar1 olarak domainler kullanilabilirler.
Ayrica domainler farkli fonksiyonlara sahip proteinler olusturmak icin farkli diizenleme
ile yeniden birlestirilebilirler. Genel olarak domain alanlarin uzunlugu yaklasik 50 amino
asit ile 250 amino asit arasinda degisir (Xu ve Nussinov 1998). Bazi organizmalarda
SEC24 ortologlariin pfam veri tabaninda yer alan domainleri Cizelge 4.2” de verilmistir.

42



BULGULAR VE TARTISMA S. KALA

Cizelge 4.2. Organizmalardaki protein domain bdlgelerinin Pfam veri tabanin tahmini
sonuglari; ZF: Sec23/Sec24 zinc finger; BS: Sec23/Sec24 beta-sandwich domain; H:
Sec23/Sec24 helical domain; G: Gelsolin repeat ifade etmektedir

Organizma | Domainler Aminoasit
Protein Ad1 Sayisi
CrSEC24B EF setiiunkey BSw  H 1071
CrSEC24A ZF o Sec23utrunk sy (BSw bl 161 | 1044
AtSEC24B ZF o Sec23itrunk sy (WBSw b WG 1096
AtSEC24A 2P Sec3u runk s B el ¥ 1038
AtSEC24C ZF st s @i @ 1080
HsSEC24B ZF St (B oo W 1298
HsSSEC24A ZF St itrunk s oW bkl G 1093
HSSEC24C 2F_ Sectiutrunk e BEY i SEW 1094
HsSEC24D ZF ik GB G- G 1032
MmSEC24B ZF S trunk s B8 bk B 1251
MmSEC24A ZF - (secrsumnkin@BS) (k- @es | 1090
MmSEC24C ZF s i - @ 1096
MmSEC24D ZF G Sec23utrunk sy (MBSY (bl 9 1032
ScSec24p ZR Seciumunkiny  BS ki WG 926
ScLstlp ZF—— e Sec2 Iatrunk s GBS nklow (G 876
Sclsslp BB Sec2darunkiy BS fuhine (G 929
VCSEC24 ZF e Sec2utrun ey (S ekl 1059

Cizelgedeki sonuglar incelendiginde SEC24 proteinlerinde zinc finger, beta-
sandwich, helical domainleri ortak oldugu goriilmektedir. Fakat C. reinhardtii’de
SEC24B proteininde ve V. carteri‘deki SEC24 proteininde gelsolin domaini
bulunmazken cizelgedeki diger organizmalardaki SEC24 proteininde gelsolin domaini
bulunmaktadir. Gelsolin domaini sitoplazmik, aktin filamentlerin uglarina baglanan,
monomer degisimini (u¢ bloke etme veya kapatma) dnleyen, kalsiyum diizenleyici, aktin
degistirici bir proteindir. Bu domain, Sec23 / Sec24 ailesinin iiyelerinin C-terminalinde
de bulunabilir (Weeds vd. 1986).
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4.2. Deneysel Calismalar

4.2.1. Arilsiilfataz aktivitesi sonucu

C. reinhardtii hiicreleri (sec24b klonlari, CC124 yabanil susu ve ebeveyn sus olan
CC5325) TAP ortaminda yedi giin inkiibe edildikten sonra yetersiz miktarda SO4 igeren
besi ortamia aktarilmistir. Yedi giin boyunca yetersiz miktarda SO+ igeren kat1 ortam
lizerinde biiyiitiilen hiicrelerin, arilsiilfataz (ARS) enzimini periplazmik bosluga veya
agar ortamina salgilamasi beklenmektedir. Sekil 4.9-B’de goriildiigii gibi bu enzim 5-
bromo-4-kloro-3-indolil stlfataz hidrolizi alkalen aktivitesi ile mavi renkli ¢okelti
olusturur. Sekil 4.9°da goriildiigii gibi sec24b mutantindan elde edilen 16 tek klon CC124
ve CC5325 suslarinda aktivite testi sonucunda arilsiilfataz aktivitesi tespit edilmistir. Bu

aktivite testi sonucunda mutasyonun enzimlerin aktivitesini etkilemedigi sonucuna
varilmistir.
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Sekil 4.9. Arilsiilfataz aktivite testi sonucu; A: TAP-SO47 (siilfat icermeyen TAP) besi
yerinde yedi gilin sonraki goriintiisii; B: sec24b klonlar1 ve yabanil suslarin 30 dakika
sonraki arilsiilfataz; C: sec24b klonlar1 ve yabanil suslarin 1 saat sonrasindaki arilsiilfataz
aktivitesi; Kirmizi ok: Yabanil tip sus; Siyah ok: Ebeveyn sus
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4.2.2. Alkelen fosfataz aktivitesi sonucu

C. reinhardtii hiicreleri (sec24b klonlari, CC124 yabanil susu ve ebeveyn sus olan
CC5325) TAP ortaminda yedi giin inkiibe edildikten sonra yetersiz miktarda PO4? igeren
besi ortamlarina aktarilmistir. Yedi giin yetersiz miktarda PO4? igeren kati besi ortaminda
inkiibe edilen vahsi tip C. reinhardtii hiicreleri, alkalen fosfataz (ALP) enzimini
periplazmik bosluga veya agar ortamina salgilamasi beklenmektedir. Sekil 1.1°de
goriildiigi gibi bu enzimin aktivitesi substrat 5-bromo-4-kloro-3-indolil fosfataz hidrolizi
alkalen aktivitesi ile substrat, mavi bir ¢okelti olusturur. Sekil 4.10’da gortldigi gibi
sec24b mutantindan elde edilen 16 tek koloni, CC5325 ve CC124 suslarinda aktivite testi
sonucunda alkalen fosfataz aktivitesi tespit edilmistir. Bu aktivite testi sonucunda
mutasyonun bu enzimlerin aktivitesini etkilemedigi sonucuna varilmaistir.

Sekil 4.10. Alkalin fosfataz aktivitesi testi; A: TAP-PO4 besi yerinde yedi giin sonraki
suslarin 6n ve arka tabak goriintiisii; B:sec24b mutant kolonilerinin ve yabanil suslarin
30 dakika sonrasindaki alkalin fosfataz aktivitesi; C) sec24b mutant kolonilerinin ve
yabanil suslarin 1 saat sonrasindaki alkalin fosfataz aktivitesi; Kirmizi ok: Yabanil tip
sus; Siyah ok: Ebeveyn sus
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4.2.3. Paromomisin direnci testi sonucu

C. reinhardtii hiicreleri icerisinde yer alan CIB1 kasetinde paromomisin direng
geni bulunmaktadir. Bu insersiyon kasetinin varhigin1 tespitmek i¢in C.
reinhardtii hiicreleri (sec24b klonlar1 ve CC5325, CC124) TAP ve TAP-Pro besi
ortamlarinda yedi giin inkiibe edilmistir. Tap-Pro besi ortaminda bulunan CC5325 ve
CC124 suslarin biliylime(iireme,cogalma) gostermedigi, sec24b klonlarinin ise biiyiime
gosterdigi Sekil 4.11-B’de verilmistir. Elde edilen veriler sonucunda sec24b klonlarinda
insersiyon kasetinin bulundugu sdylenebilir.

Sekil 4.11. Paromomisin direng fenotipik testi; a) TAP besi yerinde yedi giin sonraki
sec24b klonlar1 ve yabanil tip suslarin (CC5325, CC125); b) TAP paromomisinli besi
yerine inkiibe edilen sec24b mutant klonlar1 ve yabanil tip suslarin (CC5325, CC125)
yedi giin sonraki paromomisin direng analiz sonucu; Kirmizi ok: Yabanil tip sus; Mavi
oklar: Paromomisinli besi yerine hassas olan projeniler; Siyah ok: Ebeveyn tipi sus

4.2.4. Hiicre sayimi sonucu

sec24b mutantt ve yabanmil tip (CC124, CC125) suslar1 baslangig kiiltiir
koleksiyonundan almmistir. Ornekler TAP besi ortami igeren 250 ml’lik erlenlerde,
calkalamali inkiibatérde (130 rpm) ve oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir.
Orneklerin ortalama hiicre sayilarin1 bulabilmek icin &rneklerden numuneler 16 giin
boyunca 151k mikroskobu altinda sayilmistir. Elde edilen ortalama hiicre sayilar1 Sekil
4.12’ de verilmistir. Yabanil suglarin sivi besi yerinde biliylime ve gelismesi belirli faz
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asamalarindan olusmaktadir. ilk asama hiicrelerin yeni ortama adapte olmasi gereken
giris veya gecikme asamasi olarak bilinir. (lag) fazidir. Dolayisiyla, birkag saat boyunca
hiicre boliinmesi olmaz bu agamada. Gecikme fazinin uzunlugu, inokiile edilen hiicrelerin
fizyolojik yasmma ve yeni ortamin oOnceki ortamdan ne kadar farkli olduguna gore
degismektedir. Daha sonraki agama, hiicrenin 6zgiil tireme oraninin yeni ortama daha ¢ok
adapte oldugu fazdir. Bu fazdan sonra hiicreler iistel biiylimenin oldugu log fazina
girerler. Bu fazda alg kiiltiiriiniin yogunlugu tiim hiicrelere 151k gecirimini engelleyecek
kadar yogun degildir ve lireme i¢in gerekli besinleri kullanarak hentiz limitli tireme haline
gecilmemistir. Bir sonraki agama, tireme hizinin daha dogrusal oldugu azalan log fazidir.
Bu fazda hiicreler oldukga yogundur ve 151k yetersizligi vardir. Hiicrelerin 1s181n yetersiz
oldugu duruma ulagmasi bir lireme dengesinin elde edildigi duragan faza ge¢mesine
neden olur. Bir sonraki asama, alg hiicrelerinin 6lmeye basladig1 6liim fazidir. Bu fazda
alg, tiremesini inhibe eden toksik materyalleri kiiltiire salmaktadir. Son olarak, hiicreler
oliim oranimin istel oldugu 6liim evresine ulasir ve tamamen oliirler (Michelle Wood
2005). Literatir de yer alan bu bilgiler 1s18inda CC5325, CC124 suslart ile sec24b
mutantinin farkliliklar1 incelenmistir. sec24b mutantinin gecikme asamasi CC5325,
CC124 suslarina gore kisa silirede oldugu Sekil 4.12° de goriilmektedir. CC5325 ve
CC124 ortalama 3’{incii giin sonunda logaritmik faz dénemine baglarken sec24b mutant
sus 4’lincii giin sonunda logaritmik faz gectigi bulunmustur. CC124, 4’lincii giinde,
CC5325 ve sec24b susunun ise 5. giinde duragan faza (stationary) ulastiklar
goriilmektedir. Hiicre sayis1 bakimindan suslar karsilagtirdigimizda, CC5325 4. giinde
6x10° hiicre/ml’ye, CC124 5. giinde 8 x10° hiicre/ml’ye iken sec24b mutant: 5. giinde
6x10° hiicre/m1’ye ulastig1 bulunmustur. Elde edilen veriler sonucunda sec24b mutantinin
hiicre yogunlugu ebeveyn tip susu ile arasinda biiyiik bir farklilik goriillmemektedir.
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Sekil 4.12. sec24b mutantinin ve yabanil tip (CC124, CC125) suslarinin hiicre sayimi
ile olusturulan biiytime egrileri grafigi; Kiiltiirler esit miktarda hiicre ile baslatilmistir
(0,02x x108 hiicre/ml) (Hata ¢izgisi standart sapmay1 gostermektedir)
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4.2.5. PZR ve RT-PZR sonuclari

DNA’lar PZR yardimiyla ¢ogaltildiktan sonra EtBr igeren %1,’lik TAE agaroz
jelinde yiirtitiildii. Daha sonrasinda UV tabanli jel goriintiileme sisteminde goriintiilendi
(Sekil 4.13-Sekil 4-14). Kontrol lokus i¢in dizayn edilen SP24A primerlerden beklenen
irlin boyutu 1415bp ve Sekil 4.13-A ve Sekil 4.14-A’ daki PZR goriintiisii incelendiginde
DNA’nin ampflikasyonu gerceklesmis ve beklenen iiriin boyutu kadar {iriin elde
edilmistir. Sekil 4.13-B” de SEC24B genini saran inserisyonun varligini belirmek i¢in
dizayn edilen SP24B primerleri yapilan PZR goriintiisii incelendiginde bu bdlgenin
ampflikasyonun sec24b mutant klon suslarinda, ebeveyn olan 5325 susu ve yabanil tip
olan CC125 suslarinda  gergeklesmedigi  goriilmektedir. ~ Amplifikasyonu
gerceklestirebilmek i¢in PZR asamalarindan, primerin komplementer kalip DNA
zinciriyle hibritlesmesi asamasinin sicakligi degistirilerek (55 TM- 56 TM -57 TM-58
TM) yeni PZR’ler yapilmigtir. Fakat degistirilen TM kosullarina ragmen ¢ikan sonuglarda
yabanil suslar ve mutant klonlarmmn bu gen bolgesi igin amplifikasyonu
gerceklestirilememistir. Amplifikasyonun gerceklesmemesinin nedenleri; primerlerin
yanlis dizayn edilmesi veya gen bolgesinin yapisindan kaynaklandigr diistiniilmektedir.
Inseriyonun varligm belirlemek igin kullanilan SEC24B primerleri ile yapilan PZR
goriintiisii Sekil 4.14-B’ de verilmektedir. Ayrica SEC24B primerlerinden beklenen iiriin
boyutu 1070bp’ dir. Sekil 4.14-B’ deki PZR goriintiisii incelendiginde sec24b mutant
klonlarinin DNA’sinda insersiyon kasetinin varligindan dolayr ampflikasyon
gerceklesmemistir. Ebeveyn sus ve yabanil tip suslarin genomunda insersiyon
olmadigindan dolay1 bu suslarda DNA’nin amplifikasyonu gerceklesmis ve beklenen
iiriin boyutu 1070bp elde edilmistir.

__10000bp —-10000bp

6000bp
—3000bp
——2000bp
1500bp
—1000bp

Sekil 4.13. Mutant klonlar1 (sec24b (k-5), sec24b (k-6)) ve CC5325, CC125 suslar1 PZR
goriintiileri; M: 1kb DNA markéri; -C: negatif kontrol; B: bos kuyucugu gostermektedir;
A: SP2-Up-24A-R ve SP1- Int20-24A-F primerleri ile yapilan PZR analizi sonucu; B:
SP1-Int6-24B F ve SP2-9E-24B-R primerleri ile yapilan PZR analizi sonucu
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—10000bp

Sekil 4.14. Mutant klonlari (sec24b (k-5), sec24b (k-6)) ve yabanil tip sus olan CC125 ve
ebeveyn sus olan CC5325” in PZR goriintiileri; M: 1kb DNA markéri; -C: negatif
kontrol; B: bos kuyucugu gostermektedir; A: SP2-Up-24A-R ve SP1- Int20-24A-F
primerleri ile yapilan kontrol PZR goriintiisiiniin sonucu; B: C. reinhardtii’de SEC24B
geninin insersiyon kasetini saran SEC24B-E6-F ve SEC24B-E7-R primerleri ile yapilan
PZR goruntust sonucu

CDNA o&rnekleri PZR yardimiyla ¢ogaltildiktan sonra EtBr igeren %1,’lik TAE
agaroz jelinde kosturularak UV tabanli jel goriintiileme sistemindeki goriintiilendi (Sekil
4.15). cDNA’larin kontrollii i¢in kullanilan CBLP ve SEC23A genleri kullanilmistir.
CBLP kontroliinde kullanilan primerlerden beklenen iiriin boyutu 156bp SEC23A’
kontrolinden kullanilan primerlerden ise 756bp driin biyiikliginde bant elde
edilmektedir. Sekil 4.15-A da ki goriintiiler incelendiginde ayni iiriin boyutu elde
edilmistir. Kisaca, CBLP ve SEC23A genlerinin, sec24b (k-5), sec24b (k-6), CC5325,
CC125 suslarinda ekspresyonu vardir.

____10000bp

—1000bp

——500bp
T250bp

Sekil 4.15. Mutant klonlar1 (sec24b (k-5), sec24b (k-6)) ve CC5325, CC125 suslarinin
RT-PZR gorintiileri; M: 1kb DNA markori; -C: Negatif kontrol; B: Bos kuyucugu
gostermektedir; A: C. reinhardtii’de SEC23A4 geninin ekspresyon varligmin RT-PZR
goriintlistinii gostermektedir; B: C. reinhardtii’de CBLP geninin ekspresyon varliginin
RT-PZR goriintiisiinii
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SEC24B geni i¢in dizayn edilen SEC24B primerleri (7 -Ekzon revers, 6 Ekzon
forward) RT-PZR  amplifikasyonu  gergeklestirilememistir. ~ Amplifikasyonun
gerceklesmemesinin nedenleri; gen bolgesinin anatosyonun yanlis yapilmis olmasi veya
primerlerin etkin calisabilmesi i¢in gerekli cDNA miktarinin ve kalitesinin
yetersizliginden kaynaklandigi distiniilmektedir (Sekil 4.15-B).

__100006p __10000bp
— 3000bp

—1500bp N

S —1000bp

=S 500bp

T 250bp

Sekil 4.16. Mutant klonlar1 (sec24b (k-5), sec24b (k-6)) ve yabanil tip sus olan CC125 ve
ebeveyn sus olan CC5325’ in RT-PZR goriintiileri; M: 1kb DNA markorii; -C: Negatif
kontrol; B: Bos kuyucuk; A: C. reinhardtii’de CBLP geninin ekspresyon varliginin RT-
PZR goriintiisiinii gostermektedir; B: C. reinhardtii’de SEC24B geninin SEC24B-E6-F
ve SEC24B-E7-R primerleri ile yapilan RT-PZR analizi sonucu

4.2.6. sec24b mutantimin hiicre yapisinin sonuclari

Sekil 4.15°de sec24b mutantinin, 13 saat azot icermeyen TAP besi yerinde
iiretilmis hiicrelerinin 151k mikroskop goriintiileri mevcuttur. Sekil 4.15’deki goriintiiler
incelendiginde, sec24b mutant hiicrelerinin bir kisminin boyut ve sekil yapisi gibi bazi
morfolojik 6zelliklerinin yabanil tip C. reinhardtii hiicrelerine benzedigi goriiliir iken
diger kisminda farkliliklar gézlenmistir. Yabanil tip C. reinhardtii hiicresi, yaklagik 10um
uzunlugunda ve 3um genisliginde oval sekilindedir (Harris 2001). Incelenen bu
gortintiilerde sec24b mutantinin baz1 hiicreleri yabanil tip C. reinhardtii hiicrelerinden
biiyilk ve kiigiik boyutta bulunurken bazi hiicrelerde ise sekil olarak farkliliklar
bulunmaktadir. Ayrica hiicrelerin etrafinda balon benzeri yapilar gézlenmistir. Elde
edilen bu bilgiler 1s18inda SEC24B geninde bulunan insersiyonun sec24b mutantinin
hiicre boyutu ve hiicre seklinde degisiklige yol actig1 sdylenebilir.
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Sekil 4.17. sec24b mutantinin, azot i¢ermeyen TAP sivi besi yerinde 13 saat
bekletildikten sonra 1sik mikroskobu altinda c¢ekilen fotograflari; Kirmizi oklar:
Anormal hiicre sekillerini; Siyah oklar: Boyut olarak biiyiik hiicreleri; Turuncu oklar:
boyut olarak kiigiik hiicreler; Kahverengi oklar: Hiicrenin etrafindaki balon benzeri
yapilar
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13 saat TAP azot igermeyen sivi besi yerinde inkiibe edilen sec24b mutanti ve
CC125, CC5325 suslarinin Sekil 4.16 gosterilmektedir. Azot icermeyen besi yerinde
strese giren C. reinhardtii hiicrelerinin flagella hareketleri incelendiginde, sec24b
mutantinin cam tiipteki flagella hareket kabiliyeti yabanil tip suslarlarin hareket
kabiliyetine benzemektedir. Elde edililen bu bilgi 1s1ginda SEC24B geninde bulunan
insersiyonun sec24b mutant susunun flagella hareket kabiliyetinde bir etkisi olmadigi
sonucuna varilmistir.

Sekil 4.18. Azot Icermeyen TAP sivi besi yerinde 13 saat birakilan C. reinhardtii
hiicrelerinin flagella hareketleri; A: CC125; B: sec24b mutanti; C: CC5325

4.2.7. sec24b mutantinin eseyli iireme dongiisiiniin sonuglari

sec24b mutantinin hiicreleri MT™ (eseyli iireme tipi eksi) ve CC125 yabanil tip
MT* (eseyli lireme tipi arti) hiicreleri 13 saat azot icermeyen TAP besi yerinde
birakildiktan sonra ¢aprazlanmistir. Caprazlanma islemi yapildiktan hemen sonra 11k
mikroskobu altinda sec24b mutantinin eseyli tiremesi incelenmis ve ¢ekilen fotograflari
Sekil 4.20” de gosterilmektedir. sec24b mutantinin eseyli tiremesi yabanil tip hiicrelerin
eseyli lireme dongiisiinlin asamalar1 sirali olarak gecirmis ve QFC’ler goriilmiistiir .
Yabanil tip suslar olan CC125 MT* ve CC124 MT" kontrol olarak ¢aprazlanmis ve 1s1k
mikroskobu altindaki gorintiileri Sekil 4.19 ’de gosterilmektedir. Yabanil tip C.
reinhardtii’ nin eseyli tireme dongiisiiniin asamalar1; agliitinasyon, ¢ift olusumu ve sinyal
iletimi, hiicre fiizyonu, QFC (quadriflagellated cell) ve zigot olusumudur (Harris 2009).
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Sekil 4.19. Yabanil tip suslarin (CC125ve CC124) 151k mikroskobu altindaki eseyli
tireme asamalarindan bazilari; A: agliitinasyon; B: ¢ift olusumu; C: flizyon olusumu; D:
QFC (quadriflagellated cell)

Sekil 4.20. sec24b mutantinin 151k mikroskobu altindaki eseyli iireme asamalarindan
bazilari; A: agliitinasyon; B: ¢ift olusumu; C: fiizyon olusumu; D: QFC
(quadriflagellated cell) E: QFC olusumunu tamamlamis zigota gegis
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Sekil 4.19 goriintiilerinde sec24b mutantinin eseyli iiremesinde olusan bazi QFC’
ler de sekil olarak anormallikler goriilmiistiir. Sec24b mutantinin anormal hiicreleri de
gerceklestigi gortilmistiir. Elde edilen bu bilgiler, insersiyonun sec24b mutantinin eseyli
tiremesinde herhangi bir sorun teskil etmedigi diisiintilmektedir.

Sekil 4.21. sec24b mutantinin eseyli iireme dongiisiindeki anormallikler; A: Anormal
QFC; B: Anormal hiicrenin ¢ift olusumu

Sekil 4.20 “‘de sec24b mutant1 ve CC124, CC5325 (MT") suslarinin CC125 yabanil
tip sus ile caprazlandiktan 1 giin sonraki zigot peleti durumunun goriintiileri mevcuttur.
Yabanil suslarda zigospor kiitlesi sivi ortamin yiizeyinde retikiilat bir tabaka (pelet)
olarak goriiliir (Harris vd. 2009). Bu karakteristik yapmin gézlemlenmesi giftlesmeyi
dogrular ve g¢iftlesme tipi testlerinin temeli olarak kullanilir C. reinhardtii zigospor
ciftlesmeden sonraki 24 saat i¢inde hacim olarak biiyiik 6l¢iide artmaktadir (Harris vd.
2009). Literatiirde yer alan bu ¢iftlesme testine bakilarak Sekil 4.20 incelendiginde
CC124xCC125 yabanil suslarin zigot biiyiik peleti olusumu goriilmekte ve pelet cam
tiiplin tabania yapismistir. CC5325xCC125 zigot peleti CC124xCC125 benzer sekilde
zigot peleti cam tiiplin tabanina yapigmis sekilde ve sivinin i¢inde c¢ok fazla kum
tanesinden daha biiyiik seklinde bulunmaktadir. sec24b (k-6)xCC125 ise zigot peleti kum
tanesi seklindedir ve ¢ok az cam tiipiin tabaninda bulunmaktadir. Elde edilen bu bilgiler
1s1ginda sec24b (k-6) mutant susunun fiizyon kapasitesi yabanil sus olan CC124 ve
ebevyni olan CC5325 susuna gore diistiktiir. Bu bilgiler sonucunda SEC24B genindeki
insersiyonun ¢iftlesme kapasitesini etkiledigi diigiiniilmektedir.
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Sekil 4.22. sec24b mutant1 ve CC124, CC5325 yabanil tip suslarinin CC125 yabanul tip
sus ile caprazlandiktan 1 gilin sonraki zigot peleti goriintiisii; A: CC124xCC125; B:
CC5325 xCC125; C: sec24bXCC125; Kirmizi oklar: Kum tanesi seklindeki peletleri;
Siyah oklar: Biiyiik peletleri ifade etmekte
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4.2.8. Tetrad analiz sonucu

Zigotlarin mayoz boliinmesi sonucu olusan tetratlarin diseksiyonu yapilirken
projenide boyut olarak kiiciik projeniler gozlenmistir (Sekil 4.21). Bu projenilerin
¢ogunda dliimler yagsanmistir. SEC24B proteininde mutasyon olan projenilerde ER’dan
Golgi’ye protein transferinde problem oldugundan projenide normal hiicrelere oranla
kiigiik projenilerin oldugu diisiiniilmektedir. Bu problemden dolay1 hiicreler yagamina
devam edemedigi diisliniilmektedir.

Sekil 4.23. Tetradlardaki kiigiik projenilerin goriintiileri; A: Tek bir zigota ait
projenilerin mikroskop goriintiisii; iki normal biiyiikliikte bir de kii¢iik projeni
bulunmaktadir; B: A’da gosterilen seklin uzaktan goriintiisii; Kirmzi oklar: Kiiciik
projenileri gosterir

DNA molekiiliinde bir mutasyon olustuktan sonra, DNA’nin bundan sonraki
biitiin kopyalanmalarinda bu mutasyon tekrarlanacaktir. Bir hiicrede bulunan mutasyon
gelecek dollere gecebilmektedir. Bir gamette dollenme aninda bir mutasyon varsa,
zigotun biitiin hiicrelerinde en az DNA’sinin yarisinda mutasyona sahip olacaktir. sec24b
mutantin  kromozoml igerisinde yer alan SEC24B genindeki insersiyon kaseti
bulunmaktadir. Bu kasetin fenotipik testini belirlemek amaciyla igerisine paromomisin
direng geni yerlestirilmistir. sec24b mutantinin yabanil sus olan CC125 ile ¢aprazlanmasi
sonucu olusan projenin %50’sinde paromomisin direng genine sahip olacaktir. Bu bilgiler
sayesinde olusan tetradlardaki projenilerin mayoz iriinii oldugunu belirlemek igin
paromomisinli besi yerinde 7 giin biiyttilmustiir. Tetrat: (T1), Tetradz (T2) ve Tetrads’iin
(Ts3) 4’lii projenisi (P) bulunmaktadir. Sekil 4.22 mevcut olan goriintiiler incelendiginde
T1” in Pyve P2’si paromomisinli besi yerinde hiicreler biiytidiigiinden dolay1 insersiyon
kasetini icerdigini gostermektedir. T1’ in P3 ve P4’lin insersiyon kaseti bulunmadigindan
dolayr paromomisinli besi yerinde hiicreleri ¢ogalamamistir. T2’ inin P1 ve P4’si
paromomisinli besi yerinde hiicreler ¢ogalamadigindan dolayr Slmiistiir bu sonug
gostermektedir bu projenilerde insersiyon kaseti bulunmamaktadir T2’ inin Pz ve P3’lin
insersiyon kaseti i¢erdiginden dolay1 paromomisinli besi yerinde hiicreleri ¢ogalmigstir.
T3’ iin Pi1ve P3’lin paromomisinli besi yerinde hiicrelerde olmiistiir bu projenilerde
insersiyon kaseti bulunmadigin1 gostermektedir. T3’ iin P3 ve P4’lin insersiyon kaseti
icerdiginden dolayr paromomisinli besi yerinde hiicreleri ¢ogalmistir. Bu tetradlarin
projenilerinin %50’ si paramomisine dayanikli oldugu fenotipik testleme sonucu
gosterilmistir.
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Sekil 4.24. Tetradlarin fenotipik paromomisin direng testi; A: T1,T> ve Tz TAP besi
yerinde 7 gilin sonraki goriintiisii; B: T1,T2ve T3 TAP paromomisinli besi yerinde 7 giin
sonraki goriintiisii; Kirmizi ok: Yabanil tip sus; Mavi oklar: Paromomisinli besi yerine
hassas olan projeniler; Siyah ok: Ebeveyn tipi sus

Sekil 4.23 mevcut olan goriintiiler incelendiginde T1’ in Pive P2’si inseriyon
kasetini igerdiginden dolay1 bu projenilerin biiylimesi insersiyon kaseti igermeyen P3 ve
Ps’e gore yavas oldugu gosterilmektedir. T2’inin P2 ve P3’lin insersiyon kasetini
icermektedir. Fakat T2P2 ’inin bilylimesinin daha yavas oldugu goriilmistiir. T3 ‘lin
insersiyon olan Pz ve P4 projenilerinde biiyiimede herhangi bir sorun goriilmemektedir.

Sekil 4.25. T1, T2 ve Tz TAP besi yerinde 7 giin sonraki goriintiisti; Kirmzi ok: T1P;
Siyah ok: T1P2; Mavi ok: T2P
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Sekil 4.26. Projenilerin fenotipik paromomisin direng testi sonucu goriintiisii; A: TAP
besi yerinde 7 giin biyiitiilmiis T4— Te goriintiisii; B: TAP paromomisinli besi yerinde 7
giin sonraki T4 — Te goriintiisii; C: TAP besi yerinde 7 giin sonraki T7 — T1o goriintiisii;
D: TAP paromomisinli besi yerinde 7 giin biiytitiilmiis T7— T1o gorlintiisi; E: TAP besi
yerinde 7 giin sonraki Ti1 — T1s goriintiisii; F: TAP paromomisinli besi yerinde 7 giin
sonraki T11— T1s gortintiisti; Kirmizi ok: Yabanil tip sus; Mavi oklar: Paromomisinli
besiyerine hassas olan projeniler; Siyah ok: Ebeveyn tipi sus

Olusan zigotlarin tetrad diseksiyonu yapildiktan sonra bazi tetradlarin
projenilerinde oliimler gerceklesmistir. Yasamaya devam edemeyen Tg ‘un iki projensi
ve Tio bir projenisi ¢ok kii¢iik oldugundan dolay1 hiicreler yasayamamustir. Sekil 4.24° te

bulunan tetradlarin ¢ogunun projenilerinde eksiklikler vardir. Bu projenilerin 61digi
distiniilmektedir.
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Tetradlarin mayoz {iriinii oldugunu belirlenmesinde diger bir calisma yapilan
diger bir ¢alisma ise tetradlarin ¢iftlesme tiiriiniin %50’sinin MT", %50’si MT" olmas1
beklenmektedir. Tetradlarin esey tipini belirlemek i¢in 14 saat azot igermeyen TAP sivi
besi yerinde bekletildikten sonra CC125 (MT") ve CC124 (MT) ayr olarak
caprazlanmigtir. Tetradlarin esey tipine zigot peletinin olusmasimna ve goére karar
verilmistir. Incelemeler CC125 ve CC124’in zigot peleti durumuna gére kiyaslanmustir.
Bu incelemeler; T1P1 ve T1P2’de 24 saat sonra zigot peleti goriillmemistir. T1P3 ‘de 24 saat
sonra zigot peleti kum tanesi seklinde CC125 ile olusmus seklinde goriilmiistiir. T1P4 ‘de
24 saat sonra zigot peleti yabanil orta biiyiikliikte CC124 ile olusturmustur. T2P1 ve
ToP2’de 24 saat sonra zigot peleti orta biiylikliikte CC125 ile ¢iftlesmistir. T2Psve T2P4’de
zigot peleti orta biiyiliklikte CC124 ile ciftlesmistir. TsP1ve T3P4 ‘de 24 saat sonra zigot
peleti goriilmemistir. T3P3’ de 24 saat sonra zigot peleti orta biiylikliikte goriilmiistiir.
T3P, de orta biiytikliikte pelet goriilmiistiir. T2’ deki inceleme sonuglar1 toparlanacak
olursa %50’si MT" iken %50’si MT™ olarak belirlenmistir (Cizelge 4.3)

Cizelge 4.3. Tetrad analiz sonuglari; R: Dayanikli; S: Dayaniksiz; (?): Kesin olarak
belirlenemeyen; (*): Kesinlestirilmis; (-): Belirlenmedi (Deney 3 tekrar seklinde
yapilmistir)

Renk Koloni ParoR Insersiyon | Ciftlesme
Morfolojisi (Var/Yok) | Tipi (MT)
Tetrad 1
P:1 | Acgik yesil | Akigkan R - MT* (?)
Projeni | P | Agik yesil | Akigkan R - MT" (?)
Pz | Koyuyesil | Kati S - MT" (%)
Ps | Koyuyesil | Kati S - MT™ (*)
Tetrad 2
P1 | Acik yesil | Akiskan S Yok MT (*)
Projeni | P, | Acik yesil | Akiskan R Var MT" (*)
Ps | Koyu yesil | Kati R Var MT* (*)
Ps | Koyuyesil | Kati S Yok MT™ (%)
Tetrad 3
P1 | Acik yesil | Akiskan S - MT (?)
P> | Acik yesil | Akiskan R - MT" (*)
Projeni
Ps | Koyuyesil | Kati S - MT™ (%)
P4+ | Koyuyesil | Kati R - MT"(?)
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Cizelge 4.3’ iin devam

Tetrad 4
P1 | Acik yesil Akiskan -

Projeni
P> | Koyuyesil | Kati -
P3 Acik yesil Kati -

Tetrad 5
P1 | Acik yesil Akiskan -

Projeni
P2 Acik yesil Akiskan -
P3 Acik yesil Akiskan -
Ps | Koyuyesil | Kati -
Ps | Koyuyesil | Kati -

Tetrad 6
P1 | Koyuyesil | Kati -
- P K il | Kat -

Projeni ? oyuyest a

P3 Acik yesil Akigkan -

Tetrad 7
P1 Acik yesil Akigkan -
Projeni P2 Koyu yesil | Kat1 -

Tetrad 8
P1 Koyu yesil | Kat1 -
Projeni P2 Koyu yesil | Kat1 -
Ps3 Koyu yesil | Kat1 -

Tetrad 9
Projeni P1 Koyu yesil | Kat1 -
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Cizelge 4.3’ iin devam

Tetrad 10
P1 | Acik yesil | Akiskan R - -
Projeni P, | Agik yesil | Akiskan S - -
Tetrad 11
P1 | Koyuyesil | Kati R - -
Projeni | P> | Koyu yesil | Kati R - -
Ps | Koyuyesil | Kati S - -
Tetrad 12
P1 | Koyuyesil | Kati R - -
Projeni | P2 | Koyuyesil | Kat S - -
Ps | Koyuyesil | Kati R - -
Tetrad 13
P1 | Acik yesil | Akiskan R - -
Projeni
P, | Koyuyesil | Kati S - -
Tetrad 14
Projeni | P1 | Acik yesil | Agik yesil R - -
Tetrad 15
Projeni P1 | Koyuyesil | Kati R - -

Bu tetradlarin projenilerinin %50’ sinin SEC24B genindeki insersiyon kasetini
bulundurdugunu belirlemek i¢in T2” den DNA izolasyonu yapilmistir ve gDNA’ lar PZR
ile ¢ogaltilmistir. PZR iiriinleri %1°lik TAE agaroz jelinde kosturularak UV tabanli jel
goriintiileme sistemindeki goriintiisii Sekil 4.25 ‘de gosterilmistir. Sekil 4.25-A’ da
kontrol olarak SP24A genin primerleri kullanilmistir. SP24A primerlerinden olusacak
tirtin boyutu 1515bp dir ve bekelenen iiriin boyutunda iiriin vermistir. Sekil 4.25-B’ de
verilen goriintiide ise SEC24B geni i¢in dizayn edilen SEC24B primerleri kullanilmistir.
SEC24B primerlerinden elde edilecek {iriin boyutu 1070bp dir. T2P2 ve T2Ps {iriin
olusturmaz iken T2P1ve T2P4iiriin olusmusve beklenen iirlin boyutundadir. Bu sonug ile
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paromomisin fenotipik direng testindeki sonuclar birbirlerini dogrular niteligindedir. T>
%100 mayoz boéliinme ile olusmustur.
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Sekil 4.27. T2’nin PZR sonuglar1 ;M: 1kb DNA markorii; -C; negatif kontrol; B: bos
kuyucugu gostermektedir; A: T2 nin SP2-Up-24A-R ve SP1- Int20-24A-F primerleri ile
yapilan kontrol PZR goriintiisiiniin sonucu; B: T2’nin SEC24B-E6-F ve SEC24B-E7-R
primerleri ile yapilan RT-PZR analizi
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3. SONUCLAR

Hiicre igi trafik son zamanlarda iizerinde en yogun ¢alisiimakta olunan hiicre
biyolojisi konular1 arasindadir. C. reinhardtii’de COPII vezikiil olusumu {izerine yapilan
literatiirde higbir ¢alisma goriilmemektedir. SEC24B proteini COPII vezikiil olusumunun
alt bilesenlerinden biridir.

Bu projede amacimiz SEC24B insersiyonel mutantinin genetik baglant1 ve
fenotipik analizlerinin yapilarak bu genin fonksiyonel islevini ¢dziimlemektir. Bir gen
modelinin fonksiyonunun belirlenebilmesi i¢in bu gen modeli mutasyona ugratildiktan
sonra mutantta goriilen fenotipe bakilarak genin fonksiyonu hakkinda bilgi edinilebilir.
Bu tez galismasinda C. reinhardtii’ de kromozom 1°de bulunan SEC24B geninin 6’inci
intronunda insersiyon kaseti bulunan sec24b mutant susu ile ¢alisilmigtir. Kasetin iginde
yer alan paromomisin diren¢ geninin varligi paromomisin igeren TAP besi yerine
ekildikten sonra hiicrelerin biiyliyebilmesine bakilarak yapilan bu fenotipik test ile
dogrulanmigtir. Ayrica sec24b mutant susunda bulunan inserisyon kaseti varligi PZR
ile belirlenmistir. Mutant susunun ARS ve ALP enzim aktiviteleri kolorimetrik olarak
tayin edilmistir. Bu tayin sonucunda sec24b mutant susun yabanil sus olan CC124 ve
ebeveyn sus olan CC5325 ile aynmi sekresyon kapasitesini sahip oldugu belirlenmistir.
Sonu¢ olarak insersiyonun bu iki enzimin hiicre disina tagimimini etkilemedigi
goriilmektedir.

sec24b mutant sugsunun biiyiime hizini belirlemek i¢in hiicre sayimi yapilmustir.
Bu sayimdan elde edilen en yiiksek hiicre yogunlugu: CC5325 4. giinde 6x10°
hiicre/ml’ye, CC124 5. giinde 8x10° hiicre/ml’ye ve sec24b mutant1 5. giinde 6x10°
hiicre/m1’ye ulastigi bulunmustur. Elde edilen bu veriler sonucunda sec24b mutantinin
hiicre yogunlugu yabanil tip susa kiyasla daha diisiik oldugu evebeyn tipsus olan CC5325
ile arasinda biiyiikk bir farklilik goriillmemektedir. SEC24B genindeki mutasyonun
transkripsiyonu etkileyip etkilemedigini belirlemek igin mutant sus, yabanil tipten ve
ebeveyn tip sustan RT-PCR yapilmistir. Fakat ile bu bdlge kopyalanamamustir. ilerideki
caligmalarda farkli primer ¢iftleri denenerek RT-PCR tekarar edilecektir. sec24b mutanti
yabanil tip susa gore hiicre morfolojisi incelendiginde sec24b mutantinin hiicrelerin
etrafinda balon benzeri yapilar ve hiicre yapisinda anormalikler gozlenmistir. Bu
anormalliklerin sebebinin insersiyonun hiicre duvarina etki ettiginden dolay1 olustugu
diistiniilmektedir.

Yaptigimiz diger bir ¢alisma ise ciftlesme kapasitesini incelemek amaciyla
sec24b (k-6) mutant1 yabanil tip ile ¢aprazlanmistir. Caprazlama sonrasinda olusan zigot
peleti sec24b (k-6) mutant susunun yabanil sus olan CC124 ve ebevyni olan CC5325
susuna gore daha kii¢iik olusmustur. Bu bilgi sonucunda SEC24B genindeki insersiyonun
ciftlesme kapasitesini etkiledigi diisliniilmektedir. Olusan zigotun mayoz béliinmesi
sonucu bazi kiiclik projeniler gbzlenmistir. Bu kiigiik projenilerin ¢ogu Olmiistiir. Bu
oliimlerin sebebinin SEC24B genindeki insersiyon kasetinden dolay1r ER’dan Golgi’ye
protein transferinde problem oldugundan hiicreler yasamimna devam edemedigi
diisiiniilmektedir. Zigotlardan olusan projenide paramomosin direnci fenotipik testi ile
projenilerin %50’ si insersiyon kasetini icerdigi belirlenmistir. Ayrica bu projenilerin
SEC24B bolgesi PZR yontemi yapildiginda %50’ si insersiyon kasetini igerdigi
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belirlenmistir. Bu iki ¢alisma sonuglar1 birbirlerini desteklemektedir. Boylece olusan
projenilerde genetik baglant1 oldugu belirlenmistir.

C. reinhardtii SEC24B proteininin diger organizmalardaki Sec24 proteinleri
arasinda bulunan evrimsel iliskiyi belirlemek i¢in, Clustal Omega programi kullanilarak
analizi yapilmistir. Bulunan en yiiksek benzerlik %76 ile V. carteri’ dir. V. carteri ve C.
reinhardtii genomlarinin boyutu arasinda ve protein alani repertuarinda onemli bir
farklilik  bulunmamaktadir (Prochnik vd. 2010). Saccharomyces cerevisiae ‘de yapilan
bir ¢alisma ile Sec24p proteinin heterodimeri olan Sec23p’e baglanma bolgesindeki
motif dizisi FLP’ dir (Bi vd. 2002). Bu bolge diger organizmalarin Sec24 protein
dizilerinde FXP seklinde korunmustur. C. reinhardtii SEC24B proteinin de bu motif dizisi
FAP seklinde korunmustur. Predalgo ve Target P biyoinformatik veri tabanlar1 proteinin
hiicre i¢i yerlesim yerinin belirlenmesi amact ile kullamilmistir Kullanilan bu
biyoinformatik veri tabanlart SEC24B proteinini hiicre i¢i lokalizasyonunu tahsis
edilememistir.

Protein homoloji modellemesi belirlemek amaciyla Phyre2 veri tabani
kullanilmistir.  Phyre2 veri tabani proteinlerin fonksiyonu, yapisi ayrica mutasyon
analizinin tahmininde kullanilmaktadir (S6ding, 2005). Bu veri tabanin sonucuna gore:
modellenme ylizdesi %100 giiven diizeyinde ve veri tabanindaki c3eg9b proteini
(memelilerdeki sec23/sec24 transport proteini) model olarak kullanilmistir. C3eg9b (H.
sapiens Sec24D) proteini ile %70 oraninda benzerlik gostermektedir. Phyre2 veri tabani
tarafindan olusturulan homoloji modellemesinde C. reinhardtii’de SEC24B proteinin
tizerindeki FAP (Fenilalanin-Alanin-Prolin) motifinin ve c3eg9b proteininin iizerinde
bulunan FVP (Fenilalanin-Valin-Prolin) motif dizisinin bulundugu bdlgeler
benzemektedir. Yapilan diger bir ¢calisma ise C. reinhardtii’de SEC24B proteininde ve
diger organizmalardaki Sec24 proteinlerinin domain bdlgesinin belirlemek amaciyla
Pfam veri tabani kullanilmistir. C. reinhardtii’de SEC24B proteininde ve V. carteri ‘de ki
SEC24 proteininde gelsolin domaini bulunmamaktadir. Fakat diger organizmalardaki
SEC24 proteininde gelsolin domaini bulunmaktadir. Bu domain, aktin filamentlerin
uclarina baglanan, monomer degisimini (u¢ bloke etme veya kapatma) dnleyen, kalsiyum
diizenleyici, aktin degistirici bir proteindir. Bu domain, Sec23 / Sec24 ailesinin iiyelerinin
C-terminalinde de bulunabilir (Weeds vd. 1986).

Sonug olarak yaptigimiz bu ¢alisma SEC24B geninin fonksiyonel galisiimasi i¢in

sonraki ¢alismalara 1s1k tutucu niteligindedir ve ilerleyen c¢alismalarda sec24b
mutantindan BC3 (geri ¢aprazlama 3) elde edilip {izerinde ¢alisilmaya devam edecektir.
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