T.C.
AKDENIiZ UNIiVERSITESI

Chlamydomonas reinhardtii ARILSULFATAZ GENLERININ EKSPRESYON
DUZEYLERININ SEMI-KANTITATIF PCR ve qPCR YONTEMLERI ile
BELIRLENMESI

Fatma SALARVAN
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
TARIMSAL BIYOTEKNOLOJI
ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS

EKIiM 2021

ANTALYA



T.C.
AKDENIiZ UNIiVERSITESI

Chlamydomonas reinhardtii ARILSULFATAZ GENLERININ EKSPRESYON
DUZEYLERININ SEMI-KANTITATIF PCR ve qPCR YONTEMLERI ile
BELIRLENMESI

Fatma SALARVAN
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
TARIMSAL BIYOTEKNOLOJI
ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS

EKIiM 2021

ANTALYA



T.C.
AKDENIiZ UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

Chlamydomonas reinhardtii ARILSULFATAZ GENLERININ EKSPRESYON
DUZEYLERININ SEMI-KANTITATIF PCR ve qPCR YONTEMLERI ile
BELIRLENMESI

Fatma SALARVAN
TARIMSAL BiYOTEKNOLOJi
ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS

Bu tez Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu (BAP)
tarafindan FYL-2020-5425 nolu proje ile desteklenmistir.

EKiM 2021



T.C.
AKDENIiZ UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

Chlamydomonas reinhardtii ARILSULFATAZ GENLERININ EKSPRESYON
DUZEYLERININ SEMI-KANTITATIF PCR ve qPCR YONTEMLERI ile
BELIRLENMESI

Fatma SALARVAN
TARIMSAL BiYOTEKNOLOJi
ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS

Bu tez 11/10/2021 tarihinde jiiri tarafindan Oybirligi ile kabul edilmistir.

Dr. Ogr. Uyesi Miinevver AKSOY (Danisman)
Doc. Dr. Arzu UNAL
Doc¢. Dr. Hasan MEYDAN



OZET

Chlamydomonas reinhardtii ARILSULFATAZ GENLERININ EKSPRESYON
DUZEYLERININ SEMi-KANTITATIF PCR ve qPCR YONTEMLERI ile
BELIiRLENMESI

Fatma SALARVAN
Yiiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali
Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Miinevver AKSOY
Ekim 2021; 64 sayfa

Arilsiilfatazlar, siilfatt1 diger molekiillerden hidrolize eden enzimlerdir. Bu
enzimler mikroorganizmalar ve hayvanlarda bulunmaktadir, fakat literatiirde bitkilerde
arilsiilfataz enziminin bulunmadig1 ve bitkilerde siilfataz aktivitesinin olmadigi
savunulmaktadir. Insanda arilsiilfataz genlerindeki mutasyonlar farkli hastaliklara sebep
olmaktadir. Bu veriler arilsiilfatazlarin biyoteknoloji, tip ve ziraat alanlarinda 6nemli
enzimler oldugunu gostermektedir. Calismada model organizma Chlamydomonas
reinhardtii genomunda bulunan 19 adet arilsiilfataz (ARS) geni Phytozome veri
tabaninda belirlenmis, gen ve protein sekanslart alinmistir. Literatiirde bunlardan ARS1
ve ARS2 genleri lizerine yapilmis ¢aligmalar bulunmaktadir; bu tez calismast diger 17
gen modeli lizerine yapilan ilk fonksiyonel ¢aligmadir. Biyoinformatik araglarla olasi
protein sekanslarinin domain, motif ve molekiiler filogeni analizleri yapilmistir.
Biyoinformatik ¢aligmalar gen modellerinin arilsiilfataz  proteinleri oldugunu
desteklemistir. Bu genlerin siilfat eksikliginde transkripsiyon seviyelerinde degisiklik
olup olmadigini belirlemek i¢in RT-PCR analizleri yapilmistir. RT-PCR analizleri i¢in
C. reinhardtii hiicreleri, ilk olarak normal besi yerinde (TAP) cogaltilip ardindan
siilfatsiz besi yerine (TAP -S) gecirilmis ve belirli zaman araliklarinda kiiltiirlerden
ornekler alinmistir. Alinan 6rneklerden RNA izolasyonu yapilmig, ardindan RNA’lar
cDNA’ya ¢evrilmis ve cDNA’lar ile PCR reaksiyonlar1 kurulmustur. Sonuglar, 17 ARS
geninden ARS6, ARS7, ARS11, ARS12, ARS13, ARS17 ve ARS19’da siilfatsiz ortamda
transkripsiyonda artis oldugunu gostermistir; fakat bu artis pozitif kontrol genindeki
(ARS2) artis kadar yiiksek degildir. Ilging olarak, diger genlerdeki artis 5. saat siilfat
achiginda goriiliirken, ARS17 genindeki artis 24. saatte goriilmistiir. C. reinhardtii ve
diger organizmalardaki ARS protein dizileri kullanilarak filogenetik agac ¢izilmistir.
Agacta C. reinhardtii proteinlerinin, Volvox carteri proteinleri ile yakin dallarda
oldugu; Homo sapiens ve bakteri tiirleri ile ayr1 grupta kiimelendigi gortilmiistiir. Sonug
olarak C. reinhardtii genomunda 19 ARS geni bulundugu saptanmistir. Bu sonuglar
ilerideki uygulamalara 151k tutacaktir.

ANAHTAR KELIMELER: Arilsiilfataz enzimi, ARS genleri, Chlamydomonas
reinhardtii, Gen ekspresyon analizi, Siilfat eksikligine aklimasyon

JURI: Dr. Ogr. Uyesi Miinevver AKSOY
Doc. Dr. Arzu UNAL
Dog. Dr. Hasan MEYDAN



ABSTRACT

DETERMINATION OF EXPRESSION LEVELS OF Chlamydomonas reinhardtii
ARYLSULFATASE GENES BY SEMI-QUANTITATIVE PCR and qPCR
METHODS

Fatma SALARVAN
MSc Thesis in Agricultural Biotechnology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Miinevver AKSOY
October 2021; 64 pages

Arylsulfatases are enzymes that hydrolyze sulfate from other molecules. These
enzymes are found in microorganisms and animals, but it is argued in the literature that
there is no arylsulfatase enzyme in plants and that there is no sulfatase activity in plants.
Mutations in the arylsulfatase genes in humans cause different diseases. These data
show that arylsulfatases are important enzymes in the fields of biotechnology, medicine
and agriculture. In the study, 19 arylsulfatase (ARS) genes in the genome of the model
organism Chlamydomonas reinhardtii were determined in the Phytozome database, and
their gene and protein sequences were obtained. In the literature, although there are
studies on ARS1 and ARS2 genes; this thesis is the first functional study on 17 other
gene models. Domain, motif and molecular phylogeny analyzes of possible protein
sequences were performed with bioinformatics tools. Bioinformatics studies have
supported that the gene models are arylsulfatase proteins. RT-PCR analyzes were
performed to determine whether there were changes in the transcription levels of these
genes in sulfate deficiency. For RT-PCR analyses, C. reinhardtii cells were first grown
in normal medium (TAP) and then transferred to sulfate-free medium (TAP-S) and
samples were taken from cultures at certain time intervals. RNA was isolated from the
samples taken, then RNAs were converted into cDNA and PCR reactions were
established with cDNAs. Results showed increased transcription in sulfate-free media in
ARS6, ARS7, ARS11, ARS12, ARS13, ARS17 and ARS19; however, this increase is not
as high as the increase in the positive control gene (ARS2). Interestingly, the increase in
other genes was seen at the 5th hour of sulfate starvation, while the increase in the
ARS17 gene was seen at the 24th hour. Phylogenetic tree was drawn using ARS protein
sequences from C. reinhardtii and other organisms. In the tree, C. reinhardtii proteins
are in close branches with Volvox carteri proteins while they were clustered in a
separate group with Homo sapiens and bacterial species. As a result, 19 ARS genes
were found in the C. reinhardtii genome. These results will shed light on future
applications.

KEYWORDS: Acclimation to sulfate rate, Arylsulfatase enzyme, ARS genes,
Chlamydomonas reinhardtii, Gene expression analysis
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler
% : Yiizde oranti
< : Kiigiiktiir
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OH" : Hidroksit iyonu
O-S : Oksijen-siilfiir bagi
rpm : Dakikadaki devir sayisi
S : Stilfiir
SO4? : Siilfat iyonu

Tezde kullanilan ondalik ayrag noktadir. Ornegin; 8.60
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GIRIS F. SALARVAN

1. GIRIS

Diinyada yasami destekleyen en yaygin canli tiirlerinden olan yegane olgu
alglerdir. Algler fotosentez ile atmosfere net oksijen saglayan organizmalardir. Algler,
giines enerjisi sayesinde fotosentez yaparak karmasik yapili seker halinde besin maddesi
tiretmeleri sebebiyle ¢cok onemli bir yere sahiptirler. Mikroskobik alglerin Diinya’nin
oksijen kaynagi olmalarinin yani sira atmosferik karbondioksitin depolanmasinda da
onemli bir role sahiptirler. Besin zincirinin ilk halkasidirlar ve yasam dongiileri sona
erdiginde ¢ogunlukla bakteri ve mantarlar tarafindan ayristirilmaktadirlar. Bu nedenle
yasam dongiilerini kontrol eden ¢evresel faktorler ekoloji i¢in oldukc¢a Onemlidir.
Yasam dongiilerinin sonunda deniz ortaminda dip ¢amuruna katki yaparlar ya da
denizdeki besin tuzu deposuna geri donerler. Karbon dongiisiine katkilar1 ise ¢ok daha
uzun siireglerde olur (Thao vd. 2017).

Deniz bilimleri alaninda kiiresel katkilar1 oldugu bilinen algler, son senelerde
diinyada insan niifusu ve enerji talebi artik¢a yeni bir dogal enerji kaynag: olarak ilgi
¢cekmektedir. Alglerin diger fotosentez yapan bitkilere gore iistiinliigii CO2 sabitleme
orani, glines 15111 depolamasi ve enerjiye doniistiirme oraninin daha yiliksek olmasina
dayanmaktadir. CO; sabitleme orani algler i¢in %3, bitkiler i¢in ise %0.2-2
araligindadir (Saydam ve Senyuv 2002). Y1l boyu kiiltiire alinabilmeleri, tarima uygun
olmayan alanlarda {retilebilmeleri, suyu ve giines enerjisini en verimli kullanan
sistemler olmalar1 nedeniyle; enerji kaynagi, giibre, yem hammaddesi gibi alanlarda
kullanilmaktadir (Santos vd. 2015).

1.1. Siilfiir ve Onemi

Siilfiir, kiiresel ekosistemde dolasan onemli bir unsurdur (Sekil 1.1). Silftr
dogada hem organik hem de inorganik formlarda bulunmaktadir. (Takahashi vd. 2011).
Siilfat (SO472) +VI redoks durumunda siilfiir igerir. Siilfat; dogada en oksitlenmis ve en
yaygin olarak bulunan siilfiir formudur. Bitkiler ve mikroorganizmalar, siilfatin siilfite
indirgenmesini ve organik metabolitlere katilmasini saglarlar. Sekil 1.1.’de gértldigi
gibi siilfat, bitkiler (yesil ok) ve algler (mavi ok) tarafindan asimile edilir. Toprak
mikroorganizmalari, dissimilatif reaksiyonlarda siilfiir kullanir ve organik siilfatin
inorganik (iyonik) formlarmma mineralizasyonunu saglarlar. Silfiir atmosfere
okyanuslardan, volkanlardan ve antropojenik aktiviteler yoluyla ugucu bilesikler olarak
saliabilir. Ucucu siilfiir bilesikleri atmosferde siilfata oksitlenir (Takahasi vd. 2011).

Atmosphere

Sekil 1.1. Siilfatin dogadaki biyojeokimyasal dongiisii
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Siilfatin siilfite indirgenmesi, enerjiye bagimli asimilatif bir islemdir. Etgiller,
bitkiler tarafindan {iretilen indirgenmis siilfiir bilesiklerine ihtiya¢ duymaktadir. Atik
bitki ve hayvan kalintilarindaki organik siilfiir, mikroorganizmalar tarafindan
aynistirilabilir ve daha sonra inorganik siilfata doniistiiriilebilir. Anaerobik ortamda,
stilfat ve siilflir azaltic1 bakteriler dissimilatif siilfat azalmasindan enerji elde edebilir,
siilfiir de atmosferde ¢evrilir. Algler, bir kism1 atmosfere salinan dimetilsiilfiir (DMS)
olarak ugucu hale gelen dimetilsiilfoniopropionati (DMSP) sentezler (Sekil 1.1.).
Volkanlardan ¢ikan siilfiir ve siilfiir dioksit gazlari, kaplicalar ve agir endiistriler ugucu
stilfiiriin ek kaynaklaridir. Bu ucucu bilesikler atmosferdeki siilfata oksitlenir ve yagmur
yagarken biyosfere geri doniistiiriilir. Bu nedenle siilfiir toprak, su ve atmosferik
ortamlarda kiiresel olarak mineraller ve ugucular olarak ¢evrilir ve canli organizmalarin
asimilatif ve yayict yollarinda metabolize edilir (Leustek vd. 2000; Saito 2004;
Giordano vd. 2005; Norici vd. 2005).

Siilfir tim canli organizmalarda oldugu gibi bitkiler i¢in de temel bir besin
elementidir. Kiikiirdiin bitkiler i¢in mutlak gerekli bir besin elementi oldugu 1800’1
yillardan beri bilinmesine karsin toprak verimliligi acisindan gereken Onem
gosterilmemistir. Siilfiir bitkide bir¢ok protein, koenzim, tioredoksin ve siilfolipidlerin
yapisinda bulunmaktadir. Kiikiirdiin peptidlerin sentezinde, redoks reaksiyonlarinda,
protein yapisinin dayanikliliginda ve disiilfit baginin (S-S) olusumunda ¢ok dénemli rolii
bulunmaktadir (Zhao vd. 1999).

Siilfiir topraktaki yiiksek pH problemini ¢oziimlemede énemli bir yere sahiptir.
Kiikiirdiin toprag: asitlestirme etkisi vardir. Siilfiir, su ve oksijen bulunan ortamlarda
toprak bakterileri (Thiobacillus spp.) tarafindan oksidasyona ugratilarak, siilfiirik aside
dontisiir ve boylece toprak pH’simi diisiirerek toprakta baglanmis bitki besin
maddelerinin bitki tarafindan alinabilir hale gelmesini saglamaktadir (Anonim 1).
Yapilan caligmalardan elde edilen sonugclar, toprak ve bitkide stilfiir noksanliginin son
yillarda gittik¢e yayginlagtigini ortaya koymustur (Eraslan vd. 2008).

Chlamydomonas reinhardtii toprakta yasayan bir yesil alg tiirii oldugu igin
biyogiibre olarak kullanilabilme potansiyeli oldugu disiiniilmektedir. Topraktaki
biyolojik aktivite cogunlukla yiizey topraginda yogunlagmistir. Biyolojik unsurlar
toplam toprak hacminin ¢ok kiiglik bir kismini (< % 0.5) kapsarlar ve topraktaki toplam
organik maddenin %10’dan daha azin1 meydana getirirler (Sonmez 2014). Bu biyolojik
ogeler baglica toprak organizmalarindan, 6zellikle de mikroorganizmalardan
olusmaktadir. Topraktaki 6nemsiz sayilabilecek varliklarina ragmen, mikroorganizmalar
nitrojen, siilfiir ve fosfor dongiisii ile organik kalintilarin ayrismasinda anahtar rol oynar
ve boylece kiiresel dlgekte besin ve karbon dongiisiine etki ederler (Pankhurst vd. 1997,
Nielsen ve Winding 2002). Cogu kez tahmin edilemez dogalarmin ve biyosentetik
kapasitelerinin benzersiz olusu mikroorganizmalar1 hem yasam bilimlerinde hem de
diger alanlarda 6zellikle zor problemleri ¢6zmek iizere uygun adaylar haline getirmistir
(Higa ve Parr 1994). Kimyasal giibre ve pestisitlerin kullanimindan kaynaklanan
problemlerin ortadan kaldirilmasinda mikroorganizmalarin kullanigh olduklarinin
bilinmesinden bu yana, tarimsal siirdirilebilirlik adina biyolojik alternatifler
arastirilmig, gelistirilmis ve uygulandiklari kosullara adaptasyon saglamalarina dair
calismalar hiz kazanmistir (S6nmez 2014). Biyogiibre, aktif ya da pasif durumdaki
bakteri, fungus, aktinomiset ve alg gibi mikroorganizmalar1 tekli veya kombine halde
biinyesinde bulunduran iiriinler i¢in kullanilan kapsamli bir terimdir. Bunun yaninda,
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biyogiibreler ‘biyo-inokulantlar’ ya da ‘mikrobiyal kiiltiirler’ olarak da bilinmektedirler
(Sonmez 2014). Son olarak biyogiibreler; toprak, tohum ya da bitki yiizeylerine
uygulandiginda igerdigi canli mikroorganizmalarin rizosfer ya da bitki icerisinde
kolonilesmesiyle konukgusu oldugu bitkiye temel besinlerin saglanmasinda artis
gerceklestirerek gelisimi tesvik eden biyolojik maddelerdir (Vessey 2003).

Anlasildig gibi siilfiir canlilar igin vazgegilemez bir makro elementtir. Inorganik
stilfat ancak bitkiler ve fotosentetik mikroorganizmalar tarafindan rediikte edilerek diger
molekiillerin sentezinde kullanilabilir; hayvanlar ise siilfat iceren proteinleri yiyerek
stilfat ihtiyaglarmi karsilarlar (Leustek vd. 2000; Takahashi vd. 2011). Bu sebeple
dogadaki siilfiir dongiisii i¢in fotosentetik organizmalarin bu aktiviteleri ¢ok dnemlidir.
Siilfat eksikligi bitki gelisimini negatif yonde etkilemektedir (Zhao vd. 1999;
Nikiforova vd. 2003; Maruyama-Nakashita 2017). Siilfat eksikligi altinda, toprakta
bulunan mikroorganizmalar organik molekiillerin yapisinda bulunan siilfati alinabilir
forma doniistiirmek i¢in hiicre disina siilfataz enzimleri salgilayarak besin eksikligine
aklimasyon saglayabilirler. Diger bir deyisle arilsiilfatazlar, bitkilerin topraktan siilfat
alimi igin gerekli enzimlerdir. Fakat literatiirde bitkilerde arilsiilfataz enzimi
bulunmadigi ve bitkilerin siilfataz aktivitesinin olmadigi savunulmaktadir (Knauff vd.
2003). Bu durumda bitkiler siilfat eksikligi altinda toprak mikroorganizmalarinin
stilfataz aktivitesine ihtiya¢ duyarlar. Toprak mikroorganizmalarinin aktiviteleri bitki
beslenmesi i¢in dnemlidir.

Bu caligmada, tek hiicreli mikroskobik bir yesil alg olan Chlamydomonas
reinhardtii secilmistir. C. reinhardltii, tek bir kloroplasta sahip, tek hiicreli, 6karyotik bir
alg olup, akuatik sistemlerde yaygin olarak bulunur. Bu tiir fotosentez, hiicre dongiisii
ve flagellar siire¢ calismalar1 da dahil olmak tizere hiicre fizyolojisi ve biyokimyasinin
bir¢ok alaninda model organizma olarak kullanilmistir (Harris 2001). Daha da 6nemlisi,
bir okaryotik tek hiicreli organizma modeli olan C. reinhardtii toksikoloji, abiyotik
strese tolerans veya organik ve inorganik kirli sularin remediasyonunda siklikla
kullanilmaktadir (Mendez-Alvarez vd. 1999; Wang vd. 2007). C. reinhardtii, metaller
gibi dogal toksik maddelere sahip cesitli ekotoksikolojik arastirmalarda da kullanilmigtir
(Szivak vd. 2009).

Calismada model organizma C. reinhardtii genomunda 19 adet arilsiilfataz geni
(ARS) belirlenmistir. Bu genlerden ARS1 ve ARS2 genleri {lizerine yapilmis ¢alismalar
bulunmaktadir (de Hostos vd. 1988; Aksoy vd. 2013), fakat diger gen modelleri tizerine
yapilmis fonksiyonel calisma literatiirde mevcut degildir. Amacimiz diger gen
modellerinden mRNA {iretilip iiretilmedigini Saptamak ve transkript diizeylerinin siilfat
eksikligi altinda degisip degismedigini RT-PCR c¢alismalariyla molekiiler diizeyde
belirlemek olmustur. Ayrica biyoinformatik ydntemler kullanilarak bu genlerden
sentezlenen olas1 protein sekanslarinin siilfataz domaini, siilfataz motifi ve molekiiler
filogeni analizleri yapilmistir.

Tezin ilerleyen béliimlerinde, konu ile ilgili terimler hakkinda genel bilgiler
verilmis, daha once yapilan ¢aligmalara deginilmis, calismada kullanilan materyaller ve
yontemler detayli olarak anlatilmis ve yapilan analizler dogrultusunda elde edilen
veriler birbirleri ile karsilastirilip saptanan sonuglar sunulmustur.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Mikroalgler

Mikroalglerin tiremesini ve gelismesini diizenleyen en 6nemli parametrelerinden
biri besin miktar1 ve kalitesidir. Laboratuvar kosullarinda mikroalglerin yetistirilmeleri
ve bliylimeleri i¢in s6z konusu besleyici maddelerin tiimiiniin uygun konsantrasyonda
saglanmasi gerekmektedir. Ureme ortamlarinda azot, fosfor, siilfiir ve iz element
kaynaklarmin varligi mikroalglerin tiremeleri i¢in 6nem tasimaktadir (Deng 2012; Blair
2013). Silfir agirhikli olarak proteinlerde, siilfolipidlerde ve gesitli koenzimlerde
bulunan 6nemli bir elementtir.

Algler, sucul ekosistemlerde giines 15181 ve karbondioksiti kullanarak organik
molekiiller sentezleyen birincil ireticiler olarak onemli ekolojik rol oynamaktadirlar
(Lewis 1995; Fuentes-Griinewald vd. 2012). Algler 6karyotik organizmalarin biilyiik ve
cesitlenmis bir grubu olup klorofil igerirler ve oksijenik fotosentez yaparlar (Madigan
ve Martinko 2012). Mikroalgler, hem tatli su hem de deniz ortamlarina dagilmus,
organizasyon ve yasam alanlarinda cesitlilik gosteren, fototrofik okaryotik mikroalgler
ve prokaryotik siyanobakteriler olarak genis bir organizma kategorisini olusturur (Lee
2008). Mikroalglerin biyogesitliligi yaklasik 200.000-800.000 tiir olarak tahmin
edilmektedir ve bu tiirlerden yaklagik 50.000°i tanimlanmistir (Starckx 2012).

Basit yapili, tek hiicreli mikroalgler hizli biiytimeleri, yiiksek tireme hizlart ile
bir¢cogu gida sektdriinde degerlendirilir ve igerdikleri pigment maddeleri, antibiyotikler,
vitaminler nedeniyle de tip, eczacilik alanlarinda ve kozmetik iirtinlerinde katki maddesi
olarak kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda algler biyoteknoloji alaninda insan ve hayvan
gidast olarak degerlendirilmektedir. Ozellikle de birgok iilkede besin kaynagi olarak
tiiketilmektedir, Ornegin Japonya gibi Uzak Dogu iilkelerinde goriilmektedir.
Mikroalgler, diger bir alternatif olarak tarim alanlarinda da organik giibre olarak
degerlendirilmektedir (Kargin 2006).

Sekil 2.1.’de goriildiigli gibi genel olarak, mikroalglerin tliremesi dort fazdan
olusur; gecikme fazi (lag), iissel faz (log veya exponential), duragan faz (stationary) ve
olim fazidir (lysis). Homojen bir alg kiiltiirii genellikle birbirinden ayri olmayan ve
uzunlugu biiyiime kosullarina bagli olarak degisebilen bir {ireme modeli izlemektedir
(Moazami vd. 2012).
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Sekil 2.1.°de goriildiigii gibi ilk asama, hiicrelerin yeni ortama uyum saglamasi
gereken gecikme fazi (lag)’dir. Gecikme fazinin uzunlugu, yeni ortamin bir onceki
ortamdan ne kadar farkli olduguna ve inokiilasyon zamanindaki hiicrelerin fizyolojik
yasina baglhidir. Hiicreler yeni bir kiiltiirii asilamak i¢in kullanildiginda ¢ok geng veya
yasliysa, daha uzun bir gecikme fazina sahip olacaktir (Sevgi 2019). Ureme
modelindeki bir sonraki asama, hiicrenin 6zgiil ireme oraninin yeni ortama daha c¢ok
adapte oldugu hizlanan iireme fazidir. Bu fazda hiicreler iistel biiylimenin oldugu log
fazina girerler. Bu faz boyunca, hiicreler ortama tamamen adaptedirler ancak alg kiiltiiri
yogunlugu tiim hiicrelere 151k gegirimini engelleyecek kadar yogun degildir. Uremekte
olan hiicreler, lireme igin gerekli besinleri kullanarak heniiz limitli iireme haline
gegmemistir (Sevgi 2019). Bir sonraki asama, spesifik tireme hizinin daha dogrusal
oldugu azalan log fazidir. Bu faz hiicrelerin olduk¢a yogun olmaya basladigi ve 1s1k
sinirlamalar1 oldugunda meydana gelir. Bu noktada, hiicreler bir yandan besin
maddelerinin ¢ogunu kullanirken bir yandan da {iremeyi sinirlandirabilecek artan
miktarda toksik atigi serbest birakirlar. Hiicreler 1s18in sinirli oldugu bir noktaya
ulastiginda, bir iireme dengesinin elde edildigi duragan faza ulasmiglardir. Olmekte olan
hiicrelerin bozunmasi, biyokiitlenin artmasin1 saglar, bu da iireme egrisinin, azami
erisilebilir alg konsantrasyonunu temsil eden bir noktaya yiikselmesine neden olur. Bir
sonraki agsama, alg hiicrelerinin daha fazla 6lmeye basladigi hizlandirilmis 6liim fazidir,
bu fazda alg, iiremesini inhibe eden materyalleri kiiltiire salmaktadir (Sevgi 2019). Son
olarak, hiicreler 6liim oranmin istel oldugu 6lim evresine ulasir ve tamamen oOliir

(Becker 1994).

Ureme egrisinin asamalarindaki renk farkliliklari gozle algilanabilir, ancak
bunlarin timii net olarak ayirt edilememektedir. Algal kiiltiirler ¢ok soluk bir yesil
olarak baslar ve yogunlastikga daha koyu yesil olurlar. Bu noktada fazlarda bir fark
tespit etmek zordur, kiiltiir 6lim fazina girdiginde sarimsi kahverengiye doniismeye
baslar. Hiicreler daha ¢ok dldiikge, kiiltiir giderek daha az yesil ve daha fazla kahverengi
hale gelmektedir (Sevgi 2019).

2.2. Model Organizma Chlamydomonas reinhardtii

Chlamydomonas cinsinin tiirleri gegmiste sadece morfolojik 6zelliklerine gore
tanimlanmustir. Cinsin temel 6zellikleri esit uzunlukta iki on flagella, bir veya daha
fazla pirenoidi ¢evreleyen bir bazal kloroplast ve ayri bir hiicre duvar ile tek hiicreli bir
Klorofittir (Harris 2001; Harris vd. 2009) (Sekil 2.2.). C. reinhardtii’nin siniflandirma
bilimindeki yeri su sekildedir:

Ust Alem: Eukaryota

Alem: Plantae

Boliim: Chlorophyta

Siif: Chlorophyceae

Takim: Chlamydomonadales

Familya: Chlamydomonadaceae

Cins: Chlamydomonas

Tiir: Chlamydomonas reinhardtii (Dangeard 1888).
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Chlamydomonas reinhardtii, yaklasik bir milyar yil 6nce kara bitkilerinden
ayrilan bir mikro yesil algdir. C. reinhardtii, tek bir kloroplasta sahip, dkaryotik bir alg
olup, toprakta yaygin olarak bulunmaktadir (Yilmaz 2018). Bu tiir fotosentez, hiicre
dongiisii ve flagellar siire¢ ¢alismalar1 da dahil olmak iizere 1950’lerden beri hiicre
fizyolojisi ve biyokimyasmin bircok alaninda bitki model organizma olarak
kullanilmistir (Harris 2001). Kloroplast bazli ¢aligma i¢in bir model sistem olmasinin
yani sira Okaryotik kamginin yapisi, montaji ve fonksiyonu ve fotosentez gibi bir¢ok
biyolojik proseslerin arastirilmasinda uzun zamandir model organizma olarak
kullanilmaktadir (Merchant vd. 2007).

Chlamydomonas cinsi, tatli ve tuzlu sularda yasayan, yaklasik 500 tiir i¢eren, tek
hiicreli ve hareketli mikroalglerdir. Hiicreler genellikle kiiresel, oval veya dikdortgen
bi¢imli olmakla birlikte, elipsoidal, piriform gibi diger formlar1 da mevcuttur (Duygu-
Yal¢m ve Ozer 2018). Hiicre duvari ince ve piiriizsiiz olup, en biiyiik yapisal bileseni
glikoproteindir. Chlamydomonas tiirleri biyomaslarinda lipitler, yag asitleri, vitaminler,
karotenoidler ve diger hiicresel bilesikleri biriktirir ve algal biyohidrojen ile biyofuel
tiretiminde degerlendirilmektedir (Brown ve Robert 2002; Stephens vd. 2010). C.
reinhardtii; genetik ¢alismalar, hiicre etkilesimi, gevresel kosullarin degisimi ile tepki
mekanizmasi ¢aligmalari, hiicre ve molekiiler biyoloji aragtirmalari i¢in gii¢lii bir model
sistemi olusturmaktadirlar (Gross vd. 1988). C. reinhardtii tiri farkli ortamlarda
yasayabilir ve ¢evresel kisitlamalara karst adaptasyonu yiiksek ve hizlidir. Laboratuvar
ortamlarinda ucuz besi yerlerinde hizli ve kolay tiredigi i¢in ¢alisma materyali olarak
tercih edilmektedirler (Merchant vd. 2007; Bhamawat 2010; Meslet-Cladiere ve Vallon
2011). C. reinhardtii’nin biitiin bu 6zellikleri goz 6niine alindiginda ¢aligmalarimiz bu
tiir lizerinde yogunlagmistir.

Sekil 2. 2. C. reinhardtii gamet ciftlerinin faz kontrast mikroskop goriintiisii (Aksoy vd.
2021)

C. reinhardtii Chlamydomonas'in baskin laboratuvar tiirii olarak ortaya
¢ikmistir. Bunun sebebi, esas olarak tek karbon kaynagi olarak asetat ile fotosentez
yapmadan iireyebilme yeteneginden dolayidir (Sevgi 2019). Tek kloroplasta sahip
olmasi ve fotosentez aparatinin yiiksek oranda korunmus olmasi, C. reinhardtii’nin,
ozellikle fotosentez, kloroplast biyogenezi ve kloroplast gen ekspresyonunun niikleer
kontrolii alaninda c¢alismay1 kolaylastirmistir (Herrin ve Nickelsen 2004; Eberhard vd.
2008). Kazanilan teknikler birgok bitkiyle ilgili konuda arastirmalarin bu model
organizma kullanilarak yapilmasini saglamistir. C. reinhardtii’nin genom sekanslamasi
2007 yilinda tamamlanmis (Merchant vd. 2007), yaymlanmis ve su anda kullanima
aciktir. Giinlimiizde yabanil tiir, mutant suslar ve transformasyon caligmalar1 ig¢in
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plazmid yapilarini igeren arastirmacilarin kullanimina agik ¢evrim i¢i veri tabanlari
mevcuttur. Daha yiiksek bitki model organizmalar1 yerine basit tek hiicreli yesil algle
calismay1 destekleyen ortak motivasyon, mikrobiyal bir sistemin (hizli kiiltiirleme,
kolay teknikler) ve gen ailesinin daha az karmasik olmasimin getirdigi bir avantajlar
olmaktadir (Sevgi 2019). Son yillarda gelistirilen genetik teknikler C. reinhardtii’nin
biitiin genomlarmni (niikleer, kloroplastik ve mitokodrial) manipiilasyona uygun hale
getirmistir (Fuhrmann vd. 1999). Ayrica, kimyasal ve insersiyonel mutagenez igin var
olan metodlar, RNA interferans, amiRNAs ile gen susturulmasi metodlarn1 C.
reinhardtii’ye 6nemli bir pozisyon saglamistir (Merchant vd. 2007, Neupert vd. 2012).

Birgok alg gibi C. reinhardtii de ¢esitli beslenme streslerine uyum saglama
kapasitesine sahiptir. Periplazmik karbonik anhidraz {lireterek ve inorganik karbon
tasinim seviyesini ylkselterek diisiik CO2'e cevap verir. Siilfat yoksunlugu kosullari
altinda da boliinmeyi durdurur, biiyiir, nisasta biriktirir, arilsiilfataz iiretir ve siilfatin
daha hizli tasinmasi i¢in kapasitesini artirir (de Hostos vd. 1988). C. reinhardtii besin
eksikligine aklimasyon mekanizmalarinin arastirilmasinda da model olarak
kullanilmistir. Bu mikroalg siilfat eksikligi altinda ekstraseliiler arilsiilfataz
salgilamaktadir (de Hostos vd. 1988). Arilsiilfataz aktivitesi ile ilgili olarak iki ARS
geninin (ARS1 ve ARS2) transkripsiyonunda artis oldugu gézlenmistir (Aksoy vd. 2013;
Aksoy vd. 2014). C. reinhardtii genomunda ARS1 ve ARS2 genlerine ilave olarak 17
ARS geni daha mevcuttur. ARS genlerinin aktivitesinin ¢6ziimiinde bitki model
organizmast olarak basit, tek hiicreli fotosentetik bir mikroorganizma olan C.
reinhardtii kullanilmstir.

2.3. Chlamydomonas reinhardtii’nin Yasam Dongiisii

C. reinhardtii yabanil tipi, i¢erigi tanimlanmig siv1 veya agar ortamda, notr pH'ta
kolaylikla tireyebilmektedir ve ek vitamin veya kofaktor gibi herhangi bir gereksinime
thtiyac duymamaktadir (Harris 1989). Asetat, yabanil tip suslar tarafindan bir karbon
kaynagi olarak kullanilabilir, karanlikta da iireyebilirler ve fotosentez yapabilme 6zelligi
bloke edilen suslar asetat saglandiginda canli kalabilir. Ancak 1siktaki biiyiime asetatl
veya asetatsiz karanliktaki tiremeden daha hizlidir (Sevgi 2019). Optimal iireme
sicakligl 20-25°C arasindadir. Yeterli sicaklik ve 1gikta, ortalama 6-8 saatte bir hiicre
sayist iki katina ¢ikmaktadir. Isik ve besin kiiltiirden ¢ikarilsa bile bdliinme devam eder.
Belirli bir dongiide yer alan birbirini izleyen boliinmelerin sayisi, G1 fazinda erisilen
hiicre boyutuna baghdir (Goto ve Johnson 1995). C. reinhardtii'de mitoz gelisimi
1968'de Johnson ve Porter tarafindan tarif edilmistir (Harris 1989). C. reinhardtii
hiicreleri haploittir ve iki adet genetik olarak sabitlenmis eslesme tiirleri vardir. Bunlar
MT+ ve MT- olarak tanimlanirlar (Sekil 2.3.). Esleme lokusu, hiicre tanima ve
flizyonunda, zigospor olgunlagmasinda, organel genlerinin esleme kontroliinde ve
kalittminda etkili olup yaklastk 1 megabaz gen iceren kompleks bir bolgede
bulunmaktadir. (Campbell vd. 1995, Goodenough vd. 1995, Kurvari vd. 1998). MT+ ve
MT- gametler, baslangicta seksiiel aglutinin proteinlerinin aracilik ettigi bir reaksiyonla
flagella uzunluklar1 boyunca eslesir. Flagella eslesmesi, yogun olarak arastirilan bir
cAMP aracili sinyal transdiiksiyonu (sinyal iletimi) baslatir (Quarmby 1994, Wilson vd.
1999). Eslesmeyi flagellar uglarda morfolojik bir degisim (aktivasyon) ve hiicre
¢eperinin bir gamete spesifik litik enzim tarafindan ¢oziinmesi takip eder (Harris 1989).
Eslesme partnerlerinin fiizyonu, hiicrelerin 6n uglarinda eseye 6zgii yapilarda baslar ve
onden arkaya dogru lateral olarak devam eder. Yeni olusmus diploid zigot, bir saat
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sonra dort flagellali bir hiicre olarak hareket etmektedir (Wilson vd. 1997; Wilson ve
Snell 1998).
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Sekil 2. 3. C. reinhardtii’nin yasam dongiisii (Lee vd. 2008)

Zigot spesifik transkriptler ile gamet flizyonu dakikalar i¢inde olusur (Kuriyama
vd. 1999). Sert ve gegirimsiz bir zigospor ¢eperinin olusumu baslar, kloroplastlar
pargalanir gibi goriiniir, klorofil kayb1 meydana gelir ve lipit cisimleri 4 ila 6 giin
boyunca birikir. Chlamydomonas'in eseysel tiirlerinde zigospor ¢eperinde olumsuz
cevresel kosullara kars1 koruma saglanir. Vejetatif hiicre geperi gibi, C. reinhardtii'nin
zigospor ¢eperi de hidroksiprolin agisindan zengin glikoproteinler igerir. Zigosporlar
uzun yillar toprakta yasayabilir (Harris 1989).

2.4, Arilsiilfataz Enzimi ve Onemi

Enzimler, canli hiicreler tarafindan sentezlenen, hemen hemen tamami
proteinlerden olusan biyolojik katalizorlerdir. Katalizér islevini, kimyasal
reaksiyonlarin aktivasyon enerjisini diislirerek reaksiyonu hizlandirmak yoluyla
gosterirler. Reaksiyon sirasinda herhangi bir degisiklige ugramadan reaksiyondan ayni
sekilde c¢ikarlar, bu sayede tekrar tekrar kullanilabilen biyomakromolekiillerdir. Hiicre
icinde (intraseliiler) islev gordiikleri gibi, hiicre disinda (ekstraseliiler) da aktivite
gosterebilirler (Aric1 2007).

Siilfataz enzimi, organik siilfat esterlerinin hidrolizini katalizler ve ester tipine
gore arilsiilfatazlar, alkilsiilfatazlar, steroid siilfatazlar, gluko siilfatazlar,
kondrosiilfatazlar ve mirosiilfatazlar olarak simiflandirilmistir. Topraklardaki siilfiiriin
%A40''mdan fazlas1 organik ester formundadir ve bunlarin yarisini arilsiilfatlar
olusturmaktadir (Sevgi 2019). Arilsiilfatazlar, siilfat esterlerini hidrolizleyerek siilfat
mineralizasyonunu gerceklestirdiginden ¢ok onemli enzimlerdir. Arilsiilfataz enzimi
ayrica potasyumnitrofenil stilfat, potasyumfenil siilfat, potasyum nitrokatekol siilfat ve
potasyum fenolftalein siilfatin da hidrolizlerini katalizler.

Arilsiilfataz, toprakta S doniisiimiinde gorev alan ekstraseliiler bir enzim olup,
organik S formlarindaki O-S baglarin1 kirarak bunlarin hidrolizini saglayan ve siilfat
(SOs?) olusumunu saglayan enzim olmasi dolayisiyla diger siilfatazlardan
ayrilmaktadir. Topraktaki bu etkisinden otiirii toprak verimliligine biiylik katkilari
bulunmaktadir (Tabatabai ve Dick 1982). Arilsiilfataz (ENZYME entry: EC.3.1.6.1)’1n
katalizledigi doniisiimsiiz hidroliz reaksiyonu asagidaki gibidir:

H.0 + Aryl-O-SO32-> Aryl-OH + SO42 + H* (de Hostos vd. 1988).



KAYNAK TARAMASI F. SALARVAN

Aciga cikan siilfat yliksek yapili bitkiler ve toprak mikroorganizmalarinin
kullanimina hazir hale gelir. Arilsiilfatazlar, mikroorganizmalar ve hayvanlarda tespit
edilmistir (Tabatabai ve Bremner 1970). Fakat literatiirde bitkilerde arilsiilfataz enzimi
bulunmadig: ve bitkilerin siilfataz aktivitesinin olmadigi savunulmaktadir (Knauff vd.
2003). Arilsiilfataz aktivitesi toprak derinligi ile diismekte ve toprak organik karbonu,
toplam azot ve katyon degisimi kapasitesi ile belirgin bir korelasyon gostermektedir
(Tabatabai ve Bremner 1970b; King vd. 1980; Appiah ve Ahenkorah 1989). Yapilan
calismalara gore siilfat topraktaki arilsiilfataz aktivitesini sinirlamaktadir (Dodgson ve
Rose 1976; Fitzgerald 1976; Jarvis vd. 1987). Topraktaki siilfiir mineralizasyonunda
arilsiilfataz  aktivitesinin O6nemi yilizeysel topraklarda bulunan toplam siilfiir
¢ogunlugunun organik siilfat formunda bulunmasindan kaynaklanmaktadir (Tabatabai
ve Dick 1982).

Arilsiilfataz ilk kez Hostos vd. (1989) tarafindan ekstraksiyonu yapilmis, siilfatt
aromatik bilesiklerden ayiran periplazmik bir enzimdir. Arilsilfataz 67,6 kDa
biiylikliigiinde olup plazma membranit veya hiicre duvari ile iligkidedir ve hiicre
duvarindan yoksun hiicrelerde ¢evre ortamina neredeyse tamamen salgilanmaktadir (de
Hostos vd. 1988) Aktivitesi tiim hiicrelerde kromojenik substrat 5-bromo-4-kloro-3-
indolil siilfat (XSO4?) ile kolayca test edilebilir, iiriin mavi bir bilesiktir. a-naftilsiilfat
ve ajan olarak bir diazonyum tuzu kullanilmasina dayanan 250 kat daha hassas bir
kantitatif aktivite tayin yontemi de gelistirilmistir. Bu yonteme gore 540 nm absorbansta
kolaylikla aktivite 6lgmek miimkiindiir (Ohresser vd. 1997).

Arilsiilfataz lizerine temel bilimler ve tip alaninda bir¢cok deneysel caligsmalar
yapilmistir. Knauff vd., (2003) yaptig1 ¢alismada; bitkilerde arilsiilfataz aktivitesinin
olmadigini savunmaktadir ve bu durumda bitkiler toprak mikroorganizmalarina bagiml
yasamaktadir. Buna ragmen insan genomunda 17 tane ARS geni oldugu bilinmektedir
(Knauff vd. 2003; Sardiello vd. 2005; Holmes 2017). Bu genlerde olusan mutasyonlar
onemli hastaliklara sebep olmaktadir. Ornegin Metakromatik 16kodistrofi (MLD)
lizozomal enzim arilsiilfataz A (ARSA/ASA) veya aktivatdr proteininin eksikligi
sonucu olusan, otozomal resesif gegisli bir sfingolipit depo hastaligidir. ARSA
enziminin fonksiyonundaki bozukluk sonucu 3-0O-siilfogalaktozil birimi igeren
glikolipitlerin desiilfasyonu hatali olmaktadir. Siilfatli glikolipitler ¢cogunlukla myelin
kiliflarinda ve periferik sinir sisteminde bulunurken, karaciger, bobrek, safra kesesi gibi
i¢ organlarda daha az bulunurlar. MLD hastalifinda pargalanamayan stilfath
glikolipitler dokularda birikir ve ilerleyici demiyelinizasyona neden olur (Ozkan 2013;
Hettiarachchi ve Dissanayake 2019). ARSA, siilfataz ailesine ait bir enzimdir. Bu
ailenin tliyeleri mukopolisakkaridlerin, serebrozitlerin ve steroidlerin dahil oldugu cesitli
siilfat ester baglar1 igeren bilesiklerin hidrolizini gerceklestirir. Bilinen diger sekiz
slilfataz ile insandaki ARSA, %47-59 gibi yiiksek bir dizi benzerligine sahiptir (Franco
vd. 1995). ARSA enziminin kristal yapisi 1998 yilinda agiga kavusturulmustur (Lukatela
vd. 1998).

Bir diger hastalik olan mukopolisakkaridoz (MPS) tip VI veya Maroteaux Lamy
sendromu, nadir goriilen genetik bir hastalik olup ilk olarak 1963 yilinda Fransiz
doktorlar Maroteaux ve ark. (Maroteaux vd. 1963) tarafindan tanimlanmistir. Maroteaux
Lamy sendromu (MPS tip VI), dermatan siilfat birikimi ile sonuglanan, arilsiilfataz B
eksikligi nedeni ile olan bir lizozomal depo hastaligidir. Hastalik otozomal resesif
kalitilmaktadir ve N-asetilgalaktozamin-4-siilfataz (arilstilfataz B veya ARSB)
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lizozomal enzimini kodlayan 5. kromozomda (5913-5q13) yer alan ve 8 ekzondan
olusan arilstilfataz B (ARSB) genindeki mutasyon sonucu olusur (Neufeld ve Muenzer
2001). Enzim eksikligi, glikozaminoglikan (GAG) dermatan siilfatin (DS) lizozomlarda
birikmesine neden olmaktadir ve bunun sonucunda ¢oklu organ ve sistemlerde ¢esitli
belirti ve bulgular ortaya ¢ikmaktadir (Giugliani vd. 2007). Mukopolisakkaridoz tip VI
(MPS tip V1), klinik olarak heterojendir ve tedaviye ne kadar erken baslanilirsa, klinik
sonuglara o derece anlamli etki saglayarak, hastaligin ilerlemesini yavaslattigi gosterilen
galsiilfaz (rekombinant insan ASB, rhASB) varligi nedeni ile MPS tip VI’nin erken
tanis1 6nem tagimaktadir (Mcgill vd. 2010).

Yapilan calismalar arilsiilfatazlarin biyoteknoloji, tip ve ziraat alanlarinda
onemli enzimler oldugunu gostermektedir ve arilsiilfataz genlerin arastirilmasinin 6nem
tasidigini ortaya koymaktadir.

2.5. Chlamydomonas reinhardtii’nin Siilfiir Aklimasyon Mekanizmasi

Yesil alg Chlamydomonas reinhardtii, siilfiir sinirlama tepkisinin molekiiler
mekanizmalarinin ilging bir modelini sunmaktadir (Sekil 2.4.). Daha yiiksek bitkilerden
farkli olarak, C. reinhardtii, siilfat yoksunlugunda siilfiir elde etmek igin arilsiilfataz
kullanarak siilfat esterlerini hidroliz edebilmektedir. C. reinhardtii, siilfiir yoksunluguna
yanit olarak bir periplazmik arilsiilfataz iiretmektedir (de Hostos vd. 1988).

2- - -
a SO~ SO upiEke Arabidopsis
1 g" thaliana
Internal SO42 transport
SO . i

1-\ SLIM7

/\ Nitrogen assimilation

/:\ Photosynthesis

\‘ Auxin
\

S

Jasmonate

Glucosinolate biosynthesis

Chlamydomonas
reinhardtii

Sulfate uptake . _ | Photosynthesis
Sulfur assimilation SARK2-2 ROS

Sekil 2.4. Silfir aghgma (-S) aklimasyondaki diizenleyici yollar ve bilesenler a)
Arabidopsis thaliana ve b) Chlamydomonas reinhardtii. Kirmizi ¢izgiler 6zellikle siilfat
taginmasint  kontrol eden yollar1 ve metabolizmay: gosterir. Gri g¢izgiler, stlflir
eksikliginden etkilenen diger genel yollar gosterir (Takahashi 2011)

Siilfiir smirlama tepkisini kontrol eden diizenleyici bilesenler, arilsiilfataz
ekspresyonunda anormallikler gosteren sac (siilfiir aklimasyonu) mutantlari igin genetik
bir taramadan tanimlanmistir (Davies vd. 1996, 1999). Membrana bagli varsayilan
stilfiir sensorii proteini SAC1, baglangigta genetik taramadan tanimlanmis nedensel bir
gendir (Davies vd. 1996). SACI, siilfiir agligmna alisma yanit1 ile iliskili proteinlerin
ekspresyonunu indiikler ve stilfiirii asimile etme kapasitesi ile es zamanl olarak asagi

10



KAYNAK TARAMASI F. SALARVAN

regiile edilmesi gereken fotosentezi azaltir (Davies vd. 1996). SAC1 altinda diizenleme,
Chlamydomonas hiicrelerinin diisiik siilfiir ortamda alismasi agisindan 6nemlidir, ancak
yiiksek afiniteli siilfat tasiyicilart sacl mutantlarinda aktif kalmistir (Takahashi 2011).
SAC1 benzeri tastyicilarin, SLTI1 ve SLT2'nin daha yeni analizleri, bu SACI
homologlarinin, siilfiir algilama makinelerinin bilesenleri altinda diizenlenmis sodyum /
siilfat kulugka tasiyicilar1 olarak yiiksek afiniteli siilfat tasima aktiviteleri i¢in gerekli
oldugunu gostermektedir (Pootakam vd. 2010).

2.6. Biyoinformatik ve Biyoinformatigin Amaclari

Biyoinformatik, bilgisayar bilimlerini kullanarak biyoloji, kimya ve tip gibi saf
bilim alaniyla iligskilendiren bir ¢alisma alanidir. Biyolojik bilgilerden veriyi organize
etmede, yonetmede ve yorumlamada oOnemli bir rol oynamaktadir. Genomik ve
proteomik gibi terimler biyoinformatik alaninin temelidir (Xia 2017).

Biyoloji giiniimiizde sadece laboratuvarda c¢aligilan bir bilim alani olmaktan
cikmig ve bilgi teknolojisiyle i¢ ige calisan bir bilim dali haline gelmistir.
Bilgisayarlarin ve bilgisayar ile yapilan yOntemlerin, biyolojinin her alaninda
kullanilmaya baslanmasiyla biyoinformatik bilim dali yayginlagsmistir (Kaya vd. 2010).
Biyolojik alanda yapilan c¢alismalar sonucu; diinya capinda yapilan aragtirmalar ve
uygulamalarin verileri artmis ve ¢ok sayida genomik veriler elde edilmistir (Polat ve
Karahan 2009). Biyoinformatik de bu biyolojik olaylara cevap verebilmek igin
bilgisayarlar ve yazilimlarinin kullanilarak biyolojik verilerin depolanmasi ve iglenmesi
stireclerini kapsamaktadir.

Biyoinformatik analizlerinde genel olarak biiyiik veri yapilari {iretilen alanlarda
kullanilir (Baldi ve Brunak 2001). Biyoinformatikte kullanilan yiiksek verimli datalar
genom mimarisi, epigenetik, genomik, ekzom siralama, transkriptomik, ribozom profili,
proteomik, protein (RNA) yapilar1 ve cistrom olarak siralanabilmektedir (Searls 2000;
Xia 2017).

Biyoinformatikten genel olarak faydalanan kapsami genis en biiyiik iki dal
genomik ve proteomik veri analizleridir. Genomik esasinda genomlarin analizi anlamina
gelmektedir (Callow vd. 2000; Dibyajyoti vd. 2013). Genom, nesilden nesile aktarilan
kaliim yapilarin1 kodlayan DNA dizilerinin tamami olarak da tanimlanabilmektedir.
DNA dizilerinde genom i¢inde bulunan tiim genlerin ve bunlarin transkriptlerini
igcermektedir (Attwood 2000). Proteomik ise proteom da bulunan tiim proteinlerin
analizine dayanmaktadir. Proteomik dataya baktigimizda, proteinler, canl
hiicrelerindeki 1s giicleridir ve anormal yapilari genellikle hastaliklarla iligkilidir
(Blundell vd. 2006; Xia 2017).

Biyoinformatik analizler birbirinden ayr1 olarak diisiiniilemez. Ornegin, protein
yapisi tahmini dizi hizalama verilerine bagli iken; gen ekspresyon profilinin kiime
(cluster) analizi ise dizi analizinden elde edilen filogenetik aga¢ olusturma yontemlerini
gerektirmektedir. Dizi esasli promotor tahmini birlikte ifade edilen genlerin fonksiyonel
analizi ile iliskilidir. Genin agiklanmasi, kodlayan ve kodlanmayan dizilerin ayrilmasi,
proteine ¢evrilmis dizilerin tanimlanmasi ve genin, bilinen diger genlerle evrimsel
iliskisinin belirlenmesi gibi pek ¢ok islemi igermektedir (Kaya vd. 2010).
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2.6.1. Calismada kullanilan veri tabanlari, programlar ve algoritmalar

NCBI: Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (National Center for Biotechnology
Information, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Molekiiler biyoloji i¢in ulusal bir kaynak
olarak 1988 yilinda kurulan NCBI, yerel veri tabanlari, biyoloji arastirmalari, genom
veri analizinde yazilim araglart gelisimi ve insan sagligin1 ve hastaliklarini etkileyen
molekiiler siireclerini daha iyi anlayabilmek i¢in biyomedikal bilgilerin yayilmasi
amaciyla calismalarina devam etmektedir. En taninmis protein veri tabanlarindan bir
digeri NCBI’da kurulmustur. Ancak bu veri tabani, tek veri tabami degildir; diger
protein veri tabanlarinda bulunan girdilerin derlenmesiyle olusturulmustur (Selzer vd.
2018).

Phytozome: Bitki genomlariyla ilgili cesitli bilgilerin depolandigi ve karsilagtirmali
analizlerin yapilabildigi bir web platformudur (Goodstein vd. 2012).

SMART (Simple Modular Architecture Research Tool): Protein domainlerinin
tanimlanmas1 ve ek agiklamasi ile protein domain mimarilerinin analizi i¢in kullanilan
bir veri tabanidir (Letunic vd. 2012). Domain; bir proteinin bagimsiz olarak
katlanabildigi ve ¢aligsabildigi sinirli islevsel birimidir.

TMHMM: Transmembran proteinlerinin domainlerini tahmin edebilmektedir (Krogh
vd. 2001). Transmembran proteinlerin tahmin edilmesi, proteinlerin siniflandirilmasi ve
islevlerinin belirlenmesi agisindan biiyilk 6nem tagimaktadir. Biyolojik zarlar, hiicre-
ylizey reseptorleri gibi, hiicrede cesitli islevlere sahip integral proteinleri icermektedir.
Integral zar proteinleri daima hem hidrofilik hem de hidrofobik bdlgelere sahip olan
amfifilik molekiillerdir. Bu proteinler, zarda asimetrik olarak yerlesim gdsterirler; yani
baz1 zar proteinleri zarin sadece bir yiiziinden ¢evreye maruz kalirken, digerleri ise zara
tamamen niifuz etmekte ve hem hiicre-dist hem de hiicre-i¢ci bolgelere maruz
kalmaktadir. Zar1 boydan boya gegen proteinler transmembran proteinler olarak
adlandirilmaktadir.

Pfam: Protein dizisi ailelerinin bir veri tabamidir. Her Pfam ailesi, Hidden Markov
(Sakli Markov Modeli) modeli olarak bilinen istatistiksel bir modelle temsil
edilmektedir (Punta vd. 2012). Pfam veri tabani1 (Finn vd. 2016), protein ailelerini
profillerine gore siniflandirmaktadir ve dizi hizalamalarini temel almaktadir.

Prosite: Isve¢ Biyoinformatik Enstitiisii biinyesinde yerlesim gosteren énemli bir ikincil
veri tabanidir (Sigrist vd. 2013). Proteinlerin siniflandirilmasi, ilgili proteinlerde
korunmus ve genellikle proteinin islevinde dnemli bir role sahip olan 10-20 amino
asitlik kisa dizi bolgeleri gibi tek olarak korunmus motifler kullanilarak
tanimlanmaktadir. Motif(desen); birbiriyle alakali niikleotid veya protein dizilerindeki
kisa bolgelerdir. Motifler genellikle domainlerin yiiksek derecede korunmus bolgelerini
icermektedir. Bilinmeyen proteinlerdeki bu tiir dizi motiflerinin aranmasi ise
bilinmeyen proteinin, bir protein ailesi veya islevi ile iliskilendirilmesi igin ilk ipucunu
saglayabilmektedir (Selzer vd. 2018).

Phobius ve SignalP: Proteinlerin birincil yapisinda sinyal peptidlerin varligini tahmin

etmek icin kullanilan programlardir (Kéll vd. 2007; Petersen vd. 2011). Sinyal
peptidinin varligi, proteinlerin aktivite bolgesi hakkinda onemli bir ipucu vermektedir.
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Bu bilgi daha sonra proteinin islevinin netlestirilmesine ve bdylece, bu proteinin uygun
bir hedef molekiil olup olmadiginin belirlenmesine yardim etmektedir (Selzer vd. 2018).
SignalP programu sinirsel aglarin kullanimina dayanarak tasarlanmistir.

PredAlgo: Tim genom O6l¢eginde proteinlerin hiicre alti lokalizasyon bolgelerinin
tahmin edilmesi i¢in kullanilan bir yazilim programidir. Bu amacgl diger programlar,
kara bitkilerine yoneliktir ve niikleer kodlu alg proteinlerinin lokalizasyonunu yanlis
tahmin edebilmektedir ve birgok kloroplast proteinini mitokondri hedefli olarak
ongormektedir. PredAlgo programi, bu proteinlerin yesil alglerdeki ii¢ hiicre igi
bélmeden -mitokondri, kloroplast ve salgt yolu- birine hiicre i¢i lokalizasyonunu
ongormektedir (Tardif 2012). Bu araci kullanan arastirmacilar, bir hiicredeki proteinin
biiyilk olasilikla nerede lokalize olacagimi bir dereceye kadar sebeple tahmin
edebilmektedirler. Bunun nedeni, proteinlerin, sinyal peptid dizilerini taniyan ve
proteini uygun konuma hareket ettiren hiicre mekanizmas1 tarafindan lokalize
edilmesidir. Sinyal peptidi genellikle hedefe ulasildiktan sonra boliiniir. Protein
lokalizasyonu 6énemlidir ¢ilinkii bir proteinin sahip olabilecegi dnerilen bir rolii destekler
(Horton vd. 2007). Niikleer kodlu C. reinhardtii proteomunun yaklagik %18'inin
kloroplasta ve %15'inin mitokondriye hedeflendigi tahmin edilmistir. (Tardif 2012).

ClustalW/ Clustal Omega: Ikiden fazla niikleotid veya protein dizisini karsilastirmak
icin, tiim diziler ¢iftler halinde karsilastirilabilir ve daha sonra bu hizalamalar
incelenebilir. Bu amagla bilinen en iyi programlardan biri ClustalW’dir (Thompson vd.
1994). ClustalW, giintimiizde yerini Clustal Omega’ya (Sievers vd. 2011) birakmustir.
Bu programlar, benzer dizilerin ¢ogunlukla homolog oldugu gerceginden hareket
etmektedir. Coklu hizalamanin temelini, biitiin  dizilerin ikili hizalamalar1
olusturmaktadir. Daha sonra diziler arasindaki evrimsel iligkileri gdsteren bir filogenetik
agac olusturulmaktadir.

Clustal Omega programi kullanilarak filogenetik aga¢ olusturulmus ve
organizmalar arasindaki filogenetik iliskinin ve bunlarin atalarmm analizi
gergeklestirilmistir.

RNA-Sekans Yaklasimi (RNA-Seq): Yakin zamanda gelistirilen derin dizileme
teknolojileri  kullanarak genom c¢apinda transkriptom profillemesi saglayan bir
yaklagimdir (Wang vd. 2009). RNA-Seq, transkript seviyelerinin ve bunlarin
izoformlariin diger yontemlerden ¢ok daha hassas bir 6l¢iimiinii saglamaktadir. RNA-
Seq yaklasimi, birka¢ Okaryot transkriptomunu karakterize etmede simdiye kadar
yapilan ilerlemeleri agiklamaktadir (Wang vd. 2009). Gonzalez-Ballester vd. (2010)’nin
caligmasinda, C. reinhardtii’nin besin agisindan zengin ve siilfattan yoksun yabanil tip
ve snrk2.1 mutant1 hiicrelerinin transkriptom analizlerinde mikrodizi hibridizasyonu ve
RNA-seq teknolojisi kullanilmistir. snrk2.1 mutanti, siilfiir yoksunluguna aklimasyon
icin gerekli olan diizenleyici Ser-Thr kinaz SNRK2.1 i¢in anlamsizdir(null). Kantitatif
RT-PCR teknikleriyle elde edilen sonuglar, ekspresyon seviyelerini mikroarray
hibridizasyonlarindan ¢ok, RNA-sekansinin daha genis bir dinamik aralig1 rapor ettigini
gostermistir (Gonzalez-Ballester vd. 2010).

Protein Veri Bankasi (PDB): Biyolojik makromolekiillerin deneysel olarak

tanimlanmis kristal yapilarinin toplandigi bir veri tabani olup ABD, Avrupa ve
Japonya’da bulunan bir konsorsiyum ile koordine edilmektedir (Berman vd. 2000).
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PDB dosyalari, modelleri, goriintiileyicileri olarak yapilarin atomik koordinatlari,
molekiil yap1 analizi ve siniflandirmayla ilgili bilgileri igermektedir (Kaya vd. 2010).

FASTA Dizi Format: Dizi verileri i¢in en genel format FAST (hizli) ve Alignment
(karsilastirma)’in birlesimiyle olusmus FASTA formatidir (Pearson ve Lipman 1988).
Bir¢ok program dizileri okumak veya sonuglari rapor etmek i¢cin FASTA formatini
kullanmaktadir. FASTA formatinin temel 6zelligi hizli benzerlik arastirmalart igin
kullanilan ve sadece diziyi iceren bir format olmasidir. FASTA formati (>) isareti ile
baslar ve daha sonrasinda hi¢ bosluk birakilmadan bir belirleyici ve sonrasinda ise
tanimlama dizisinden olugsmaktadir (Kaya vd. 2010).

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, Temel Bolgesel Hizalama Arama
Araci): Aymt ya da farkli organizmalar arasinda niikleotid ya da protein dizisi
karsilastirilmast ve benzer bolgelerin arastirilmast i¢in kullanilan yiiksek hizda bir
bilgisayar programidir (Kaya vd. 2010). Sezgisel bir yontem kullanildig1 igin sabit
uzunluktaki dizi ¢iftlerini tanimlayabilen bir bolgesel hizalama metodudur (Altschul vd.
1990). Dizi kisimlar1 daha sonra ayarlanan esik parametrelerine ulagilincaya kadar
uzatilmaktadir.

BLAST, dizi benzerliginin hesaplanmasinda siklikla kullanilan bir aragtir ve
genel erisime agik veri tabanlarinda gen ve protein dizilerinin kiyaslanmasini yapan bir
yazilimdir. BLAST farkli veri tabanlarina karsi farkli bilinmeyen diziler ile birlikte
kullanim i¢in varyasyon gecirmektedir. Hangi BLAST programinin kullanilacagi ve
diger yardime1 dokiimanlarin bilgilerine ek olarak, biitiin BLAST uygulamalart BLAST
ana sayfasinda bulunmaktadir (Kaya vd. 2010).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Kullanilan Cihazlar
Tez calismasi icin kullanilan cihazlar Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi,

Tarimsal  Biyoteknoloji ~ Boliimii’niin  arastirma  laboratuvar1  imkanlaryla
gerceklestirilmistir. Bu tez calismasinda kullanilan cihazlar, markalar1 ve kullanim

amagclar Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan cihazlar, markalar1 ve kullanim amaglar1

Cihaz Marka / Model Kullanim Amaclar

Calkalayici Ruiwell / MPS-10 Swvi kiiltiiriin biiyiitiilmesinde

Santrifiij Isolab / FY2405000 Orneklerin ¢oktiiriilmesinde

Sogutmah santrifij Sigma / 1-16K RNA izolasyonu asamalarinda 6rneklerin

¢oktiiriilmesinde

Biiyiik 6l¢ekli santrifiij

Hettich /UNIVERSAL 320

Hiicre kiiltiiriinden pellet elde etmek igin
hiicrelerin ¢oktiiriilmesinde

Besi yeri dokiilmesi ve kiiltiir ortaminin

Biyogiivenlik kabini Tezsan / Class Il tip hazianmasinda
Isik mikroskobu Primovert Zeiss Hiicre sayimi
Vorteks Velp / ZX3 Homojen dagilimi istenen maddelerin

karigmasinda

Manyetik karistirict

Daihan / MSH-20A

Besi yeri ve ¢ozeltilerin hazirlanmasinda

Otoklav

Autoclave / 23X-500E

Besi yeri ve kullanilan malzemelerin
sterilizasyonunda

Buz makinasi

Genbiotek, H-IMS-50

Deneyler sirasinda 6rneklerin muhafazasinda

pH metre Ohaus / ST3100-F Cozeltilerin pH ayarlamasinda
PCR cihazi Bio-Rad / T100TM Gen bolgelerinin ¢ogaltilmasi
BioDrop PT. INDOLAB UTAMA/ RNA o6rneklerinin kalitatif tayininde

BIODROP DUO

Hassas terazi

KERNPLJ / 700-3CM

Kimyasallarin tartiminda

Mikrodalga firin

Vestel / MD 20 DB

Agaroz jel hazirlanmasinda

Yatay jel elektroforez cihazi
ve elektroforez gii¢ kaynagi

Fisher Scientific / Midi300V/4

RNA’nin boyutunun belirlenmesinde, PCR ve
RT-PCR iiriinlerinin tespit edilmesi

Jel goriintiilleme analiz
sistemi

DNR Bio-Imaging Systems /
MiniLumi

Ultraviyole altinda RNA ve PCR bantlarinin
gbzlenmesi ve bilgisayar ortamina aktarilmasi

Mikropipet seti

AXYGEN

Caligma boyunca tim sivilarm (kiiltiir,
kimyasal vb.) aktariimasinda

Saf su cihazi

Mes / Mp Minipure Mes13

Caligma boyunca ihtiya¢ duyulan saf suyun
temin edilmesinde

Buzdolab1 (4 °C /-20 °C)

Beko /945271 MB

Orneklerin saklanmast

Derin Dondurucu (-80 °C)

Thermo Scientific

Orneklerin saklanmast

3.2. Calismada Kullamilan Besi Yerleri ve Soliisyonlar

Tez calismasinda kiiltiir ortami1 olarak sivi TAP (Tris Asetat Fostat) ve TAP -S
(Stilfatsiz Tris Asetat Fosfat) besi yerleri kullanilmustir.
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TAP ve TAP -S besi yeri hazirlamisi: Formiile ve istenen hacme gore hesaplanan besi
yeri bilesenleri ayri ayr1 hassas terazide tartilmistir. 1 L besi yeri hazirlamak icin,
yaklasik 500 ml distile suya manyetik karistirici tizerinde karistirilirken kimyasallar
sirasiyla eklenmistir. Bir sonraki eklemeden 6nce her birinin tamamen ¢oziindiigiinden
emin olunmusgtur. Distile su ile son hacim 1 L’ye tamamlanmistir. Besi yerleri 1.1
atmosfer basing altinda 121 °C’de 30 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir. Hazir
olan besi yerleri oda sicakliginda muhafaza edilmistir. TAP -S besi yeri i¢in, siilfat
icermeyen soliisyon A ve siilfat icermeyen Hutner iz element soliisyonu kullanilmistir
(Hutner vd. 1950).

Calisma boyunca kullanilan besi yerleri ve sollisyonlarin igerigi Cizelge 3.2.°de
verilmistir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan besi yerleri ve soliisyonlarin icerigi

TAP (pH:7) 1L Soliisyon A (500 ml icin)

IM Tris baz1 (Trizma) 2429 NH4CI 209
Fosfat tamponu Il 1ml MgS04.7H20 59
Soliisyon A 10 ml CaCl2.2Hz20 25¢
Hutner iz element soliisyonu 1ml Fosfat tamponu 11 (100 ml i¢in)

Glasiyal asetik asit 1ml K2HPO4 10.8g
dH20 ~1L KH2PO4 5.6g
TAP -S (pH:7) 1L Siilfatsiz soliisyon A (1L)

1M Tris baz1 (Trizma) 2429 NH4CI 8¢
Fosfat tamponu Il 1ml MgCl26H20 169
Siilfatsiz soliisyon A 50 ml CaCl2.2H20 1lg
Siilfatsiz Hutner iz element soliisyonu 1ml

Glasiyal asetik asit 1ml

dH20 ~1L

iz element soliisyonu: Belirtilen malzemeler ayri ayr tartilmistir ve erlene
aktarilmistir. Tartilan besi yeri bilesenleri distile su igerisinde ¢ozdiriilmiistiir. EDTA
sodyum tuzu ayri1 olarak sicak suda ¢ozdirilmistir. 85 ml %20’lik KOH ile pH
yaklasik 6.7 -7’ye ayarlanmistir. Oda sicakligina geldikten sonra toplam hacim 1 L’ye
getirilmistir ve soliisyon yaklasik bir hafta manyetik karistirici tizerinde karistirtlmistir.
TAP -S besi yeri i¢in Hutner iz element soliisyonunda stilfat tuzu igeren kimyasallar
yerine kloriir tuzu igerenler kullanilmistir ve Cizelge 3.2. ve Cizelge 3.3.’de soliisyon
igerikleri gosterilmistir. Calisma boyunca kullanilan tiim kimyasallarin markasi
Sigmadir.
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Cizelge 3.3. Hutner iz element soliisyonu ve siilfatsiz iz element soliisyonu igerigi

Hutner iz element soliisyonu

1L

EDTA sodyum tuzu
ZnS04.7H20

H3BOs3

MnClz. 4 H.0

CoClz. 6 H:0
CuS04.5 H20
(NH4)6M07024. 4 H20
FeSO4. 7 H20

KOH (%20)

509
229
114g
5.06 g
1619
157g
1.1g
4.99¢g
85 mL

Siilfatsiz Hutner iz element soliisyonu

1L

EDTA sodyum tuzu
ZnCl2

H3BOs3

MnClz. 4 H.0

CoClz. 6 H20

CuClz. 2 H20
(NH4)6M07024. 4 H20
FeCl2.4 H20

509
10g
114g
5.06 g
161g
1g
11g
3694

0.5 M EDTA: Bilesenler hassas terazide tartilmistir. EDTA ilk olarak ~150 ml distile
sicak suda karistirilip ¢ozdiiriilmiistiir. Karisima NaOH taneleri eklenmeye baslanmigtir
ve pH 8’de stabil oluncaya kadar NaOH eklenmistir. Son olarak toplam hacim 250
ml’ye tamamlanmistir ve 1.1 atmosfer basing altinda 121 °C’de 30 dakika

otoklavlanarak sterilize edilmistir.

0.5M EDTA (pH:8)
"EDTA 2Na2H-0
-NaOH

-dH20

250mL
46.59
~5¢
~250ml

Tris asetat EDTA tamponu (TAE Buffer 50X): Tartilan kimyasallar distile suda
¢cOzdiiriilmiistiir, pH 8’e¢ ayarlanmig ve hacim 1 litreye tamamlanmistir. Soliisyon
homojen oluncaya kadar karigtirtlmistir ve hazir olan tampon oda sicakliginda muhafaza
edilmistir. Calismada 50X stok ¢ozeltisinden 1X hazirlanip kullanilmistir. Tampon

icerigi asagida belirtilmistir.
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TAE tamponu (50X) 1L
-Tris bazi 242 g
-Glasiyel asetik asit 57.1ml
-EDTA (0.5 M pH:8) 100 ml

Tris asetat EDTA tamponu (TAE Bufffer 1X): 50X TAE stok ¢ozeltisinden 20 ml
alinarak 980 ml distile suyla 1L ye tamamlanmistir. Tampon oda sicakliginda muhafaza
edilmistir.

3.3. Kullanilan Primerler

C. reinhardtii’ye ait tanimlanan 19 adet ARS geni i¢in primerler tasarlanmigtir
(Cizelge 3.4.). Genlerin Phytozome veri tabanindaki gen modellerine gore primerler
tasarlanmistir. Primer3 programi kullanilarak her bir gen icin ekzon bdlgesine
baglanacak sekilde ikiser ¢ift primer dizayn edilmistir (Koressaar vd. 2018;
https://github.com/primer3-org). Primeler 100-200 bp biiyiikliikte triin olusturacak
sekilde tasarlanmistir. Baz1 genlerde ilk denenen primerlerden liriin olusmadigi veya
spesifik {irlin olusmadig1 igin ikinci primer ¢ifti tasarlanip kullanilmistir. Gen
ifadelerinin belirlenmesi amaciyla yapilan RealTime PCR’da house keeping gen olarak
(i¢ kontrol) CBLP geni kullanilmistir.

Cizelge 3.4. Calismada kullanilan primerler ve dizilimleri

Beklenen Uriin ~ Beklenen gDNA

Gen Primer Ad1 Sekans Bilgisi (5°-3°) Biiyiikliigii (bp) _ Biyiikliigii (bp)

gARS1-F GTACTGCCGCGTGCGTGATTCC

ARS1 226 226
gARS1-R CCTAAACATTTGGCTCCGCAGTCC
gARS2-E15F CGCGCCGTCACTTGTTTGTTG

ARS2 195 195
gARS2-3UTRR GCCCACTTCTTTACCCAGCACCTC
gARS3-E2F GTGCGGTCTGTGCTATTCAG

ARS3 138 512
gARS3-E3R GGATAGTATCTCGGCAGGCA
gARS4-E11F GAGTGCCGTTCTTCATCCG

ARS4 162 542
gARS4-E13R GCATGAGGGGCTCTGACA
gARS5-E2F CCTGGGCTACAACACCTACT

ARS5 109 278
gARS5-E3R GGTTAGCGGGTCAAACATGT
gARS6-E10F CCTGCGTGATATCGTGGTTG

ARS6 195 581
gARS6-E12R GGCCTACCGATGTGAAGGAA
gARS7- E14F TAGAGTTGATAGCGCGAGGG

ARS7 118 319
gARS7- E15R GGAGATGGCACGGAAAAGAC
gARSS-E15F TTCACCGTCACAGCCGAG

ARS8 185 303
gARSS-E16R TTCTGCTGCTCAACTGATGC
gARS8-E20F* CCAGAGAACGAGAAGGCTGA

ARS8* 175 175
gARS8-3UTRR* GCCACACTTAAAACTGCCCA
gARS9-E15F TCGTACTGCTCGTCCATGG

ARS9 123 410
gARS9-E16R GCTGGATGCGTTGCTTGC

" (Devam Arkada) "
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Cizelge 3.4.’iin devami

Gen

Primer Adi

Sekans Bilgisi (5°-3”)

Beklenen Uriin

Beklenen gDNA

Biiyiikliigii (bp)  Biiyiikliigii (bp)

gARS9-3UTRR*  CATTTCGCCCAGATGTCCAC

ARS9* 199 199
gARS9-E16R* TTGGATATCTACGGGCTGCG
gARS10-E7F CAATGGGCTTGCCGTAGTTG

ARS10 160 373
gARS10-E8R GAGGACTCCGTGGACTCTG
gARS11-E10F GGACTGACAAGCATTACCGC

ARS11 149 380
gARS11-E11R CTGGCCCAATTTGAATCCGT
gARS12-E4F TCTGGTACTGCTTGGGGAAG

ARS12 168 377
gARS12-E5R TGAACGCCTACATGACCACT
gARS13-E6F CAAAGTACGTCTGCACCTCG

ARS13 101 252
gARS13-E7R TCAGGACTTCACCACGGATT
gARS14-E13F GACGTCCGAGTGCCCATG

ARS14 153 372
gARS14-E14R TGCTGCGCCGTCAATCTC
gARS15-E12F CGGACATTAACGAGCGCTAC

ARS15 179 347
gARS15-E13R AGTGAACTTCTCTCGCGGAA
gARS16-E12F GACATCCCAGCCACCATCTT

ARS16 104 302
gARS16-E13R TGGTCATACAGGTCAGTGGT
gARS17-E9F CCTGCCAGGTTTATGAGGGT

ARS17 141 432
gARS17-E10R CAACGCGGGCAAGTACATG
gARS18-E15F GTCCACCTTGTCCGAGATGA

ARS18 162 1103
gARS18-E17R ACCGACTCCAGATTCAGGTG
gARS19-E11F CTTGAGGGCTGGGAAGGG

ARS19 115 256
gARS19-E12R GGAGCAGTTTGGTGTCAGTG
qCBLP-F1 CTTCTCGCCCATGACCAC

CBLP 105 254
qCBLP-R1 CCCACCAGGTTGTTCTTCAG

*: Tkinci ¢ift tasarlanan primerler.

3.3.1. Primerlerin sulandirilmasi

Sirket (Letgen Biyoteknoloji) tarafindan sentezlenen primerler, liyofilize olarak
teslim edilmistir. Sirket primerleri liyofilize halde gonderdigi i¢in ilk agildiginda kapak
kisminda olabilecek partikiillerin  dokiilmesini engellemek amaciyla primerler
acilmadan Once kisa bir santrifiij yapilmistir. Liyofilize {irilinler sirket tarafindan
gonderilen talimatlara uygun olarak distile su ile 100 pM konsantrasyonda olacak
sekilde sulandirilmigtir. Sulandirma isleminin ardindan primer hidrasyonunun
saglanmasi i¢in birkag saat bekletildikten sonra primerler kullanilmistir.

3.4. Hucre Kiiltiara

Kullanilan C. reinhardtii yabanil tip CC-124 mt(-) susu stok kiiltiiri
Chlamydomonas Resource Center, USA (www.chlamy.org) ticari  kiiltiir
koleksiyonundan temin edilmistir. C. reinhardtii CC-124 susu hiicre duvart olan bir
sustur. Calismada kullanilan C. reinhardtii hiicreleri, sivi TAP (Tris asetat fosfat) besi
yerinde (Gorman ve Levine, 1965) 2-4 X108 hiicre/mL yogunluga ulasacak sekilde oda
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sicakliginda 120 rpm hizda calkalayici lizerinde iretilmistir. Starter kiiltiirden hiicre
sayimi1 yapilip siilfat aclig1 i¢in kullanilacak deneysel kiiltiir hazirlanmistir. Bu kiiltiir
yine 2-4 X10° hiicre/mL yogunluga ulaginca 20 mL almarak santrifiij edilmis, besi yeri
uzaklastirilmis ve pelletteki hiicrelere RNA degredasyonunu onleyen lizis soliisyonu
(TRIzol-Trizol®Reagent, Invitrogen/Life Technologies, Cat. No. 155961) eklenerek -80
C°’de RNA izolasyonu icin saklanmigtir. Kiiltiiriin geri kalan kismi da santrifiij
edilerek, i¢erigindeki besi yeri atilmis ve ayn1 hacimde siilfat icermeyen besi yeri (TAP
-S) eklenmistir. Siilfat igermeyen besi yeri hiicrelere eklendigi zaman not edilmis ve bu
zamandan sonra degisik araliklarla (5h ve 24h) kiiltiirden 6rnek alinmistir. Elde edilen
pelletlere TRIzol/ lizis soliisyonu eklenmis ve RNA izolasyonu yapilacagi giine kadar
hiicreler -80 C°’de muhafaza edilmistir.

3.4.1. Hemositometre ile hiicre sayim

Hiicre saymminin kantitatif analizi i¢in  hemositometre kullanilmistir.
Hazirlanilan hiicre kiiltiirinden hemositometre lami tizerine 10 mikrolitre alinmis ve
151tk mikroskobu altinda, birim hacimde ne kadar hiicre oldugu sayilmistir. Kullanilan
protokole gdre hemositometre laminin iist ve alt ¢ukurundaki 1 mm? alandaki ortadaki
biiyiik kareler (25 kare) sayilmustir. Ust ve alt gukurda yapilan sayimlarm ortalamasi
alinmustir. Ortalama hiicre sayis1 sabit say1 (10%) ile carpilmus, eger diliisyon yapildiysa
en son ¢ikan sonug diliisyon faktorii ile garpilmistir. Boylece mililitrede kiiltiir basina
diisen hiicre sayis1 belirlenmistir.

3.5. RNA izolasyonu ve Kantifikasyonu

RNA, iki farkli yontem kullanilarak izole edilmistir. RNA kalitesi agaroz jel ile
kontrol edilmistir. Bu jelde iki keskin bandin varligt RNA’nin kalitesinin yiiksek
oldugunun (degrede olmadiginin) gostergesi olmustur. RNA miktar1 Biodrop ile
belirlenmistir.

RNA, ilk asamada TRIzol protokoliine gore izole edilmistir. Ikinci asamada elde
edilen RNA’dan, genomik DNA kalintilarim1 gidermek i¢in 6rnekler RNaz igermeyen
NucleoSpin RNA Plant Kit (Macherey-Nagel, REF: 50 Preps 740949.50) ile muamele
edilmistir.

Kiiltiirden Trizol ile RNA izolasyonu
RNA izolasyonu i¢in sirastyla asagidaki uygulamalar yapilmastir;

1. -80°C’den alinan pelletler ¢ozdiriiliip vortekslenmis ve homojenize
edilmistir.

Hiicre kiiltiirii 5 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir

Eppendorf tiiplerine 100 ul kloroform eklenmis ve vorteks yapilmustir.

2-3 dk inkiibasyona birakilmaistir.

12.000 g’de 15 dk (+4°C) santrifiij yapilmistir.

Santrifiij sonras1 faz ayrimi olmustur. Elde edilen sivi sirasi ile DNA,
protein, RNA olmak iizere 3 fazdan olugmaktadir. En iist fazdaki RNA kismi
(beyaz-seffaf) baska bir eppendorf tiipe aktarilmistir.

7. Uzerine 200 pl izopropanol eklenmistir. Hemen ters-diiz yapilmustir.

okl
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10.
11.
12.

13.
14.
15.
16.

10 dk inkiibasyona birakilmistir.

12.000 g’de 10 dk (+4°C) santrifiij yapilmstir.

Santrifiij sonrasi siipernatantin tamami pelletten uzaklastirilmistir.

Pellete 500 pl %75’lik etanol eklenmistir ve ters-diiz yapilmistir.

7.500 g’de 5 dk (+4°C) santrifiij yapilmistir. Ardindan sivi kisim
uzaklastiriimistir.

5-10 dk tiiplerin kapaklar1 agik olarak bekletilmistir.

Pellet kuruyunca tiiplere 40 ul niikleaz (RNAZ) igermeyen su eklenmistir.
Buz iizerinde pelletin suda ¢oziinebilmesi i¢in 1 saat kadar bekletilmistir.
Siire sonunda RNA’dan 1:20 diliisyon yapilmistir ve diliisyonlu RNA ile jel
yiiriitiilmiis ve olglim yapilmistir. Stok RNA pipetaj yapilarak -80°C’ye
kaldirilmastir.

RNA izolasyonu protokolii

RNA’dan, genomik DNA kalintilarin1 gidermek i¢in 6rnekler RNaz icermeyen
NucleoSpin RNA Plant Kit (Macherey-Nagel, REF: 50 Preps 740949.50) ile iireticinin
protokolii takip edilerek saflagtirilmistir. RNA’lar -80°C’den ¢ikarildiktan sonra buz
tizerinde ¢6ziinmesi beklenmistir ardindan vortekslenmistir.

1.

2.

10.

11.

12.

Tiiplere 350 uL RA1 Buffer ve 3.5 puL p-merkaptoetanol eklenmistir ve
kuvvetli bir sekilde vortekslenmistir.

Yeni filtreli toplama tiipleri numaralandirilmistir. Eppendorf tiiplerindeki
orneklerinin tamami mikropipetle c¢ekilip filtreli toplama tiiplerine
aktartlmistir.

Filtreli toplama tiipleri santrifiij cihazina yerlestirilmistir ve 11.000 g’de 1
dakika santrifiijlenmistir.

Siipernatant kismi  alinmig ve yeni numaralandirilmis eppendorflara
aktarilmigtir, pellet kismu ise atik olarak ayrilmistir.

Eppendorftaki 6rneklere 350 pulL %70’lik ethanol eklenmistir ve pipetleme
yapilarak karismasi saglanmistir.

Yeni kolonlu tiipler numaralandirilmistir. Eppendorf tiiplerindeki 6rneklerin
tamami1 alinmaya ¢alisilarak yeni kolonlu tiiplere eklenmistir.

Santrifiij cihazi 11.000 g’de 30 saniyeye ayarlanmis ve ¢alistirilmustir.

Yeni toplama tiipleri numaralandirilmistir. Santrifiijden ¢ikan tiiplerin kolon
kismi1 almip yeni toplama tiiplerine aktarilmistir, siipernatant kismi ise atik
kutusuna dokiilmiistiir.

Yeni tiiplere koyulan kolonlarin tizerine 350 uL. MDB buffer eklenmistir ve
11.000 g’de 1 dakika santrifiije birakilmistir.

Santrifiij bitince her bir tiipe 95 pL rDNase reaksiyon karigimi (10 pL
reconstituted rDNase ve 90 uL reaction buffer for rDNase) eklenmistir,
tiiplere hafifge vurulmustur ve oda sicakliginda 15 dakika inkiibasyona
birakilmstir.

Ardindan ilk yikama islemi i¢in 200 pL Buffer RAW2 eklenmistir ve 11.000
g’de 30 saniye santrifiijlenmistir.

Santrifiij sonrasi kolonlar yeni numaralandirilmig temiz toplama tiiplerine
koyulmustur.

21



MATERYAL VE METOT F. SALARVAN

13. Ikinci yikama icin tiiplere 600 uL Buffer RA3 eklenmistir ve 11.000 g’de 30
saniye santrifiije birakilmistir. Santrifiij sonrasi tiipiin i¢indeki sivi atik
kutusuna dokiilmiistiir.

14. Ugiincii yikama igin tiiplere 250 pL Buffer RA3 eklenmistir ve 11.000 g’de 2
dakika santrifijlenmistir. Santrifiij sonras1 tilipteki kolon kismi yeni
numaralandirilmis tiiplere koyulmustur.

15. Son asama olarak kolonlarin tam ortasindaki filtreye denk gelecek sekilde 60
uL niikleaz icermeyen su eklenmistir ve 11.000 g’de 1 dakika santrifiij

yapilmuistir.

16. Santrifiij sonrasi kolonlar atik olarak ayrilmigtir, RNA -80°C’de muhafaza
edilmistir.

17.RNA’dan 1:20 diliisyon yapilip jel yiritilmiis ve Biodropta Ol¢iim
yapilmistir.

Total RNA miktarimmin belirlenmesi

RNA izolasyonu sonrasi kantitatif analiz i¢in Biodrop (OD 260 ve OD 280
nm’de) 6l¢iimii yapilmistir. RNA’nin miktarini ve safligini belirlemek i¢in izole edilen
her bir RNA 6rneginden 1pl, niikleazsiz sudan 19 pl alinarak 1: 20 oraninda sulandirma
yapilmistir. Bu diliisyonun 260 ve 280 nm’de optik dansite 6l¢timii yapilmustir.

3.6. Agaroz Jel Elektroforezi ve Orneklerin Yiiriitiilmesi

RNA iiriinlerinin Ultraviyole (UV) 15181 altinda goriintiilenebilmesi igin %1’lik
agaroz jel ve 1 kb DNA Ladder (Cat. No: SM0311) kullanilmigtir. PCR firiinlerinin
goriintiilenmesinde ise %3’liik agaroz jel ve 50bp DNA Ladder (Cat. No: MG-LDR-50)
kullanilmistir.

%1’lik agaroz jel hazirlama: Hassas terazide 2 g agaroz tartilip bir erlene
aktarilmigtir. Uzerine 200 ml 1X TAE tamponu eklenerek hafifce calkalanip mikrodalga
firna koyulmustur. Mikrodalga firinda yiiksek 1sida, araliklarla erlen mikrodalgadan
cikarilip karistirilarak tamamen ¢oziilene kadar isitilmistir ve homojen hale gelmesi
saglanmistir. Trayin catlamamasi igin jel birka¢ dakika sogumaya birakildiktan sonra, 2
uL etidiyum bromiir eklenmistir ve ¢alkalayarak tiim ¢ozeltiye dagilmasi saglanmustir.
Son olarak jel taraklarin yerlestirildigi traye yavasca dokiiliip polimerize olmasi igin en
az 30 dakika beklenmistir. Tarak, polimerize olan jelin {izerinden yavasca c¢ekilmistir.
Elektroforez islemi i¢in hazir hale gelen jel, elektroforez tankina alinmistir ve jelin
iistlinli kapatacak kadar 1X TAE tamponu ile doldurulmustur.

%3’liik agaroz jel hazirlama: Hassas terazide 6 g agaroz tartilip, 200 ml 1X TAE ile
bir erlende birlestirilmistir. Mikrodalga firinda isitilarak homojen bir ¢ozelti elde
edilmistir. Biraz soguduktan sonra 2 pL etidiyum bromiir eklenmistir ve ¢alkalanmistir.
Ardindan ¢ozelti taraklarin yerlestirildigi traye dokiiliip polimerize olmasi igin
beklenmistir.

Orneklerin jele yiiklenmesi ve yiiriitiilmesi

Kiigtlik bir parca parafilm alinmistir ve 2 pl yiikkleme boyas1 (6X Loading Dye)
parafilme koyulmustur. RNA ve RT-PCR iriinlerinin 6 pL’si yiikleme boyasi ile
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parafilm iizerinde karistirilip jelin kuyucuklarina yiiklenmistir. Bir kuyucuga da marker
(Thermo Scientific/GeneRuler 1 kb DNA Ladder, Cat. No: SM0311; Hibrigen/50bp
DNA Ladder, Cat. No:MG-LDR-50) yiiklenmistir. Ornekler 100-150 Volt elektrik
akimi ile 30-50 dakika boyunca 1X TAE tampon ¢6zeltisinin igerisinde yiirtitiilmiistiir.
Daha sonra jel goriintiileme cihazina (DNR Bio-Imaging Systems/ MiniLumi)
yerlestirilmis ve UV 15181 altinda goriintiilenip fotografi ¢ekilmistir. Sonugta
konsantrasyon, degredasyon ve kontaminasyon (RNA) ile ilgili fikir edinilmistir.

3.7. Revers (Ters) Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

RNA’larin komplementer DNA’ya (cDNA) ¢evrilmesinde ticari Kit (OneScript®
Plus Reverse Transcriptase- OneScript® Plus ¢cDNA Synthesis Cat. No: E018)
kullanilmistir. Ters transkripsiyon i¢in 1ng- 2ug arasinda total RNA kullanilmis ve total
reaksiyon hacmi 20 uL olmustur. Elde edilen cDNA 1:10 ya da 1:20 oranda seyreltilmis
ve 2-5 uL PCR reaksiyonlarinda kullanilmistir.

Toplam RNA’dan cDNA sentezi

cDNA’lar kit kullanilarak ve iireticinin protokolii izlenerek yapilmistir;
1. -80°C’den alinan RNA ve diger tiim bilesenler buz iizerine alinarak
cozdiiriilmiistiir ve her ¢ozelti hafifce vortekslenerek karistirilmistir.
2. Her bir tiip i¢in buz iizerinde karisim hazirlanmistir.

Bilesenler Hacim Konsantrasyon
RNA Degisken Ing- 2 pg/rxn
Random primer Tl 0.5 uM

dNTP Mix (10mM) 1ul 500 uM
Niikleazsiz su 14.5 ul’ye kadar -

3. RNA ve primer, RNA’nin sekonder yapisini denatiire etmek i¢in 5 dk
65°C’de inkiibasyona birakilmistir. Ardindan hizlica tiipler buz iizerine
alinarak primerin DNA’ya baglanmas1 i¢in 1 dk inkiibe edilmigstir. Tiim
bilesenleri bir araya toplamak i¢in kisa bir santrifiij yapilmistir.

4. Reaksiyon karisimi hazirlanmistir. Karisim i¢inde her bir tiip i¢in asagidaki
bilesenler eklenmistir;

Bilesenler Hacim Konsantrasyon
5X RT Buffer 4 ul 1X
RNaseOFF Ribonuclease inhibitorii 0.5 pl 20U/rxn
OneScript ® Plus RTase 1l 200 U/rxn

Her bir tiip tizerine 5,5 ul mix eklenerek son hacim 20 pl tamamlanmustir.

5. Reaksiyon karisiminin homojen olmasi i¢in pipetaj yapilmistir ve kisa
santrifiij yapilarak reaksiyon tiipiin dibinde toplanmistir. Random
(hekzamer) primer kullanildigi igin 25°C’de 10 dk inkiibasyona birakilmistir.

6. Daha sonra tipler 50°C’de 50 dk inkiibe edilerek cDNA sentezi
gergeklestirilmistir.

7. Son olarak 5 dk 85°C’de 1s1 soku uygulanarak enzim inaktivasyonu
gergeklestirilmistir.

8. Elde edilen cDNA ya hemen kullanilmis ya da daha sonra kullanilmak iizere
-20 °C’ye kaldirilmistir.

9. Elde edilen cDNA’lar PCR reaksiyonlarinda seyreltilerek kullanilmistir.
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3.8. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction- PCR)

RT-PCR caligmalarinin son agsamasinda elde edilen cDNA'larin amplifikasyonu
gerceklestirilmigtir. PCR reaksiyonlarinda her 6rnek igin master mix (AMPLIQON GC
TEMPase 2X Master Mix I, Cat. No: A331703; RealQ Plus 2X Master Mix Green, Cat.
No: A323402) kullanilarak reaksiyon bilesenleri hazirlanmistir. PCR reaksiyon
bilesenleri Cizelge 3.5.’de verilmistir. Ornek sayis1 kadar hazirlanan PCR tiiplerine
karisim 18’er ul olacak sekilde dagitilmistir. Her bir 6rnegin cDNA’s1 PCR tiiplerine 2
ul olarak ilave edilmistir. Sonugta PCR amplifikasyonu igin her genden 2 ul cDNA
kullanilmistir. PCR dongiisii Cizelge 3.6.°da belirtilen adimlarla gergeklestirilmistir.
Daha sonra elde edilen PCR iiriinlerinin kalitesi ve biyilikligiinii kontrol etmek
amactyla trlinler %3’lik agaroz jelde yiiritiilmistir. Kullanilan DNA biiytikliik
belirtegleri amplikon boyutuna uygun olarak secilmistir. Son olarak jel UV 15181 altinda
goriintiilenmistir.

Cizelge 3.5. PCR bilesenleri

Bilesenler Hacim (pL)
2x Master mix(PCR karigimi) 10 pl
Left primer (10 uM) 2 ul
Right primer (10 pM) 2 ul
cDNA 2l
Niikleazsiz su 4 ul
Toplam hacim 20 ul

Cizelge 3.6. PCR dongiisiinde bir dongiiye karsilik gelen basamaklarin (sicaklik-zaman)
sirali gosterimi

Reaksiyon o

basamaklar: Sicaklik (°C) Zaman

On denatiirasyon 95°C 15 dk

Denatiirasyon . 30s

(1.basamak) 95 °C

Primer baglanmast o -
(2.basamak) 55-58°C 30s 35 dongii
Zincir uzama o wx

(3.basamak) 72 °C 20-25s

Son Uzama 72 °C 5dk

Sogutma 4°C 00

*Kullanilan primerlerin Tm (erime sicaklig1) degerinin 3-5 derece altinda belirlenmistir.
**Uzatma siiresi Uirliniin bliylikligiine gore belirlenmistir.
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3.9. Arilsiilfataz Genlerinin Filogeni Analizi

C. reinhardtii’nin ARS proteinleri arasindaki evrimsel yakinligi belirlemek
amaciyla filogenetik agac cizilmistir. Phytozome veri tabaninda bulunan 19 adet ARS
geninin alignment islemi Clustal Omega kullanilarak gerceklestirilmistir (Sievers ve
Higgins 2014). Filogenetik analizlerde, filogenetik iliskileri yeniden yapilandirarak
hizalama (MUSCLE), iyilestirme (Gblocks), filogeni (PhyML) ve aga¢ olusturmayi
(TreeDyn) saglamak igin http://www.phylogeny.fr/bioinformatic portali kullanilarak
koordine edilen birka¢ biyoinformatik programi kullanilmistir (Dereeper vd. 2008).
Calismanin giivenilirligi i¢in bakteri ve hayvan genomlarina ait ilgili sekans verileri de
calismaya dahil edilerek karsilastirmali analizler yapilmistir.

3.10. Arilsiilfataz Genlerinin Biyoinformatik Analizi

Calismada kullanilan genlerin ismi ve modelleri Cizelge 3.7.’de verilmistir. C.
reinhardtii ve Volvox carteri tiirleri i¢in gen modelleri ve protein sekanslar1 Phytozome
12.1 Bitki Genomik Kaynaklar1 (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html) veri
tabinindan alinarak kullanilmigtir. Homo sapiens, Pseudomonas aeruginosa ve
Rhodopirellula baltica SH 1 tiirlerinin erisim numaralar1 (accession number) ve protein
sekanslart NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) veri tabanindan alinmistir.

ARS proteinlerinin olast fonksiyonlar1 hakkinda onbilgi sahibi olmak i¢in
Phytozome veri tabaninda bulunan 19 adet ARS geninin protein sekanslar1 kullanilarak
biyoinformatik analizler yapilmistir. ARS genlerinin hiicre i¢i olas1 yerlerinin
belirlenmesi igin PredAlgo programi kullanilmistir. ARS proteinlerinin 6ngdriilen hiicre
ici lokalizasyon bolgeleri Cizelge 4.1.’de belirtilmistir.

ARS proteinlerinin  domain yapilarinin analizinde SMART veri tabani
kullanilmigtir ~ (http://smart.embl.de/). TMHMM programi da kullanilarak ARS
proteinlerinin transmembran domain bolgeleri tahmin edilmistir. SMART  veri
tabanindan ¢ikan sonuglarla, TMHMM programindan ¢ikan sonuglar karsilagtirilmastir.
ARS proteinlerinin  trasmembran domaini tasiylp tasimadigi Cizelge 4.1.’de
belirtilmistir.

ARS gen modellerinin protein domain boélgelerini belirlemek amaci ile Pfam
(Protein families) veri tabani kullanilmistir (http //pfam.xfam.org/). Sekans arama
secenegine protein sekansi yapistirilmis ve sonuglar daha sonra tablo haline getirilmistir
(Cizelge 4.1. ve Cizelge 4.4.).

ARS protein sekanslariin fonksiyonel motiflerini belirlemek i¢in Protise veri
taban1 kullanilarak motif analizi yapilmistir (http //prosite.expasy.org/). Prosite veri
tabaninda bazi1 gen modellerinin sonucuna ulagilamamistir ancak hizalama (alignment)
islemi yapildiginda tiim gen modellerinin ortak bir motif igerdigi goriilmiistiir. Prosite
veri tabanindan elde edilen motif sonuglar1 Cizelge 4.1. ve Sekil 4.3.’de verilmistir.

ARS proteinlerinin sinyal peptid analizi i¢in Phobius ve SignalP programlari
kullanilmistir. (http://phobius.cgb.ki.se, http://phobius.binf.ku.dk ve
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP). Sinyal peptid analizi sonuglar1 Cizelge 4.1.’de
verilmistir.

25



MATERYAL VE METOT F. SALARVAN

ARS gen modellerinin hizalama islemleri ClustalO ve ClustalW programlari
kullanilarak yapilmistir (www.clustal.org). ARS proteinleri arasinda evrimsel iliskileri
gostermek i¢in  http://www.phylogeny.fr/bioinformatic  portali  kullanilarak  bir
filogenetik aga¢ olusturulmustur.

ARS gen modellerinin izoelektrik noktalar1 ve molekiil agirliklarin1 bulmak igin
Expasy/Compute pl-Mw veri tabani kullanilmistir. Tiim genlere ait elde edilen sonuglar
Cizelge 3.7.’de verilmistir.

Cizelge 3.7. Phytozome ve NCBI’da bulunan baz1 ARS gen modelleri

Gen Modeli -Erisim Gen ismi Gen Uzunlugu Protein izoelektrik Noktasi ve Molekiil

Numarasi (bp) Uzunlugu(aa) Agirhiklar (pl/Mw)
Crel6.9671400 ARS1 6.399 649 7.97172472.63
Crel6.9671350 ARS2 5.365 649 6.95/72511.57
Crel0.g430200 ARS3 6.308 705 7.54 1 75640.37
Cre01.g012100 ARS4 6.992 750 9.08/81317.60
Crel0.g431800 ARS5 3.762 635 8.08/70123.64
Cre02.9085850 ARS6 8.326 1.040 8.64/110962.54
Cre01.9011901 ARS7 9.350 1.491 9.43/152157.42
Cre02.9086000 ARS8 7.382 1.036 8.56 / 109452.24
Cre02.9090550 ARS9 9.041 1.215 5.23/121693.17
Cre04.9226050 ARS10 6.734 734 6.46 /80732.41
Cre04.9226550 ARS11 7.602 736 5.12 / 80496.66
Cre04.9226600 ARS12 5.448 718 8.15/77280.80
Cre05.9239750 ARS13 6.436 688 7.16 / 75302.43
Cre05.9239800 ARS14 8.327 904 6.67 /98084.01
Cre05.9239900 ARS15 8.662 724 8.63/78700.04
Cre06.9293800 ARS16 7.532 732 9.00/ 76840.57
Cre07.9328500 ARS17 7.766 722 7.61/78143.19
Cre10.g432600 ARS18 12.501 1.933 5.91/201538.54
Cre01.g012126 ARS* 5.752 570 7.93/61602.95
Vocar0001s1077 - 7.705 962 6.25/95219.46
Vocar0019s0117 - 8.310 660 7.86/73131.59
Vocar0019s0115 - 13.045 1.517 7.21/164314.36
Vocar0004s0409 - 16.538 1.292 9.33/138640.41
Vocar0025s0060 - 7.764 649 6.68 /72287.18
Vocar0001s1375 - 8.485 1.238 9.27 /131123.43
CAG30269 ARSA 12.426 509 5.65/53806.43
NP_000037 ARSB 216.326 533 8.43/59687.24

" (Devam Arkada) "
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Cizelge 3.7.’nin devami

Gen Modeli -Erigsim Gen ismi Gen Uzunlugu Protein Izoelektrik Noktasi ve Molekiil
Numarasi smi (bp) Uzunlugu(aa) Agirhiklar (pl/Mw)
Q5FYAS ARSH - 562 8.48 /1 63525.25
AAH22389 ARSF 79.496 590 6.76 / 65965.70
NP_001660 ARSD 32.382 593 6.78 / 64859.76
CAA58556 ARSL
NP 000038 ARSE 36.460 589 6.48 / 65668.89
NP_001307680 ARSC
XP_ 011543818 STS 217.390 590 7.30/66282.21
XP_011522838 ARSG 199.912 552 5.84 /59816.61
NP_001012301
XP 291139 ARSI 13.624 569 8.82/64030.27
NP_078866 ARSJ - 599 9.15/67235.45
NP_937793
XP 087728 ARSK - 536 9.02 / 61450.44
NP_001121677 Sulf-1 201.289 871 9.23/101026.76
NP_001373977
XP_ 005260515 Sulf-2 - 870 9.30/100454.62
NP_000503 GALNS 50.233 522 6.25/58026.03
NP_002067 GNS 53.005 552 8.60 / 62082.09
NP_000193 IDS 33.569 550 5.21/61873.01
NP_000190 SGSH 18.121 502 6.46 / 56695.37
NP_864910 - 4.833 1.610 5.91/178354.95
ARU34095 - 1.611 562 7.63/62187.27

*: Phytozome veri tabaninda bu gen modeline heniiz numara verilmemistir.

Transkripsiyon diizeyleri RT-PCR ile belirlendikten sonra degisim goriilen genlerin
mRNA diizeylerinin daha hassas bir yontem olan RT-gPCR ile belirlenmesi
planlanmisti. Ancak Tarimsal Biyoteknoloji Boliimiinden qPCR cihazinin alinip Saglik
Bakanligi’nin envanter kaydina ge¢mesi ve cihazin heniiz bolime geri donmemesi
nedeniyle qPCR reaksiyonlar1 gerceklestirilememistir. Fakat semi-kantitatif yontemle
de mRNA miktarlarindaki degisim gilivenilir bir sekilde belirlenebilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Biyoinformatik Analiz Bulgular:

C. reinhardtii’nin ARS genlerinden sentezlenen olasi protein sekanslarinin
biyoinformatik programlar kullanilarak elde edilen sonuglar Cizelge 4.1.’de verilmistir.
Yapilan c¢alismalar 19 adet ARS gen modelinin arilsiilfataz proteinleri oldugunu
ongormektedir.

Cizelge 4.1. Phytozome veri tabaninda bulunan C. reinhardtii’nin ARS gen modelleri ve
analizleri

Gen ismi ve Transmembran  Lokalizasyon =~ Domain Siilfatazl Siilfataz2

Modeli Domaini Tahmini  Analizi Motifi Motifi Sinyal Peptidi
ARS1 Yok Sekretuar Silfay  PVCCPSR  GYNTYY  MGALAVLAVACLA
Crel6.9671400.t1.2 yolak wataz  TNLWRG VGKFL AVASVAHA (1-21)
ARS2 Yok Sekretuar Silfay  PVCCPSR  GYNTYY  MGALAVFAVACLA
Crel6.9671350.t1.2 yolak wHaRz TNLWRG VGKFL AVASVAHA (1-21)
ARS3 Yok Sekretuar Sillfat STCCPSR  GYNVYSlI  MTFSRLAPLLLLLA
Cre10.9430200.t1.2 yolak wataz 511 16 GKFL LCIDHSFVGA (1-24)
ARS4 Yok Sekretuar Silfay AVCCPAR  GYQTILV  MFITLACSINATLC
Cre01.9012100.t1.1 yolak uiata TSILTG GKFL (1-14)
ARS5 1 tane Sekretuar Siilfataz SLCCPSR GYNTYFT '\LAE\F/{\F/{ELAE ng A‘g\l
Cre10.9431800.t1.2 (7-24) yolak uiiata VSLLTG GKFI (1.26)
ARS6 Yok Sekretuar Siilfataz ASCCPSR GYDTYY XAVS;( A‘ESGLT\AV('?‘ LLFLSRCA(‘;
Cre02.9g085850.t1.1 yolak TSLLTG VGKFL A (1-28)
ARS7 - . GVCCPSR  GYFTGLS
Cre01.9011901.t1.1 Yok Diger* Siilfataz TSILTG GKFL )
ARS8 o . VAGCPSR  GYNTYLV
Cre02.086000.t1.1 Yok Diger Silfataz “ag) | 76 GQFL -
ARS9 Yok Sekretuar Silfatay  PICCPSRV  GYSTLYT  MTPIAITLVLIALQV
Cre02.9090550.t1.1 yolak NLLRG GKFI SVGHS (1-20)
ARS10 - . GNCCPSR  GYQTYW
Cre04.g226050.t1.1 Yok Diger* Silfataiz 1\ TG VGKAL -
ARS11 o . GNCCPSR  GYRTYQL ]
Cre04.g226550.t1.2 Yok Diger Silfataz g} | 1 GKVL
ARS12 . GVCCPAR GYDTYLV
Cre04.g226600.t1.1 Yok Kloroplast  Siilfataz /g | 55 GKFL -
ARS13 o . ASCCPSR  GYSTYM  MLATVTLFQPGHA
Cre05.9239750.t1.2 Yok Diger Silfataz - “roerrg VGKFL (1-13)
ARS14 1 tane Sekretuar Siilfataz ASCCPAR GYNTYLV \'\l/lvﬁ?_i(LLC?AV\Tlﬁ_l\lilXﬁg
Cre05.9239800.t2.1 (13-35) yolak TAFLTG GKLL GCAOA (1.32)
MCTTNCSLTARRRA
ARS15 1 tane ASCCPSR  GYSTYM
Kloroplast  Siilfataz RSLIALSAVLVSTFC
Cre05.g239900.t1.1 (13-35) TSLLTG VGKFL TAVA (1.33)
MWAPGLQKRGSRS
ARS16 1 tane SVCCPAR  GYHTVLV
Kloroplast Siilfataz RWMTSFLLVFVLM
Cre06.9293800.t1.1 (13-35) VSLLTG GKFL VASPACAHA (1.35)
ARS17 o . PTCCPSR  GYNTYLV
Cre07.9328500.t1.1 Yok Diger Silfataz ) | 15 GKFL -
ARS18 VoK Sekretuar .o AACCPSR  GYRTMH 'X'IL‘ALL%GL'\('&?EE"J EE
Cre10.g432600.t1.1 yolak SILMTG VGKFL KG (1-20)
ARS** . GLCCPAR GYNTGLV
Cre01.g012126.t1.2 Yok Kloroplast - Siilfataz  “rg) | 7 GKFL .

*Diger: Mitokondri, kloroplast ve sekretuar yolak disi
**: Phytozome veri tabaninda bu gen modeline heniiz numara verilmemistir.
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4.1.1. Transmembran domain analizi

Transmembran domaini igeren proteinlerin, eger sekretuar yolaktaysa hiicre
membranina ya da lizozom membranina lokalize oldugu disiiniilmektedir. SMART veri
taban1 analizleri, C. reinhardtii’deki 19 tane ARS proteininin 4’tiinde (ARS5, ARS14,
ARS15, ARS16) transmembran domaini oldugunu gostermistir (Cizelge 4.2.). Cizelge
4.2.°de dikey mavi dikdortgen ile gosterilen bdlgeler transmembran domaini tasiyan
bolgeleri gostermektedir. Diger proteinlerinde transmembran domaini olmadigi
Ongoriilmiistiir. SMART veri tabanindan sonra TMHMM programiyla da transmembran
domeyi olan proteinler kontrol edilmistir (Sekil 4.1.). Her iki programda da 4 ARS
proteininde (ARS5, ARS14, ARS15, ARS16) transmembran domaini oldugu
Oongoriilmiistiir. Transmembran domaini olarak tahmin edilen bdlgeler proteinlerin
sinyal peptidi bolgesi ile Ortiistiigii icin bunlarin gergek transmembran domaini oldugu
kesin olarak soylenememektedir.

Cizelge 4.2. C. reinhardtii’ de bulunan ARS proteinlerinin SMART veri tabanindaki
transmembran analizi sonuglari

Protein SMART veri tabam sonucu

ARS1

ARS2

ARS3

ARS4

Arss W

ARS6

ARS7

ARS8

ARS9 - T e T T

ARS10

ARS11

ARS12

ARS13

ARS14 _.l R ——

Ars1s —

Arsie -

" (De;;hml Ark;da) "
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Cizelge 4.2.°nin devami1

Protein SMART veri tabani sonucu

ARS17 - - _———
ARS18 - - — e e——— -
ARS19 - -

TMHMM programi, zardaki her bir hiicre i¢i veya hiicre dis1 domainin
yerlesimini ve buna bagli olarak biitlin proteinin zardaki yerlesimini de dngdérmektedir.
Transmembran domainleri icin TMHMM programinda yapilan bu tiir bir tahminin
grafiksel ¢iktis1 Sekil 4.1.”de gosterilmistir. Sekil 4.1.”deki kirmizi pikler transmembran
domaini igeren bolgeleri gostermektedir.
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Sekil 4.1. TMHMM sunucusundan elde edilen grafiksel ¢iktilar A)ARS5 proteini
B)ARS 14 proteini C)ARS15 proteini D)ARS16 proteini

30



BULGULAR VE TARTISMA F. SALARVAN

4.1.2. Protein lokalizasyon analizi

Protein lokalizasyonunu tahmin etmek i¢in kullanilan PredAlgo programimin analiz
sonuglart Cizelge 4.3.’de verilmistir. PredAlgo programi, proteinlerin yesil alglerdeki {i¢
hiicre i¢i bolmeden mitokondri, kloroplast ve salgi yolundan birine lokalizasyonunu
ongormektedir. Cizelge 4.3.’de verilen sonuglara gore ARS proteinlerinin hiicre i¢inde
cesitli bolgelerde lokalize oldugunu tahmin etmistir. PredAlgo programi (O) yani ‘diger’
sinifindadir, kloroplast (C) ve salgt yolu (SP) (swrasiyla Cscore, Mscore ve SPscore) olmak
lizere ii¢ grupta analiz yapmaktadir. Ug skor belirli bir sinirm altinda oldugunda protein
"diger" (O) kategorisine, aksi takdirde en yiiksek puana (hedef siitun) sahip bdlmeye
atanmaktadir. Bu smirlar kloroplast icin 0.41 ve sekretuar yolak i¢in 0.14 olarak
verilmektedir. Her bolme i¢in, tasima peptid (TP) dizisinin uzunlugu da tahmin
edilmektedir (kloroplast ve sekretuar yolak i¢in uzunluk sirasiyla mTPlength, cTPlength,
and spTPlength olarak verilmistir).

Cizelge 4.3. C. reinhardtii’de bulunan ARS proteinlerinin lokalizasyon analizi
PredAlgo programi analiz sonucu

Protein Lokalizasyon Analizi
A R S 1 | Name ” Mscore H Cscore H SPscore ” Target H mTPlength H cTPlength H spTPlength |
[ Crel6.g671400.41.2 || oocoios2 | oodsmrz | idossss | CseD | sesdoiz6 [ s04ndee | 70323878 |
N e e P Tarpst TP TPiegth T Piegth
ARSZ CrTHL A LY 0001 [ | IR 16428162 1151508
A R S 3 Name H Mscore H Cscore H SPscore H 'l‘arget ” mTPlength H cTPlength H spTPlength
Crel0.g430200.11.2 00015064 0.0589316 23480065 S p) 1313.6678 138.50033 15072795
AR S 4 Name Mscore Cscore Target mTPlength cTPlength spTPlength
Cre01.g012100.41.1 00919424 0.1017903 0.2405780 [@5D) 29.735899 208.01618 29040835
Name Mscore Cscore SPscore Target mTPlength cTPlength spTPlength
ARSS5 [ Crel0.g431800412 | ooosoe1s [ oorosoos [ 2a2msie [ SP) | 497m36 [ 6126876 | 13.528767 ]
AR S 6 ‘ Name H Mscore ” Cscore H SPscore ” Target ” mTPlength H cTPlength ” spTPlength ‘
[ Cre02.¢085850.1.1 [ oeos4153 | ooimeoso | 1a9%74 [ €SPy | 26879769 [ 2809914 | 97829017 ]
| Name ” Mscore H Cscore ” SPscore H Target H mTPlength ” cTPlength H spTPlength \
ARS7 [ Cre01.g011901 ¢1.1 [ ooosssss | omomer | o002 | L 0D | 2mesd | e6lsiads | 12292366 ]
‘ Name ‘ Mscore Cscore | SPscore | Target ‘ mTPlength | cTPlength ‘ spTPlength |
ARS8 [ Cre02 086000111 [ oy oomzs [ oosss [ C o) | 65.832085 [ 1 [ 1011301 |
[ Name | Mscore | Cscore | SPscore [ Target | mTPlength | cTPlength | spTPlength |
ARS9 [ Cre02.g090550.11.1 [ oooo2047 [ ooo2212 | o3asmss [ CSPD | 9996392 | 86471457 || 3.1627208 |
| Name Mscore Cscore SPscore Target mTPlength cTPlength spTPlength
ARSlO [ Cre4.2226050.41.1 00002750 00035793 00006352 &> ) 99.996393 96.87969 99996391
[ Name Mscore | Cscare [ SPscore | Tager | wTPlength [ cTPleagh | spTPlength
ARS11 \ Cref4.£22635041.2 ooosstel | osowons | oowest | Co ) | ] [ omems | 9999639
A R S 1 2 Name | Mscore Cscore SPscore Target | mTPlength | cTPlength ‘ spTPlength
Cre4. 226600411 0.0000291 omssue | 0] 99.996393 15344671 99996391
Name Mscore Cscore SPscore Target mTPlength TPlength spTPlength
ARS13 I Cre0s 239750112 0.0062510 st [ s [ C o) ] 79693713 [ uxsy 1 |
‘ Name | Mscore | Cscore ‘ SPscore ‘ Target mTPlength ¢TPlength | spTPlength
ARS14 [ Cred5 £239800.0.1 [ omews [ ommsw [ wsus [CsP) 92724019 LR | 079074
ARS 15 Name Mscore Cscore SPscore Target mTPlength cTPlength spTPlength
Cre05.2239900.41.1 05866092 17756036 06499691 17636855 99337886 20461767
‘ Name | Mscore Cscore ‘ SPscore | Target ‘ mTPlength | cTPlength ‘ spTPlength
ARS16 | Cre06.¢293500:1.1 [ e s | s | Cc) | 98460896 [ eoese | 1
A R S 1 7 Name Mscore Cscore SPscore Target mTPlength cTPlength spTPlength
Cre07. 328500411 00000756 0.0819729 0.0005652 Co) 7380674 13952151 50851335
AR S 18 | Name Mscore ‘ Cscore SPscore Target ‘ mTPlength «TPlength spTPlength
[ Crel0.g432600.41.1 0420459 | 00139563 01454852 (@ N 98421914 3501384 8.3388092
| Name ” Mscore H Cscore H SPscore ” Target H mTPlength H cTPlength H spTPlength |
ARS19 [ Cre0l g012126.11.2 [ oamwos [ osoas40 [ ooasosss ) [ 2aeenssz [ 44e68743 | 2643643 ]
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4.1.3. Domain analizi

Pfam veri tabani protein ailelerini profillerine gore siniflandirmaktadir ve dizi
hizalamalarim1 temel almaktadir. Cizelge 4.4.°de C. reinhardtii’de bulunan ARS
proteinlerinin Pfam veri tabanindaki analizi sonucunda her bir proteinde ‘Siilfataz’
domaini oldugu goriilmiistir. Bu nedenle 19 ARS proteininin hepsinin arilsiilfataz
oldugu distiniilmektedir. Calismanin gilivenilirligi i¢in Pfam analizine kristal yapisi
aciga kavusturulmus insanda bulunan ARSA enzimi de eklenmistir. ARSA proteininde
de siilfataz domaini ve siilfataz C (E-value: 1.8e-26) domaini oldugunu veri tabani
araciligryla tahmin edilmistir.

E value (expectation value): Beklenti degeridir. Veri tabani taramasinda sans eseri
¢ikmast beklenen, S degerine denk ya da daha biiylik skorlara sahip benzer dizilerin
sayisin1 gostermektedir. Diisiik E value degeri biiylik skora isaret eder.

Cizelge 4.4. C. reinhardtii’ de bulunan ARS proteinlerinin Pfam veri tabanindaki
domain analizi sonucu

Protein Domain Yapisi Siilfataz  E-value
ARST  fosihiy 27-387  2.7e-68
ARS2 iy 27-387  4.4e-69
ARS3 S — 59-422 7.3e-54
ARS4 o 167-515  4.4e-48
ARS5 (i 78-419  4.8e-50
ARSE -l 35-429  2.5e-46
ARS7 T 273-617  3.8e-52
ARSS i) 6-361 2.8e-38
ARSO iz 24-380  6.3e-53
ARS10 iy 1-340  6.9e-43
ARS11 b 1-350  1.6e-42
ARS12 o 132-480  1.2e-54
ARS13 it 24-375  2.9e-54
ARS14  ~fuihs 39-391  1.7e-51
ARS15 it 37-385  4.9e-51
ARS16 T 92-434  2.5e-49
ARS17 i 49-429  55e-55
ARS18 i 33-399  6.2e-48
ARS19 i 1-323  6.4e-53
ARSA i 23-348  9.7e-81
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4.1.4. Motif analizi (Siilfataz 1 ve Siilfataz 2)

C. reinhardtii ARS protein sekanslarmin motif analizi Prosite veri tabani
kullanilarak yapilmistir. Sekil 4.2.°de 6rnek olarak ARS1 proteinin Prosite veri
tabanindaki kaydi gosterilmistir. Prosite veri tabanindan elde edilen sonuglarla Clustal
Omega programinda hizalama yapilmistir.

CRE16-G671400-
T1-2 " (649 aa)

PS500523 SULFATASE_1 Sulfatases signature 1 :
71 - 83: [confidence level: (0)] PVCCPSRtnLWRG

P500149 SULFATASE_2 Sulfatases signature 2 -

122 -132: [confidence level: (0)] GYnTyyVGK.FL

Sekil 4.2. ARSI proteininin Prosite veri tabanindaki motif analiz sonucu goriiniimii

C. reinhardtii’de bulunan diger ARS proteinlerinin Siilfataz 1 ve Siilfataz 2
motifleri Sekil 4.3.’de gosterilmistir. Motiflerin hizalamasi Clustal W programi
kullanilarak yapilmistir.

A B

CLUSTAL 2.1 multiple seguence alignment CLUSTAL 2.1 multiple segquence alignment
CrARSL 71 CrARS1 122
CrARS2 71 CrARS2 122
CrARS3 103 CrARS3 157
CrARS4 z 215 CrARS4 266
CrARSS S 122 CrARSS 173
CrARS6 S 79 CrARS© 130
CrARS7 S 317 CrARs7T 368
CTrARSS SHA 47 CTrARSS 98
CrARSS S 67 CrARSS 118
CrARS10 S 31 CrARS10 82
CrARS11 S 41 CrARsSl1l 92
CrARSl2 L 227 CrARS12 227
CrARS13 68 CrARS13 119
CrARSl4 83 CrARsl4 134
CrARS15 81 CrARS15 132
CrARSle 136 CrARS1e 187
CrARS17 165 CrARS17 165
CrARS1S8 128 CrARS1S8 128
CrARS19 23 CrARS19 74

Sekil 4.3. C. reinhardtii ‘de bulunan ARS proteinlerinin A) Siilfatazl B) Siilfataz 2
motiflerinin hizalama sonuglari. Yesil renk ile vurgulanan kisimlar korunmus bolgeleri
gostermektedir

Korunmus dizi (Conserved sequence): Bir proteindeki aminoasit dizisinde (veya bir
DNA molekiiliinde) evrim siirecinde degismeden kalmis olan baz dizisini igermektedir.
Sekil 4.3., Sekil 4.5. ve Sekil 4.6.’daki hizalama sonuglar1 ARS proteinlerinin siilfataz
motiflerindeki ortak bulunan korunmus dizileri géstermektedir.
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Bits

Sulfatases

Sekil 4.4. Siilfataz motifi (Sardiello vd. 2005)

Sardiello vd. (2005), memelilerde yapilan analizlerde CXP[S/A]JRxXxX[T/S]G
sekansina sahip degismez dizi olan siilfataz motifinin, siilfatazlar disinda bagka
proteinlerde bulunmadigimi savunmustur. Bu tez ¢alismasinda detayli olarak
Chlamydomonas reinhardtii’deki ARS  proteinlerinde bu  motifin  bulunup
bulunmadigina bakilmigtir. Diger organizmalardaki ARS genlerinin protein sekanslari
bulunmus (Cizelge 3.7.) ve coklu hizalama yapilarak (Sekil 4.5. ve Sekil 4.6.)
benzerliklerine bakilmistir. Sekil 4.5.”deki hizalamada goriildiigii iizere C. reinhardtii,
Homo sapiens, Volvox carteri, Rhodopirellula baltica ve Pseudomonas aeruginosa
organizmalarindaki amino asit analizinde Sardiello vd. (2005) ¢alismasinda belirtilen
katalitik bolgenin korundugu goriilmiistiir. Siilfataz motifini kapsayan sekansta yliksek
derecede amino asit benzerlikleri goriilmiistiir ve renklendirme ile vurgulanmustir.

Amino asit analizi: C. reinhardtii’'nin ARS protein sekanslar1 ile bazi diger
organizmalarda (Cizelge 3.7.) bulunan siilfataz motiflerinin hizalamasi Sekil 4.5.’de ve
Sekil 4.6.’da yapilmistir. Sonuglara gore analiz edilen organizmalarda, Sekil 4.4.’deki
siilfataz motifindeki benzerlikler goriigmistiir. Sardiello vd. (2005) calismasinda
belirtikleri siilfataz motifinin incelenen diger organizmalarda da bulundugu analizler
sonucu gorilmiistiir. Sekil 4.5.deki ve Sekil 4.6.’daki hizalamalar Clustal Omega
programi kullanilarak yapilmistir.
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GHS
Sulfl
Sulf2

Vocar.

AR31
RR3Z
RR39

Vocar.
Vocar.

ARS&

ARS14
ARS10
ARS11
ARSE

ARS13
ARS1S
ARS1SE

Vocar.

RR33
AR317
RRS3S

Vocar.

AR31&

Vocar.

RR312Z
RRS4
RR3T
RR31%
RRSE
IDS
RRSE
ARSI
ARSJ
ARSG
ARSA
GALHS
SIS
ARSF
ARSE
RRSH
RRSD
SGSH

0025s0060.

0001=21077.
0004=304085.

0015s0115.

0015s0117.

0001s1375.

Ebaltica
Paerugino=a

VLGG---MI--PLEKIFALIG----EMGHMTFS5AYVESA
ELGS---LO--VMNKIRKIME----HGGATFINAFVITEM
ELGS---MO--VMNKIRRIME----0GGAHF INAFVITEM
IONS---THPRYQPKLHEHIR----YPGIELKENYFVITF
IQNS---THPHYMPSLHEYIR----YPGVELSQYFVITF
IQNS---THPHYMPSLHEYIR----YPGVELSQYFVITF
TOR5--—--VDIAMPATFRLLE----EGGVIFTHHFVSTPI
TQD5---5GELAMPATFKRLLR--—--DRGVIFTHHFVITPI
LLNS---THPRYMPQLHRLIR----LRGLEVOHFITSVAS
MLH5---THPREYMPELDRELVE-—-—-QRGLEVOHFITSYAS
MLNS---THPYYMPOLHRLVR--—--RRGLEVQHFITPVAS
-MN5---THPYYMPMLHRKHLR----LOGTELPHFITSVE
MLNA---SHPYYLPMLHRKHMR ----LOGTEFPHFIT SV
LLGS-—-ADAEYMPTLDEYLR-—--KQGLELFQFI-—-VA
VLGS---TDAFEWMPSLDEYLR--—-KQGMEVENEVISIAS
VLGG---ADALWMPALDEYVR--—-ROGMELPHEVISIAS
MLNS---THREFMPQLNRHLA--—--DSGLOLENFLISTAR
MFNS---THPYYMPMLNQHIV----EQGLOLENFLISTAR
LLNS---TDRTYLPLLHSLLG----DOGLELENMATISS5T,
LLNS---5HPAHMPLLHOHVA----GPGLALRNYSVSTET,
LLNS---TDREYMPELHEYIG----DOGLHLNNFIVT S5
LLNA---THPAYMPELHEYIG----DOGLHLNNFIVTSS
VLGS---ADPAYMPALHRLIG----ASGSRFANTLVSTS
VLNS---THPAYMPALSSLLG----SEGIRFANILVSTS
ILNS---THPYYMPALNRHLA----AGGIRLSNFLVSTGE
MiG5---AAPRFMPAVHNEWLGGGDGGEGIOLSNFLITTA
VINS---55ARFMFVLNRLIG----DVGIRLSNEFIVSTG
RLTFEPGSQVVELPFINFMET --—---RGISFLNAYTHSPI
PELGCYGDELVREPHNIDOLAS -—-—-HSLLEFQNAFAQQR
NOVGFHGS-RIRTPHLDALAA-———— GGVLLDNYYT-QF
HOVGYHGS-DIETPTLDRLAA-———— KGVELENYYI-QPI
ROVGYHGS-EIFTPTLDELAA-—-—— EGVELENYYV-QPI
GDLGANWAETEDTANLDEMAS EGHMREVDFHAAAST
GDLGCYGHPSSTTPNLDOLAA GGLRETDEYVEVS
GDLGVYIGEPSRETPNLDEMAA EGLLEPNEYSANE
GDPGCYGHETIRTPNIDRLAS GGVELTOHLAASE
GDLGCYGHDTMRTPHIDRELAR EGVELTOHISARS
GDIGCYGHNTMRTPHIDRLAE-—-—--DGVELTQHISARS

[ O O O I O

SDLGCYGG-EISTPNIDALAA-————
SDIGAFGG-EIATPNLDALAT -—-———

ok

110
106
107
81
G2
G2
4
99
116
100
104
52
82
L1
89
102
98
81
124
114
143
188
157
154
157
236
338
44
93
103
110
112
141
103
80
°3
101
a7
105
T4
108
38
118
T0

Sekil 4.5. Bazi organizmalarda bulunan Siilfataz 1 motifinin hizalamasi. Renklendirme
yapilan dizilerin tamami Siilfataz 1 motifini gostermektedir. Yesil ile renklendirilen
amino asitler tiim genlerdeki korunmus dizileri gostermektedir. Mavi, pembe ve kirmizi
ile renklendirilen kisimlar Siilfataz 1 motifindeki degisken amino asit dizilerini
ile renklendirilen kisimlar ise herhangi bir amino asit
bulunabilecegini gostermektedir

gostermektedir.

Sekil 4.6.’da bu ¢alismada incelenen baz1 diger organizmalarda bulunan Siilfataz
2 motifinin hizalamas1 yapilmistir. Bu motifler Sekil 4.2.’de gosterildigi gibi Prosite
veri tabanindaki motif analiz sonucu bulunmustur. Bulunan motifler Clustal Omega
programi ile hizalanmistir. Hizalama sonucu bazi organizmalardaki Siilfataz 2 motifinin
korunmus bolgeler icerdigi goriilmiistiir. Hizalamada olan proteinlerin isimleri ve
bilgileri Cizelge 3.7.’de verilmistir.
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GHS KSWOKIQEP--————=mmmmmmmmmm e YLNEYGAPDAG 160
Sulfl WORMHEPRT - ——===m = === = mmmmmm = mm— YLNEYNGSYIP 153
Sulfz WOROHESRT ~—————=m === = mmmmmm e e YLNEYNGSYVE 154
Vocar.0025s0040. KWESLEIDK--—————mmmmmm— e m - FLVDYSVSNYQ 140
LRS1 KWKGLGIDQ--—————————————m———— - FLVDYSVSNYQ 141
LRSZ KWKGLGIDQ--———————————m = FLVDYSVSNYQ 141
AR5 KFKALGLDR--——=—=mm=—— == mmmm - FIVDYTIRNHR 137
Vocar.0001s1077. KFRALGLDR--———==mmm—— = mmmm - FLVDYTIRNYD 148
Vocar.0004s0408. KFMTEGLDE--————=mm=—— = mmmm - FLNGLTHDSLL 165
ARSE KFELDQLDD--——===mmmmmm—mm e m - 148
ARS14 KFMRDQLDT - -——===mm === == mmmm == - 153
ARS10 GFETKRLDK———==—=== == ——mmm e 101
ARS11 GFETKKLDK—- === === === === 111
LRSS QFLERGLDS———————————mm———mmm 117
LRS13 RMMGODLDH-————————————— - ———— 138
LRS1E RFLENQLDD-————————————— e ———— 151
LRS18 RFMS0DLDA- —————————m— - ———— FLNAMDETDSR 147
Vocar.0019s0115. KFMSQRLOD-——————mmmmmmm e e - FLNAMDPTDER 140
LRS3 RFLTTRED-————————mmm—m o FLNGFAVGEG- 175
ARS17 RFGOMMMAGAQQOGSQGPOGPROOGLELDSSWLET QLS FLNEFTPAGA- 183
LRSS KFQSLNLD---—————- - -KNWLPLKLKP FINLFDVEVGD 192
Vocar.0019s0117. RFQAQKLD-———————mmmmm e — AEWLPLWLKE FINLFDVEEGD 217
LRS18 RFARSGLDG-———————mmm—m——mmm - DWLEGWLOAR FLNSFGVELER 204
Vocar.0001s1375. KFIRQGLDS - ———————mmmm - DWLEGWLRD2 LLNGFSIPLNQ 203
ARS1Z KFYERKVED-—————————m—— FLNAYMITAAF 24§
ARS4 KFLELDVEE--——————————— - TWLETRLOER FLNGYYTSEAP 285
ARST KF¥DENLED--——————————— - NWLEGWLOSE FLNQYFETSAR 387
ARS19 BFYQOQLDR-—————————mm - NWLEVWLEAR FLNQYLETYAP 93

ARSK TTWMDVMER - == === mm— oo —— 139
D35 ) 144
LRSE WECOPSCVE-——m—— o mmmm o 152
ZRST RPQOPNCLE-———— e 154
ARSJT RPTOPNCLP---———=mmmmm e HLGFYR---- 183
ARSG LPLHETTLA~——===m===m————mmmmmm e HLGHHGSYHP 148
ARSA GLPLEEVIV-—=mmm—= == mmmm e e e HLGVGPEGAF 136
GALNS TPQEIVGGIP-————=mm——— = HLGHRPQFHP 151
STS FTASSGELE-——=m === = mm—— HLGMSCHSKT 152
ARSF NLAVPAGLP--———==mmmm—mm—m e HOGLNCDSRS 148
ARSE WIGASGELE-———————mmmmm HLGLNCESAS 156
ARSH WLGGSGELE - ———————mmmm o HLGLSCASRN 126
ARSD WHAGSGELE - ————————mmm e — HOGVNCASRG 159
5G3H SFDEVRSLE-——————————m————mmm 134
Rbaltica RGQGYLERLR--———==mmm——m—m e DDCVIMAEVLKPE HMHPKIGE-- 169
Pasruginosza EGKPGYEGHLN-———-—== === =——— ERVVALPELLREZ HLGLKPEQTP 124

Sekil 4.6. Bazi1 organizmalarda bulunan Siilfataz 2 motifinin hizalamasi. Renklendirme
yapilan dizilerin tamami Siilfataz 2 motifini gostermektedir. Yesil ile renklendirilen
amino asitler tim genlerdeki korunmus dizileri gostermektedir. Sari ile renklendirilen
kisimlar ise herhangi bir amino asit bulunabilecegini gostermektedir

4.1.5. Sinyal peptid analizi

ARS proteinlerinde sinyal peptidinin varhigimni saptayabilmek igin SignalP ve
Phobius programlari kullanilarak analizler yapilmistir. Her ARS proteini sinyal peptidi
bulundurmamaktadir; sinyal peptidi sekretuar yolaga giren proteinlerde bulunmaktadir.
Sinyal peptidi bulunan ARS proteinlerinin hizalama islemi Clustal Omega programi
kullanilarak yapilmistir (Cizelge 4.6.). Fakat bir sinyal peptidi ¢ogunlukla ti¢ kisimdan
olusmaktadir. Ik kistm (n-bdlgesi) genellikle pozitif yiiklii olan 1-5 amino asitten,
ikinci kisim (h-bolgesi) 5-15 hidrofobik amino asitten ve tigiincii kisim (c-bdlgesi) ise 3-
7 adet genellikle yiiksiiz fakat polar amino asitten meydana gelmektedir (Selzer vd.
2018). Bu nedenle, klasik bir dizi hizalama yontemi sinyal peptidlerinin tahmini i¢in
uygun degildir.
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Cizelge 4.6. C. reinhardtii nin ARS proteinlerinin sinyal peptidlerinin hizalamas1

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

ARS6  ----- MGKLPGRVALLRAAWFAF - - - -SLMGLFSCGA- - - - - - - - - 28
ARS15 ---MC----TTNCS-LTARRRAR----- SLIALSAVLVSTFCTAVA 33
ARS3 e MT-FSRLAPLL----- LLLAL--CIDHSFVGA-- 24
ARSS  mmmmmmmmomoo- MTPIAITL----- VLIALQVSVGHS - - - - -- 20
ARS18 - - -MALQGMRSNMT -RGATALGL - - - - - LMIALGAAKG-------- 29
ARS16 MWAPGLQKRGSR- - - - - SRWMTSFLLVFVLMVASPACAHA- - - - - - 35
ARSA  cmmmemee MFITL---------- ACSINATLC---- 14
ARS14 - - -MRSSKLGWQ- - -MVARWHLALC - -ATTLLAACGCAQA- - - - - - 32
ARS13 cmmmmmmmmeoo oo MLA----- TVTLFQPGHA- - ------ 13
ARSS  ----- MQRREAR- - -VGALWILA----- VVLLLAAGAEA------- 26
ARST cemmemmmmo- MGALAVLA- - - - - VACLAAVASVAHA- - - - - 21
ARS2  mmmmmmmmmmmoe- MGALAVFA- - - - - VACLAAVASVAHA- - - - - 21

Sinyal peptidi analizi igin iki farkli program kullanilmistir ve elde edilen
sonuclar Sekil 4.7.°de ve Sekil 4.8.’de gosterilmektedir. Sekil 4.7.’de 6rnek iki farkli
protein (ARS1 ve ARS7) i¢in SignalP sunucusundan alinan sonuglar gosterilmektedir.
Diger tiim protein sekanslari i¢in de ayn1 analizler yapilmistir.

»AREL »ARST
A SignalP-4.1 prediction (euk networks): 1 B SignalP-4.1 prediction (euk networks): 1
Cescore C-score
10 S-score o S-score
Y-score Y-score
08 0.8
|
0.8 06
£ I -
g ! g
w 04 o 04
02 [ 0.2
....... - g - = T R -
oo b a0
VLA LAY LAV AG LARY ASVARARDT KKPUEYY | FT OGO | RETHPHYUPELHIK | RY PG L BIVFVT ST PRI | PBLE PE PRPOE PA PRPH PEPALGPPALAST FPY PLLOPOPPPY SGSMPPTAAGE SPPPYG
o 10 20 30 40 S0 &0 '] o 10 20 30 40 50 80 0
Position Position

Sekil 4.7. SignalP sunucusundan elde edilen 6rnek grafiksel ¢iktilar A) ARSI proteinin
sinyal peptidi oldugu 6ngoriilmektedir. S-score’un yesil pik yaptig1 bolge sinyal peptidi
bolgesi olarak tahmin edilmektedir B) ARS7 proteinin sinyal peptidi tagimadigi
ongoriilmektedir

Sekil 4.8.°de Phobius programindan alinan sinyal peptidi analiz sonuglari
goriilmektedir. Ornek olarak iki farkli proteinin (ARS2 ve ARSS8) analiz sonuglari
gosterilmektedir. Diger tiim protein sekanslari igin de ayni analizler yapilmistir.
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Sekil 4.8. Phobius sunucusundan elde edilen 6rnek grafiksel ¢iktilar A) ARS2 proteinin
sinyal peptidi oldugu ongoriilmektedir. Kirmizi pik noktasi sinyal peptidi tasiyan
bolgeyi ongoérmektedir B) ARS8 proteinin sinyal peptidi tasimadigi 6ngériilmektedir

4.1.6. Filogenetik analizler

C. reinhardtii ve karsilastirmali analizler i¢in kullanilan baz1 diger
organizmalardaki (Cizelge 3.7.) ARS proteinlerinin arasindaki evrimsel iligkileri
gosteren bir filogenetik aga¢ TreeDyn programi kullanilarak olusturulmustur (Sekil
4.9.). Evrimsel uzakliklar yatay dallarin uzunluguna karsilik gelmektedir. Nihai ¢oklu
dizi hizalamasi, birbirine en ¢cok benzeyen iki dizi ile baslar. Daha sonra adim adim bir
sonraki en benzer dizi eklenir ve kesin ¢oklu-hizalama elde edilene kadar hizalanr.
Filogenetik analizde zamana bagl degisken sayis1 dal uzunlugu olarak temsil edilebilir.
Yani dal uzunlugu ne kadar yiiksekse zamana bagli degiskenler o kadar fazladir.
Zamana bagli degiskenler az ise dal uzunlugu kisa olur hatta dal uzunlugu yok denebilir
(Sekil 4.9.°da ARS1 ve ARS2’de goriildugii gibi).

Sekil 4.9.”daki diziler arasindaki evrimsel iliski, dallarin uzunlugu ile orantilidir.
Yesil alg C. reinhardtii nin ARS proteini; Volvox carteri, Homo sapiens, Pseudomonas
aeruginosa ve Rhodopirellula baltica ile karsilagtirilmistir. Karsilagtirma yapilan
organizmalarin isimleri Cizelge 3.7.°de verilmistir. Bariz olarak ayrilan iki kiime
goriilmektedir. Ust grupta C. reinhardtii’ye ait higbir dizi bulunmayip C. reinhardtii’ye
ait tiim diziler alt grupta kiimelenmistir.
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Sekil 4.9. C. reinhardtii ve baz1 diger organizmalardaki ARS protein dizilerinin
filogenetik agaci

4.2. RT-PCR Bulgulan

Calismada model organizma C. reinhardtii genomunda 19 adet ARS geni
belirlenmistir. Bu genlerden ARS1 ve ARS2 genleri lizerine yapilmis c¢alismalar
bulunmaktadir (Aksoy vd. 2013), fakat diger 17 adet gen modelleri lizerine yapilmis
fonksiyonel c¢aligma literatiirde mevcut degildir. Calismanin amaci diger gen
modellerinden mRNA iiretilip iiretilmedigini saptamak ve transkript diizeylerinin siilfat
eksikligi altinda degisip degismedigini RT-PCR caligmasiyla molekiiler diizeyde
belirlemek olmustur.

Calisma i¢in bes farkli hiicre kiiltlirii hazirlanmistir fakat {i¢ hiicre kiiltiirliniin
sonuglart iizerinden degerlendirme yapilmistir. Diger iki hiicre kiiltiirii sonuglara
eklenmemistir. Ug farkli hiicre kiiltiiriinden izole edilen RNA’lardan c¢cDNA elde
edilmistir. Bu cDNA’larla PCR reaksiyonlar1 kurulmus ve jel goriintiilemesi yapilmistir.
Elde edilen sonuglar Sekil 4.10.’da gosterilmistir.
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CBLP; kontrol genidir (house keeping gene), yani her kosulda ekspresyon
diizeyinin esit olmasi gerekmektedir. Esit olmadigi durumlarda cDNA’da degredasyon
oldugundan siiphe edilebilir. ARS2 geni pozitif kontrol olarak kullanilmigtir. ARS2’nin
TAP besi yerinde ekspresyonu olmayip, siilfatsiz kosullarda gen ekspresyonunun olmasi
beklenmektedir. Farkli bir sonug¢ ¢iktiginda hiicrenin siilfat acligi ¢ekmemis oldugu
diisiiniilebilir. Bu iki pozitif kontrol geninden beklenilen sonuglar elde edilmistir, diger
gen modelleri i¢in ise ilk defa RT-PCR c¢alismasi yapilmistir. Elde edilen RT-PCR
sonuclart literatiir caligmalar: ile karsilastirilarak gen ekspresyon seviyeleri hakkindaki
bilgiler 4.3. bolimiinde verilmistir.

RT-PCR Sonuclan
F 5 & P & & P

ARS2 ARS2 ARS2

Rl m = b Pl ﬂ ' tp B m Epr
ARSS ARSS ARSS

e _ = ‘p e _ = b e — 19pr
ARS? ARS7 ARS7

(EMF-ELSR) 1185 (EIF-EISR) 118 tp (EMF-EISR) 118%p
ARSS . ARSS ARSS

(E20F-3UTR) 15 bp (E20F-3UTR) 15 tp (E20F-3UTR) 1755
ARSI ARSI ARSI

R - I.Qb e _ o e - e
ARS12 ARS12 ARS12

e - e e _ e o _ e
ARSI ARS13 ARSI3

P = e o _ e b - IOIbp
ARSI . ARS14 ’ ARS! .
ARS16 ARS16

(EVZEEISR) - 14 (E12F-EI3R) 104 bp (EREEDR) - 104bp
ARS17 ARSI ARSI

EAEND - = b (ORI m " !p i - 141bp
ARSIO 5 ARSI . ARS19

(E1IF-EL2R) - 15 (ENF-E12R) m 1158 (EMF-EL2R) - 115bp

F-—v. -
[ BL < caLp 5
2 e s s
. - il s
1.Kaltar 2. Kiiltir 3.Kaltar

Sekil 4.10. 1.kiltiir, 2.kiltiir ve 3 kiiltiirle yapilan RT-PCR sonuglari (TAP; TAP besi
yerinden alinan hiicre kiiltiriniin 6rnegi, 5h -S; siilfat icermeyen besi yeri hiicrelere
eklendigi zamandan 5 saat sonra alman Ornek, 24 -S; siilfat icermeyen besi yeri
hiicrelere eklendigi zamandan 24 saat sonra alinan 6rneklerdir)

Sekil 4.11.°de fosfat eksikligine duyarli genlerin RT-PCR sonucu verilmistir.
Fosfat aclig1 laboratuvarda calisilan bir bagka proje olup o ¢alismadan aliman cDNA’lar
ile deney yapilmistir (Havutcu 2021). Sekil 4.11.’de C. reinhardtii’nin fosfat aglig:
altinda gen ekspresyon seviyesine bakilmistir. Bu calismada ARS genleri igin tasarlanan
primerler kullanilmistir. Bu deneyde genlerden mRNA iiretilip tiretilmedigini saptamak
ve transkript diizeylerinin fosfat acliginda degisip degismedigini belirlemek olmustur.
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Sekil 4.11. Fosfat aglhigi ¢eken hiicrelerin RT-PCR sonucu

4.3. RT-PCR ve Biyoinformatik Analiz Bulgularimin Yorumlari

Elde edilen RT-PCR sonuglari, literatiirde goriilen calismalarla ve bu tez
caligmasinda yapilan biyoinformatik analizlerin 15181 altinda asagidaki gibi
yorumlanarak bu genlerin siilfat agliginda rolii olup olmadig: belirlenmeye ¢alisiimistir.

C. reinhardtii’deki 19 adet ARS geninden 15 tanesinin ekspresyon diizeyi RT-
PCR ile belirlenmistir. Elde edilen bulgular literatiirde bulunan iki adet RNA-sekans
caligmasinda goriilen veriler ile karsilastirilmistir. Bu caligmalardan birisi Gonzalez-
Ballester vd. (2010) calismasidir. Bu ¢alismada C. reinhardtii’nin farkli ortamlardaki
transkritom analizi yapilmistir. Bu ortamlardan birisi de 6 saat siilfat agligidir ve bu tez
caligmasi ile en ¢ok ilgisi olan ortam budur. Diger ¢alisma ise Strenkert vd. (2019)
tarafindan yapilan RNA-sekans ¢alismasidir; bu ¢alismada Strenkert vd. 12 saat 151k/12
saat karanlik ve ototrofik biiyiime kosullar1 altinda transkriptom analizi yapmistir. Elde
ettigimiz RT-PCR verileri bu ¢alismalardaki veriler ile uyusmaktadir ve asagida her bir
gen i¢in ayr1 ayr1 agiklanmustir.
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e ARSIl ve ARS2 genleri

Literatiirde ARS1 ve ARS2 genleri iizerine yapilmis ¢aligmalar bulunmaktadir
(Aksoy vd. 2013), bu tez galismasinda bu genlerin biyoinformatik analizlerine detayli
olarak bakilmistir (Cizelge 4.1.). Biyoinformatik analizler sonucunda edinilen bilgilere
gore; ARS1 ve ARS2 proteinlerinin siilfataz domaini ve siilfataz motifi igerdigi
goriilmigtiir. Ayn1 zamanda ARS1 ve ARS2 proteinlerinin, sinyal peptidinin varligi,
protein lokalizasyon bolgesinin sekretuar yolak oldugu ve transmembran domaini
icermedikleri bilinmektedir. Lokalizasyon bdlgesinin sekretuar yolak olmasi; proteinin
lizozomda, hiicre membraninda ya da hiicre disina atiliyor olabilecegini gostermektedir.
ARS1 ve ARS2 genlerinin gen duplikasyonu sonucu olustuklari diistinilmektedir.
EMBOSS Needle programinda ARS1 ve ARS2 genlerinin ikili dizi hizalamasi sonucu
Identity (amino asitlerin birebir benzerligi): %98.5, Similarity (benzerligi): %99.4
c¢ikmigtir. Cikan sonuglardan da anlasilacagi gibi ARS1 ve ARS2’nin gen ve protein
ozellikleri neredeyse aynidir. ARS1 ve ARS2 genleri literatiirde calisilan genler oldugu
icin bu calismada ARS1 geni i¢in RT-PCR ¢alismasi yapilmamugtir. Literatiir
calismalardan edinilen bilgiler, ARS1 geninin, siilfat yoksunlugunda transkript
seviyesinde artis oldugunu gostermistir. ARS1 geni i¢in deneysel calisma yapmis
olsaydik, ARS2 geni gibi, TAP besi yerinde gen ekspresyonunun olmamasini, siilfat
yoksunlugunda ise (5. ve 24. saat) transkript seviyesinde artig olmasini1 beklerdik. ARS1
geninin Gonzalez-Ballester vd.’nin (2010) verilerinde; yabanil susunun siilfat igeren
ortamda ¢ok az ekspres oldugunu, siilfat acliginda ise ekspresyon seviyesinin ¢ok fazla
artigin1 gostermektedir. snrk 2.1 mutanti ise siilfatsiz ortamda ekspres olmamaktadir.
Tim bu sonuglar; ARS1’nin siilfat eksikligine aklimasyonda roliiniin oldugunu
desteklemektedir.

Bu projeden elde edilen RT-PCR bulgulari, ARS2 geninin siilfat iceren ortamda
ekspresyonunun olmadigini ya da ¢ok az ekspresyonu oldugunu, siilfat agliginda (5 saat
ve 24 saat) ise gen ekspresyonunun belirgin bir sekilde artigini deneysel olarak
gostermistir. TAP besi yerinden alinan Ornekteki jel goriintiisii ile besi yerinden siilfat
cikarilmasindan 5 saat sonra alinan Ornekteki bant kalinligi genlerin transkript
seviyelerindeki farki gostermektedir. Siilfat aghiginin 5. saatinde alinan Ornekte
ekspresyon artist Sekil 4.10.’da net bir sekilde gosterilmistir. Siilfatsiz ortamdan 24.
saatte alinan ornekte ise transkript seviyesinin 5. saate oranla biraz azaldigin1 ama TAP
besi yerine oranla ekspresyon diizeyinin hala yiiksek oldugunu gostermistir (Sekil
4.10.). Strenkert vd.’nin (2019) calismasinda, giinliik 1s1k periyodlarinda ARS2 geninin,
belirli zamanlarda ekspresyon diizeyinin belirgin bir sekilde artigi gosterilmistir.
Gonzalez-Ballester vd.’nin (2010) verileri; C. reinhardtii yabanil susunun siilfatli ve
stilfatsiz ortamdaki ekspresyon diizeylerini ve snrk 2.1 mutantinin stilfat igeren ve siilfat
icermeyen ortamdaki transkript seviyelerini gdstermistir. Gonzalez-Ballester vd.
calismasinda ARS1 ve ARS2’nin yabanil susta siilfat iceren ortamda ¢ok az ekspres
oldugunu, siilfat yoksunlugunda ise ekspresyon seviyesinin c¢ok fazla artigim
gostermektedir, snrk 2.1 mutanti da siilfatsiz ortamda ekspres olmamaktadir. Bu
sonuglar, bu tezde elde ettigimiz RT-PCR sonuglarin1 desteklemektedir. Sonug olarak;
ARS2 geninin siilfat eksikligi altinda ekspresyonunun artigmmi gostermektedir,
dolayisiyla ARS2 geninin siilfat eksikligine aklimasyonda roliiniin oldugunu
gostermektedir.
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e ARSS3, ARS4 ve ARS9 genleri

Biyoinformatik analizlerden elde edilen sonuglar ARS3, ARS4 ve ARS9
proteinlerinin; siilfataz domaini, siilfataz motifi ve sinyal peptidi tasidigin
gostermektedir. ARS3, ARS4 ve ARS9 proteinlerinin lokalizasyon tahmini sekretuar
yolaktir ve transmembran domaini bulunmamaktadir (Cizelge 4.1.). Biyoinformatik
analizler ARS3, ARS4 ve ARS9 genlerinin arilsiilfataz oldugu desteklemektedir. Fakat
RT-PCR sonucunda bu genlerden iiriin elde edilememistir bu nedenle jel goriintiileri
verilmemistir.

Strenkert vd.’nin (2019) senkronize kiiltiir ¢alismasinda, ARS3 geninin 1s18a
gecilmesiyle beraber ilk 5 zaman aralig1 i¢inde ekspresyonunun yok denecek kadar az
oldugunu gostermistir. 6 saatlik siilfat aglig: verilerini igeren Gonzalez-Ballester vd.’nin
(2010) verilerinde ise yabanil sus ve mutantta, siilfath ve siilfatsiz ortam kosullarinda
ekspresyonunda artis gériilmemistir. Ayrica Gonzalez-Ballester vd. nin verisinde, farkli
ortam sartlarinda gerceklesen deneylerde; oksijensiz ve karanlik, yiiksek ve diisiik COp,
demir ve nitrojen deneylerinde de gen ekspresyonun olmadigi ya da ¢ok az oldugu
gosterilmektedir.

ARS4 geninin Gonzalez-Ballester vd.’nin ¢alismalarinda, siilfatsiz ortamda
yabanil tip ve mutantta gen ekspresyonun yok denecek kadar az oldugu goriilmiistiir.
Ayrica Gonzalez-Ballester vd.’nin (2010) verisi, farkli ortam sartlarinda gergeklesen;
oksijensiz ve karanlik, yiiksek ve diisik CO2, demir ve nitrojen deneylerinde gen
ekspresyonun olmadigini ya da ¢ok az oldugunu gostermektedir. Gonzalez-Ballester
vd.’nin (2010) verilerine ek olarak Strenkert vd.’nin (2019) yaptig1 ¢alismada, ARS4
geninin, sadece iki farkli zaman araliginda (hiicre boliinmesinden hemen Once)
ekspresyonunda artis oldugunu gostermistir. Bu nedenle ARS4 geninin hiicre
boliinmesinde rol aldig: diistintilmektedir.

ARS9 geni i¢in Strenkert vd.’nin yapmis oldugu ¢alismaya bakildiginda, zaman
araliklarinin higbirinde ekspres olmadigi goriilmistir. ARS9’un Gonzalez-Ballester
vd.’nin (2010) verilerine bakildiginda; siilfatli ortamda ekspresyonunun var oldugu ve
stilfatsiz kosullarda da ekspresyonunun artigi gosterilmistir. Literatiir sonuglara karsilik,
bu ¢alismada ARS9 geninden RT-PCR ile iiriin elde edilememistir. Bunun sonucunda
ikinci primer siparisinde bulunulmustur. ikinci ¢ift gelen primerlerle de PCR
reaksiyonlart kuruldugunda yine {irin elde edilememistir. ARS9 geninin gen modeli
anotasyonuna bakildiginda promotor ve ekzon bolgelerinin diger gen modeli
anotasyonlariyla uyusmadig1 goriilmektedir ve bu nedenle ARS9 geninin gen modelinde
hata oldugu diisiiniilmektedir. ileriki galigmalarda yeni primerlerle RT-PCR yapilmasi
planlanmaktadir.

ARS3, ARS4 ve ARS9 genlerinin literatiir verilerine ilave olarak proje boyunca
tekrarlanan ti¢ deneysel ¢alismada siilfatsiz ortamdan alinan 6rneklerin (5. ve 24. saat)
ekspresyon seviyelerine bakilmistir ve ARS3, ARS4 ve ARS9 genlerinden RT-PCR
calismast ile iiriin elde edilememistir. Genlerden {iriin olusmadigi i¢in Sekil 4.10.’da jel
goriintiilerinde yer verilmemistir. Hem literatiir calismalarindan edinilen bilgiler hem de
bu tez ¢alismasinda gergeklestirilen deneyler sonucu ARS3, ARS4 ve ARS9 genlerinin
transkript seviyesinin ¢ok az oldugu belirlenmistir. Bu genlerin gen ifadelerinin az
olmasi ve deneysel imkanlarimizin yetersizligi sonucu siilfat eksikligi altinda genlerdeki
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transkript seviyeleri tam olarak saptanamamistir. Bu genler ekspres oluyorsa bile bu
projede kullanilan primerlerle iiriin elde edilememistir. Tez caligmasindaki hiicre
kiiltiirti senkronize kiiltlir ¢alismasi degildir. Karisik kiiltiir olmasi nedeniyle belirli
zaman araliklarindaki kii¢iik ekspresyon artiglarini gérmememiz olasidir. Sonug olarak
calismamizin  imkanlartyla  yapilan RT-PCR’lar ile genlerin  mRNA’lan
yakalanamamuistir. Bu genler mRNA’ya sahip olup ekspresyon artis1 ger¢eklestirmiyor
olabilir ya da mRNA iiretemeyen yalanci genler olabilir. Sonugta; ARS3, ARS4 ve ARS9
genlerinden mMRNA iretilip iretilmedigini belirleyemedigimiz ig¢in, siilfat eksikligi
altinda transkripsiyon faaliyetleri hakkinda yorum yapilamamustir.

e ARS5, ARS10 ve ARS18 genleri

ARS5, ARS10 ve ARS18 genlerinin literatiir ¢alismalarina bakildiginda bu
genlerin ekspresyonunun her kosulda yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu genlerin siilfat
eksikligine aklimasyonda rolii olmadigi dislinilmektedir bu nedenle bu tez
caligmasinda ARS5, ARS10 ve ARS18 genlerine RT-PCR ¢alismasi yapilmamistir.

ARSS5 proteini igin yapilan biyoinformatik ¢alismalar; siilfataz domaini, siilfataz
motifi ve sinyal peptidi igerdigini gostermektedir (Cizelge 4.1.). ARS5’in hiicre igi
lokalizasyonunun sekretuar yolak oldugu ve bir tane transmembran domaini igerdigi
tahmin edilmektedir. Transmembran domaini icermesi; bu proteinin hiicre zarina
lokalize oldugunu 6ngérmektedir. Strenkert vd.’nin (2019) ¢alismasinda, ARS5 geninin
karanlik ve aydinlik ortam fark etmeksizin her zaman araliginda ekspresyonunun ¢ok
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Gonzalez-Ballester vd.’nin (2010) verilerinde ise siilfat
iceren Ve siilfat icermeyen ortamda gen ekspresyonunun c¢ok yiiksek oldugu
gosterilmistir. Ayrica ARS5 geninin Gonzalez-Ballester vd.’nin verilerinde farkli ortam
kosullarinda; karanlik ve oksijensiz deneylerde nitrojen ve demir deneylerinde de
ekspresyonunun ¢ok yiiksek oldugu gosterilmektedir.

Biyoinformatik analizlerden edinilen bilgiler; ARS10 proteinin, siilfataz domaini
ve siilfataz motifi icerdigini gostermektedir. Protein lokalizasyon bdlgesinin ‘diger
(other)’ olarak adlandirilan sitozol olabilecegi PredAlgo programi kullanilarak tahmin
edilmistir (Cizelge 4.3.). ARS10 proteinin sinyal peptidi igermedigi ve transmembran
domaini bulunmadig1 Cizelge 4.1.’de belirtilmistir. ARS10 geni igin Strenkert vd.’nin
(2019) ¢alismasina ve Gonzalez-Ballester vd.’nin (2010) ¢alismasina bakildiginda; her
iki veride de gen ekspresyonunun var oldugu goriilmektedir. ARS10’un; karanlik ya da
aydinlik, siilfath ya da siilfatsiz ortamlara bagli olmadan her kosulda gen ekspresyonun
hep yiiksek oldugu gosterilmistir. Gonzalez-Ballester vd.’nin verilerinde karanlik ve
oksijensiz deneylerde, yiiksek ve diisitk CO, deneylerinde, demir, bakir ve nitrojen
deneylerinde de ekspresyonlarnin fazla oldugu gosterilmistir (Gonzalez-Ballester vd.
2010). Literatiir calismalarindan faydalanarak, bu genin mRNA’sinin varlig1 ve gen
ifadesinin yliksek oldugu belirlenmistir.

ARS18 proteini igin yapilan biyoinformatik calismalar sonucu, bu proteinin
stilffataz domaini, siilfataz motifi ve sinyal peptidi igerdigi tahmin edilmistir (Cizelge
4.1). Aym zamanda ARSI8 proteinin, tahmini protein lokalizasyon bdlgesinin
sekretuar yolak oldugu ve transmembran domaini igermedigi bilinmektedir. ARS18 geni
icin Strenkert vd.’nin (2019) c¢alismasina ve Gonzalez-Ballester vd.’nin (2010)
calismasina bakildiginda; her iki veride de gen ekspresyonunun var oldugu
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goriilmektedir. Gonzalez-Ballester vd.’nin siilfat igeren yabanil sus ve mutanta veya
stilfat igermeyen ortamdaki yabanil sus ve mutanta bakildiginda transkript diizeyinin iKi
farkli kosulda da ¢ok yiiksek oldugu gosterilmistir. Gonzalez-Ballester vd.’nin
deneyinde diger ortam kosullarina bakildiginda; karanlik ve oksijensiz deneylerde,
yiiksek ve diisiikk CO2 deneylerinde, demir ve nitrojen deneylerinde de ekspresyonlarinin
hep yiiksek oldugu gosterilmistir. Strenkert vd.’nin ¢alismasina bakildiginda genin
ekspresyon seviyesinin her zaman araliginda ¢ok yiiksek olmadigini ama aydinlik ve
karanlik ortam ayirmaksizin hep ekspres oldugunu gostermektedir. Elde ettigimiz
verilerle ARS18 geninin; ARS5 ve ARS10 genleri gibi her kosulda ekspresyonu ¢ok
yiiksek bir gen oldugunu gostermistir.

Literatiir calismalarindan faydalanarak, ARS5, ARS10 ve ARS18 genlerinin
mRNA’sinin varhigi ve gen ifadesinin yiiksek oldugu diisiiniilmektedir. Bu bulgularla
ARS5, ARS10 ve ARS18 genlerine siilfat eksikligine aklimasyon siirecinde ihtiyag
duyulmadigi ama bu genlerin hiicrede gerceklesen yasamsal fonksiyonlarda rol oynadigi
diistiniilmektedir. ARS5, ARS10 ve ARS18 genlerinin siilfat eksikligine aklimasyonda
roliiniin olmadig1 diistiniildiigli i¢in bu tez ¢aligmasinda RT-PCR yapilmamistir. Bu
genler biiyiik olasilikla hiicrenin biiylimesi ve boliinmesi igin gerekli arilsiilfatazlardir.

e ARSG6 geni

Biyoinformatik analizlerden ¢ikan sonuglar ARS6 proteinin siilfataz domaini ve
siilfataz motifi igerdigini gostermistir. Ayn1 zamanda ARS6 proteininin, sinyal
peptidinin varligini, protein lokalizasyon bolgesinin sekretuar yolak oldugunu ve
transmembran domaini icermedigini gostermektedir (Cizelge 4.1.). Siilfat duyarl
transkripti ARS6 geni ig¢in, TAP besi yerinden alinan ornekle, ortamdan siilfat
cikarilmasindan 5 saat sonra alinan ornegin gen ekspresyonlarina bakildiginda siilfat
eksikliginde artis oldugu Sekil 4.10.’da gdsterilmistir. ARS6 geni igin Strenkert vd.’nin
(2019) ve Gonzalez-Ballester vd.’nin (2010) ¢alismalarina bakildiginda; her iki veride
de gen ekspresyonunun var oldugu goriilmektedir. Strenkert vd.’nin ¢aligmasinda belirli
zaman araliklarinda ekspresyonunda biraz artis olmaktadir. Gonzalez-Ballester vd.’nin
verilerinde siilfat aghiginda genin ekspresyonunun artip artmadigi net olarak
anlagilamamistir. ARS6 geninin snrk 2.1 mutantinda ekspresyonu olmadigi igin
ARS6’nin siilfat eksikligine aklimasyonunda gorevi oldugu diisliniilmektedir. Gonzélez-
Ballester vd.’nin verileri ¢ok hassas olmadig: ig¢in ve sadece 6 saatlik verileri i¢erdigi
icin bu verilerle ekspresyon seviyesi tam olarak belirlenememistir. Ama bu projede
TAP besi yerinde ve siilfatsiz besi yerinin 5. ve 24. saatinde genin ekspresyonlarina
bakilmistir. Elde edilen RT-PCR sonuglari, ARS6 geninin ekspresyonunun TAP besi
yerinde de biraz var oldugunu, siilfatsiz 5. saatten alinan 6rnekte ekspresyonunun ¢ok
artigini, 24. saatten alinan Ornekte ise ekspresyon diizeyinin azaldigini gostermistir
(Sekil 4.10. ve Sekil 4.13.).

e ARS7 geni

Biyoinformatik analizlerden edinilen bilgiler; ARS7 proteinin, siilfataz domaini
ve slilfataz motifi igerdigini gostermektedir. Protein lokalizasyon bdlgesinin ‘diger
(other)’ oldugu tahmin edilmistir. ARS7 proteinin sinyal peptidi i¢ermedigi ve
transmembran domaini bulunmadigi Cizelge 4.1.’de belirtilmistir. ARS7 geni igin
Strenkert vd.’nin (2019) calismasina bakildiginda; sadece bir zaman araliginda gen
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ekspresyonunda artig oldugu goriilmiistiir. ARS7 geni igin Gonzalez-Ballester vd.’nin
(2010) verilerine bakildiginda ise genin ekspresyonunun var oldugu ve siilfat
yoksunlugunda ekspresyonunun biraz artigi gozlemlenmistir. RT-PCR sonuglari genin
TAP besi yerinde biraz ekspresyonu oldugunu, siilfatsiz 5. saatte ekspresyonunun
artigin1 ve siilfatsiz 24. saatte ekspresyonunun azaldigini gostermistir.

e ARS8 geni

Biyoinformatik analizlerden edinilen bilgiler; ARS8 proteinin, siilfataz domaini
ve siilfataz motifi icerdigini gostermektedir. Protein lokalizasyon bdlgesinin ‘diger
(other)’ yani sitozol oldugu tahmin edilmistir. ARS8 proteinin sinyal peptidi icermedigi
ve transmembran domaini bulunmadigi tahmin edilmistir (Cizelge 4.1.). Strenkert
vd.’nin (2019) ¢alismasinda genin ekspresyonunun belirli zaman araliklarinda (b6liinme
an1 ve sonrasinda) biraz arti@i gorilmistiir. Gonzalez-Ballester vd.’nin (2010)
caligmasina bakildiginda; genin normal kosullarda ekspresyonu oldugu, snrk 2.1
mutantinda da ekspresyonu olmadigi goriilmiistiir. Bu nedenle siilfat eksikligine
aklimasyon roliiniin oldugu disiiniilmiistiir. Genlerin siilfat yoksunlugu diizeylerini
karakterize etmek i¢in siparis verilen primerlerle RT-PCR reaksiyonu sonucu iiriin elde
edilememistir. Bu nedenle ikinci primer cifti tasarlanmistir ve deneylerde ikinci alinan
primer ¢ifti kullanilmistir. RT-PCR’lar ARS8 geninin, TAP besi yerinde biraz ekspres
oldugunu, siilfatsiz 5. saatte ekspresyonunun azaldigim1 ve siilfatsiz 24. saatte
ekspresyonunun siilfatsiz 5. saatte gore biraz artigini gostermistir (Sekil 4.13.). Genin
ekspresyonunun 5. saate azalip 24. saatte yiikselmesi boliinmeye calisan hiicrelerin gen
ekspresyonunu tekrar artirtyor olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu sebeple ARS8 geninin
hiicre boliinmesiyle alakali bir gen oldugu diistiniilmektedir. Bu ilging bir bulgu olup
ileride konuyla ilgili yapilacak ¢aligmalar planlanmaktadir.

e ARS11 geni

Biyoinformatik analizlerden elde edilen sonuclar ARS11 proteinin; siilfataz
domaini ve siilfataz motifi icerdigini gostermektedir. ARS11 proteinin lokalizasyon
tahmini sonucu digerdir. Proteinin transmembran domaini ve sinyal peptidi
bulunmamaktadir (Cizelge 4.1.). Biyoinformatik analizler sonucu ARS11 geninin
arilsiilfataz oldugu desteklemektedir. Strenkert vd.’nin (2019) ¢alismasi, ARS11 geninin
boliinmeye yakin zaman araliklarinda gen ekspresyonunda biraz artis oldugunu
gostermistir. Gonzalez-Ballester vd.’nin (2010) ¢alismasinda normal kosullarda ve
stilfatsiz kosullarda gen ekspresyonunda artis goriilmemektedir. Gonzalez-Ballester
vd.’nin ¢alismasi1 hassas calisma olmamasi nedeniyle transkript seviyelerini net
gosterememektedir. Fakat calismadaki RT-PCR sonuglart ARS11 geninin TAP besi
yerinde ekspres oldugunu, siilfatsiz 5. saatte ekspresyonunun biraz artigini ve siilfatsiz
24. saatte ekspresyonunun azaldigmi ya da ekspresyonunun olmadigini RT-PCR
sonuglart (Sekil 4.10.) gostermistir. Sonug¢ olarak ARS11 geninin siilfat eksikligine
aklimasyonda rolii oldugu diistilmektedir.

e ARS12 geni
Biyoinformatik analiz sonuglart ARS12 proteinin; siilfataz domaini ve siilfataz

motifi tasidigim1  gostermektedir. ARSI12 proteinin lokalizasyon tahmini sonucu
kloroplasttir. Proteinin transmembran domaini yoktur ve sinyal peptidi tastmamaktadir
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(Cizelge 4.1.). ARS12 geni i¢in Gonzalez-Ballester vd.’nin (2010) ¢alismasina
bakildiginda genin ekspresyonunun genel olarak var oldugu ve yabanil tipte de artis
olabilecegi goriilmiistiir. Gonzalez-Ballester vd.’nin (2010) verisinde snrk 2.1
mutantinda hi¢ ekspresyon olmamasi genin stilfata eksikligine duyarl bir gen oldugunu
desteklemistir. Strenkert vd’nin (2019) ¢alismasi, genin béliinme aninda ve sonrasindaki
zaman araliklarinda ekspresyonun biraz artigini gostermistir. RT-PCR sonuglar1 ise
ARS12 geninin, TAP besi yerinde biraz ekspres oldugunu, siilfatsiz 5. saatte
ekspresyonunun artigini ve siilfatsiz 24. saatte ekspresyonunun azaldigini Sekil 4.10.’da
gostermistir. Sonug olarak tim bu bulgular ARS12 geninin siilfat eksikligine
aklimasyonda rol aldigin1 diistindiirmektedir.

e ARSI13geni

Biyoinformatik analizlerden edinilen bilgiler; ARS13 proteinin, siilfataz domaini
ve siilfataz motifi igerdigini gostermektedir. Protein lokalizasyon bdlgesinin diger
oldugu tahmin edilmistir (Cizelge 4.1.). ARS13 proteininin sinyal peptidi i¢erdigi ama
transmembran domaini icermedigi programlar kullanilarak 6ngériilmistiir. Strenkert
vd.’nin (2019) calismasinda ARS13 geninin ekspresyonunun ¢ogu zaman araliginda
yiiksek oldugu gosterilmistir. Gonzalez-Ballester vd.’nin (2010) c¢aligmasinda ARS13
geninin siilfatsiz deneylerde ekspresyonunun artigini ve siilfatsiz snrk 2.1 mutantinda
ekspresyonu olmadigint gostermistir. Gonzalez-Ballester vd.’nin deneylerinde farkli
ortam kosullarinda diisiik diizeyde gen ifadesinin oldugu goriilmistir. RT-PCR
sonuglarindan ARS13 geninin; TAP besi yerinde biraz ekspres oldugunu, siilfatsiz 5.
saatte gen ifadesini artirdigini ve siilfatsiz 24. saatte gen ifadesini azaltigini1 gostermistir.
Edinilen bu bulgularla ARS13 geninin siilfat eksikligine aklimasyonda roliiniin oldugu
disiilmektedir.

e ARS14 geni

Biyoinformatik analizler ARS14 proteinin siilfataz motifi ve siilfataz domaini
icerdigini gostermektedir. Proteinin hiicre i¢i lokalizasyon bolgesinin sekretuar yolak
oldugu tahmin edilmektedir (Cizelge 4.1.). ARS14 proteininin bir tane transmembran
domaini tasidig1 ve sinyal peptidi igerdigi bilinmektedir. Strenkert vd. nin ¢alismasinda
ARS14 geninin ekspresyonunun belirli zamanlarda biraz artig1 goriilmiistiir. Hiicrenin
boliinmeye hazirlikk asamasinda ekspresyonunu artigt  ve boliinmeden sonra
ekspresyonunun yok oldugu goriilmiistiir. Gonzalez-Ballester vd.’nin  (2010)
caligmasina bakildiginda; ARS14 geninin ekspresyonunun siilfat deneylerinde ve farkli
ortam kosullarinda ¢ok az oldugunu gosterilmistir. Gonzalez-Ballester vd. nin verisinde
stilfatsiz snrk 2.1 mutantinda genin ekspres olmadig1 goriilmiistiir. snrk 2.1 mutantinda
ekspresyonunun olmamast bu genin siilfat eksikligine aklimasyonda roliiniin oldugunu
diistindiirmektedir. RT-PCR sonuglart da ARS14 geninin ekspresyonunun ¢ok
olmadigini, en belirgin ekspresyonunun Sekil 4.10.’da bulunan 2. kiiltiiriin jel goriintiisii
oldugunu gostermistir. RT-PCR sonucu; ARS14 geninin TAP besi yerinde gen
ifadesinin biraz oldugunu, 5. saatte gen ifadesini artirdigini1 ve siilfatsiz 24. saatte gen
ifadesinin olmadigini gostermistir.
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e ARSI15 geni

Biyoinformatik analizlerden elde edilen sonuglar ARS15 proteinin; siilfataz
domaini, siilfataz motifi ve sinyal peptidi tasidigin1 gostermektedir. ARS15 proteinin
lokalizasyon tahmini sonucu kloroplasttir ve bir tane transmembran domaini
tasimaktadir (Cizelge 4.1.). Biyoinformatik analiz sonuglari ARS15 proteininin
arilsiilfataz oldugunu desteklemektedir. Strenkert vd.’nin (2019) calismasinda ARS15
geninin ¢ogu zaman araliginda ekspresyonunun oldugu gosterilmistir. Ozellikle hiicre
boliinmesinden onceki zaman araliginda ekspresyon diizeyi ¢ok artmistir. Boliinmeden
sonra ckspresyonu kademeli olarak azalmistir. Gonzalez-Ballester vd.’nin (2010)
verilerinde de ekspresyonunun az oldugu gosterilmistir. ARS15 geni igin RT-PCR
calismas1 yapilmistir ve jel goriintiisii Sekil 4.13.’de gosterilmistir. ARS15, TAP besi
yerinde ekspresyonu ¢ok az olup; 5. ve 24. saatte ekspresyonu olmayan bir gendir.
Dolayisiyla siilfat eksikligine aklimasyonda roliiniin olmadig: diisiiniilmektedir.

e ARSI16 geni

Biyoinformatik analiz sonuglart ARS16 proteinin; siilfataz domaini ve siilfataz
motifi tasidigin1 gostermektedir. ARS16 proteinin lokalizasyon tahmini kloroplasttir.
Proteinin sinyal peptidi ve bir tane transmembran domaini bulunmaktadir (Cizelge 4.1.).
Strenkert vd.’nin (2019) c¢aligmasinda ARS16 geninin ¢ogu zaman araliginda
ekspresyonunun az da olsa hep var oldugunu géstermistir. Ozellikle boliinme aninda ve
karanlik ortamlarda genin ekspresyonunda artig goriilmiistiir. Gonzalez-Ballester vd.’nin
(2010) ¢alismasinda genin ekspresyonun az oldugu ve ekspresyon seviyesinde de fark
olmadig1 goriilmiistiir. ARS16 geni i¢in primer tasarimi sirasinda gen modelinde
promotor ve ekzon bolgelerinde farkliliklar oldugu goriilmiistiir. RT-PCR’larla genin
ekspresyonun saptanmasi zor olmustur. ARS16 geni igin yapilan deneylerde genin
ekspresyonunun sadece ikinci kiiltiirde az da olsa var oldugu gosterilmistir (Sekil 4.10.).
TAP besi yerinde gen ifadesinin oldugu ve siilfatsiz 5. saate de biraz ekspres oldugu
ama TAP besi yerine oranla fark olmadigi goriilmiistiir. ARS16 geninin ekspresyonu 24.
saatte hi¢ goriilmemistir. Dolayisiyla ARS16’nin gen ifadesi az olan bir gen oldugu
siilfatsiz ortam (Sekil 4.10.) ve fosfatsiz ortam (Sekil 4.11.) deneyleriyle de
gosterilmistir.

e ARS17 geni

Biyoinformatik analizlerden edinilen bilgiler; ARS17 proteinin, siilfataz domaini
ve siilfataz motifi icerdigini gostermektedir. Protein lokalizasyon bdlgesinin diger, yani
sitozol oldugu tahmin edilmistir (Cizelge 4.1.). ARS17 proteinin sinyal peptidi
icermedigi ve transmembran domaini bulunmadig: tahmin edilmistir. Strenkert vd.’nin
(2019) calismasinda genin ekspresyonunun belirli zaman araliklarinda (bdliinme 6ncesi
ve boliinme ani) biraz artig1 goriilmiistiir. Gonzalez-Ballester vd. nin (2010) ¢alismasina
bakildiginda; ARS17 geninin normal kosullarda az ekspresyonu oldugu, yabanil susun
stilfatsiz ortamda ekspresyonunun artigi ve snrk 2.1 mutantinda da ekspresyonunun
azaldig1 gorilmiistiir. Bu nedenle genin siilfat eksikligine aklimasyonda roliiniin oldugu
diistiniilmektedir. RT-PCR sonuglart bu gen igin ilging sonuglar vermistir. Sekil
4.10.°da ARS17 geninin; TAP besi yerinde ekspresyonu olmayip, siilfatsiz 5. saatte
ekspresyonunu biraz artirdigi ve siilfatsiz 24. saatte en yiiksek ekspresyonu oldugu
gorilmiistiir.
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e ARS19/ARS* geni

Biyoinformatik analiz sonuglart ARS19 proteinin; siilfataz domaini ve siilfataz
motifi tasidigini  gostermektedir. ARS19 proteinin tahmini lokalizasyon sonucu
kloroplasttir. Proteinin transmembran domaini yoktur ve sinyal peptidi tasimamaktadir
(Cizelge 4.1.). Strenkert vd.’nin (2019) c¢alismasinda boliinme aninda, karanlik
zamanlarda ve 0. zamanda (151gin agildig1 an) genin ekspresyonu artmistir. ARS19’un
Gonzalez-Ballester vd.’nin (2010) verilerine bakildiginda; siilfat igeren ve siilfat
icermeyen ortamda ekspresyonunun olmadigi goriilmiistiir. Gonzalez-Ballester vd. nin
verisinde siilfat deneyleriyle ilgili tam bir bilgi edinilememistir. ARS19’un Gonzalez-
Ballester vd.’nin (2010) diger ortam deneylerine bakildiginda karanlik ve oksijensiz
deneylerde ekspresyonunda biraz artis goézlenmistir fakat yiliksek ve diisik CO2
deneyinde, bakir ve ¢inko deneyinde ekspresyonu olmadigi goriilmistir. RT-PCR
sonuglart ARS19 geninin, TAP besi yerinde ¢ok az ekspresyonu oldugunu, siilfatsiz 5.
saatte ekspresyonunu artirdigini, siilfatsiz 24. saatte ise ekspresyonu tekrar azaltigini
gostermistir.

RT-PCR yorumlarinda yer alan Strenkert vd.’nin ¢aligma verisi Sekil 4.12.’de
verilmistir. Sadece ¢alisma ile ilgili olan ARS genleri alinmistir ve genlere/gruplamalara
gore farkli renklendirmeler yapilmstir.

Expression level (FPKM)

LocuslD Name locus -11 -9 -7 -5 -3 -1 -0.5 0 05 1 3 5 7 9 11 13
Cre01.g011901 Cre01 ARSI chromosor 0781254 [W0,28383] 781381 048887 0295038 0,203882 0257364 0234275 0177489 0217093 0,060784 0,056548 001804 001157 0059951 0582521
Cred1g012100 ARSS ARS4 chromosol 080873 0103485 0,047020 0071050 0,04009 0189608 0134351 0098668 0042146 0,069542 0064837 0186628 0726132 427713 541265 0745117
Cre01.g012126 Cre01 JARGH8) chromoso [N RGO NRRACANS (oL 2 oo N Gouca 2o 2 SORa M MZI008| 0404526 0159893 0300032 0317583 0290121 071043 0780671

Cre02.g085850 ARS6 ARSG chromosol 176967 0,103555 0165601 0,147413 0116701 0210084 027494 0361309 0350004 0327042 035861 149492 143081 233282 308643 1,10115
Cre02.g086000  Cre02.JSRH chromoso 0998295 0,299601 DA17115 0386741 049432 0266963 0,052686 0044452 0,016675 0029032 0,116891

Cre02.g090550 Cre02ARS9 chromosol 0311207 0AQ883 0,469912 0467476 0420008 0495649 0530847 0487552 0079955 (04152 0100941 041692 0,670892 0656666 0438106 0413266
Cre04.g226050 Cre04.[ARS10 chromosol 438765 SAM69 414156 406863 287812 264826 288073 305625 231157 213061 330687 374734 323379 190658 24435 564883
Cre04.g226550 Cre4. ARSI chromosol 105304 0061445 0550503 0377540 0,198853 0533856 005763 0644841 0233522 0218587 0398073 143631 56921 691763 338509 14424
Cre04.g226600 Cre04. ARSI chromoso| 18,0765 | 11,054 '4,3800) 0,372505 0,322398 0276038 0489557 061208 0422750 0272153 0,077128 0,077304 0043495 0257347 506745 22,7164
Cre05.6239750 Cre05. ARSI chromosol 33895 529968 315513 214968 131786 133166 126774 123877 0281458 0385124 184573 358007 629677 7,03687 538217 503243
Cref5.g239800 Cre05. JARSIA chromoso| 1,02023| 0362038 0,057183 0070150 0,075729 0126297 0097284 0111674 0027304 0079174 0357864 0,701333| 205233 3,0141 419695 1,39%61
Cref5.5239900 Cre05.(ARSI5  chromoso| 881477 408311 186134 125552 0,343352 | 3,10398 133524 146939 0530178 0305232 0379217 0666491 0,824858| 293677 777584 13668
Cre07.4328500 CreD7.(ARSIT chromosol 2,75273 0338283 0,050102 0011289 003316 0179238 0127013 0089640 005363 0050208 0038802 0,030764 0232122 248589 630069 1,27475
(rel0.g430200 ARS3 ARS3 chromosol 0443058 0185916 0291036 0276546 0307629 068185 0891523 113635 182538 244521 304982 137973 0716302 0275776 0075299 0,23074
Cre10.4431800 ARSS ARSS chromosol 222007 242076 630979 347485 312080 398635 536851 707985 267565 27,4015 170207 150776 131654 483464 671098 27,3526
Cre10.g432600 Cre10.JARSI8) chromosol 0903276 1,28709  1,03547 0952263 0,762727 0683403 139954 135838 2,31729 172678 109194 0,824081 0,558486 0270326 0148413 0686849
Crel6.gb71350 ARS2 ARS chromosol 287049 0530703 0833283 ;870992 0504478 0488117 0439586 0301017 261718 287014 0791326 0774655 115132 203488 140448 0332846
Crel6.g671400 ARSI ARSI chromosol 331889 0711545 101543 0977272 0529654 0348116 0299811 0312098 0380734 0448805 0738748 102248 131084 176314 25076 0425291

Sekil 4.12. Strenkert vd.’nin RNA-sekans ¢alismasindan alinmistir (Strenkert vd. 2019)
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Tez caligmast i¢in hazirlanan hiicre kiiltlirlerinin RT-PCR sonuglar1 bir sekil
tizerinde toplanarak 6zet haliyle Sekil 4.13.’de verilmistir. Sekil 4.13.’de diger RT-PCR
jel sonuglarinda (Sekil 4.10.) goriilmeyen ARS15 geninin sonucu da eklenerek
verilmistir. 5.Sonuglar kisminda bulunan Cizelge 5.1.°deki genlerin ekspresyon
seviyelerindeki yorumlar Sekil 4.13.”e gore yapilmistir.

S =)
&Vg o >
ARS2
EIESTTRR m 195 bp
ARS6
FloEED _ 195 bp
ARS7
EHEEE _ e bp
ARSS
(EOEETT _ 7 bp
ARS11
EITE _ 149 bp
ARSI2
(E4F-E5R) Lo e 168 bp
ARSI13
EOFET _ 1ol bp
ARS14
EFE _ 153 bp
ARS15 >
FrEE 119 bp
ARS16
FrREEE _ 1ot bp
ARS17
EoFEIR _ 141 bp
ARS19
T - e bp
CBLP
@D m 105 bp

Sekil 4.13. Siilfat a¢lig1 ¢eken hiicrelerin RT-PCR sonuglari
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5. SONUCLAR

Biyoinformatik analizlerden ve RT-PCR c¢alismalarindan elde edilen tiim
sonuglar Cizelge 5.1.°de verilmistir. Genlerin ekspresyon seviyeleri hakkindaki
yorumlar RT-PCR sonuglar1 (Sekil 4.13.) ve literatiir ¢alismalar1 g6z Oniine alinarak
yapilmuistir.

Cizelge 5. 1. Biyoinformatik analizler ve RT-PCR sonuglarinin 6zeti

Gen ismi ve Transmembran Lokalizasyon =~ Domain Siilfataz Sinyal Ekspresyon Diizeyleri
i . e - Motifi L

Modeli Domaini Tahmini Analizi (1-2) Peptidi TAP 5h-S 24h-S
ARS1* Sekretuar .

Crel6.671400.t1.2 Yok yolak Silfataz ~ Var  (1-21) Yok  Artiyor Azalyor
ARS2 Sekretuar .

Cre16.9671350.t1.2 Yok yolak Siilfataz  Var (1-21) Yok  Artiyor  Azaliyor
ARS3 Sekretuar .

Cre10.g430200.t1.2 Yok yolak Silfataz  Var (1-24) Yok Yok Yok
ARS4 Sekretuar .

Cre01.g012100.t1.1 Yok yolak Siilfataz Var (1-14) Yok Yok Yok
ARS5* Sekretuar .

Cre10.g431800.t1.2 1 tane yolak Siilfataz Var (1-26) Var Var Var
ARS6 Sekretuar .

Cre02.g085850.t1.1 Yok yolak Silfataz ~ Var  (1-28) Az Artiyor  Azaliyor
ARST Yok Dig Siilfat: Var - Az Art Azal

Cre01.g011901.t1.1 1ger ullataz 1yor zaliyor
ARS8 N N

Cre02.9086000.t1.1 Yok Diger Siilfataz Var - Var Az Var
ARS9 Sekretuar .

Cre02.g090550.t1.1 Yok yolak Siilfataz Var (1-20) Yok Yok Yok
ARS10* . -

Cre04.g226050.t1.1 Yok Diger Silfataz ~ Var - Var Var Var
ARS11 . -

Cre04.g226550.t1.2 Yok Diger Silfataz  Var - Var  Artiyor Yok
ARS12 "

Cre04.g226600.t1.1 Yok Kloroplast Siilfataz Var - Var Artiyor  Azaliyor
ARSI3 Yok Diger Siilfata: Var (1-13) Var Artiyor  Azaliyor

Cre05.9239750.t1.2 g ultataz y zalty
ARS14 Sekretuar .

Cre05.g239800.t2.1 Ltane yolak Silfataz ~ Var  (1-32) Az Artiyor  Azaliyor
ARSI5 1 tane Kloroplast Stilfat Var (1-33) Var Yok Yok

Cre05.g239900.t1.1 P ulfataz
ARS16 -

Cre06.g293800.t1.1 1 tane Kloroplast Siilfataz Var (1-35) Az Az Yok
ARS17 . "

Cre07.g328500.t1.1 Yok Diger Siilfataz  Var - Yok Var  Artiyor
ARS18* Sekretuar -

Cre10.g432600.t1.1 Yok yolak Stilfataz  Var (1-29)  Var Var Var
ARSI9 Yok Kloroplast Stilfat Var - Az Artiyor  Azaliyor

Cre01.g012126.t1.2 P ulfataz yo aliyo

*. Bu projede ARS1, ARS5, ARS10 ve ARS18 genleri igin RT-PCR c¢alismasi
yapilmamastir.

Bu tez calismasinda Phytozome veri tabaninda “arylsulfatase” olarak anote
edilmis gen modelleri saptanmig, gen ve protein dizilimleri alinarak biyoinformatik
analizleri yapilmistir. Yapilan biyoinformatik caligmalar bu gen modellerinin
arilstilfataz proteinleri oldugunu desteklemektedir. Bu projedeki asil amacimiz bu gen
modellerinin transkript diizeylerinin siilfat eksikligi altinda degisip degismedigini RT-
PCR c¢alismalariyla belirlemek olmustur.
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ARS1 ve ARS2 genlerinin literatiir calismalari, bu tezdeki deneysel ¢alismalarin
sonuglarmi desteklemektedir. Sonuglar ARS1 ve ARS2 geninin siilfat eksikligi altinda
ekspresyonunun artigini gostermektedir, dolayisiyla ARS1 ve ARS2 geninin siilfat
eksikligine aklimasyonda roliiniin oldugunu gosterilmistir. ARS1 geni ile bu projede
deneysel olarak ¢alisilmamistir. ARS2 geni ise bu ¢alisma pozitif kontrol geni olarak
kullanilmustir.

Literatiir c¢alismalart ARS3 ve ARS4 genlerinin transkript seviyesinin az
oldugunu gostermektedir. Proje boyunca yapilan RT-PCR c¢alismalarinda da bu
genlerden iiriin elde edilememistir. Bu sonuglarin 15181 altinda bu genlerin calismada
kullanilan biiytime kosullari altinda mRNA diizeylerinin ¢ok az oldugu veya hig
mRNA’s1 olmadigi sonucuna varilmustir. Ileriki ¢alismalarda bu genler icin farkli
primer ciftleri tasarlanip deneylerin tekrarlanmasi planlanmaktadir.

ARS5, ARS10 ve ARS18 genleri i¢in literatiirdeki RNA-sekans c¢aligsmalarina
bakilarak bu genlerin  mRNA’smin varligt ve gen ifadesinin yiiksek oldugu
diistinilmiistir. Bu bulgularla ARS5, ARS10 ve ARS18 genlerine siilfat eksikligine
aklimasyon siirecinde ihtiya¢c duyulmadigini ama bu genlerin hiicrede gergeklesen
yasamsal fonksiyonlarda rol aldig1 diisiiniilmektedir. ARS5, ARS10 ve ARS18 genlerinin
stilfat eksikligine aklimasyonda roliiniin olmadig1 diislintildiigii icin bu tezde deneysel
olarak RT-PCR c¢alismasi1 yapilmamustir.

ARS8 ve ARS9 genleri igin tasarlanan primer ¢iftleri kullanildiginda tiriin elde
edilemedigi gorlilmiisiir. Bu nedenle bu genler i¢in ikinci primer giftleri tasarlanmistir.
Ikinci gelen primerler PCR reaksiyonlarinda kullanildiginda ARS9 geninden yine iiriin
elde edilememistir ve jel goriintiileri verilmemistir. ARS8 geninden RT-PCR sonucu
iriin elde edilmistir ve Sekil 4.13.’de gosterilmistir. ARS8 ve ARS9 geninin ikinci ¢ift
siparis edilen primerleri ekzon ve 3-UTR bdlgesine baglandigi, dolayisiyla elde edilen
iriiniin cDNA {iriinii mii gDNA iiriinii mii oldugundan emin olunmadig: i¢in bu genlerin
RT-PCR calismalarindan net sonug c¢ikartilamamistir. Bu genlerin aydinlatilmasi igin
ilerideki c¢aligmalarda bu genlere farkli primer giftleri tasarlanarak RT-PCR’larin
tekrarlanmasi planlanmaktadir.

RT-PCR sonuglari, ARS6 geninin ekspresyonunun siilfatsiz 5. saatte epey
artigini, 24. saatte ise azaldigin1 gostermistir. Bu sonu¢ ARS6 geninin siilfat eksikligine
aklimasyonda roliiniin oldugunu gostermistir. ARS6 geninin mRNA diizeyinin fosfat
aghigi altinda da artign Sekil 4.11.°de goriilmektedir. Dolayisiyla bu genin spesifik
olarak siilfat aghigina degil de genel besin aghgina aklimasyonda rol aldig:
diigiiniilmektedir. Genin diger besin eksikligi (6rnek olarak azot aghgi) altindaki
transkript diizeyine bakilarak bu konu iizerinde daha kesin bir sonuca varilabilir.

ARS7 geninin RT-PCR sonucu, TAP besi yerinde biraz ekspresyonu oldugunu,
siilfatsiz 5. saatte ekspresyonunun artigini ve siilfatsiz 24. saatte ekspresyonunun
azaldigin1 gostermistir. Gen i¢in primer tasarimi sirasinda, gen modeli anotasyonlarinin
birbirinden farkli oldugu goriilmiistiir ve gen icin primer tasarlamak zor olmustur. Gen
modellerine bakinca ARS7 geninin iki farkli mRNA iiretebilecegi diisiiniilmiistiir fakat
kullanilan primer g¢iftleriyle ikinci bir iirliin olusmadigi goriilmiistiir. RT-PCR sonucu
ARS7 geninin siilfat eksikligine aklimasyonda rol aldigini gostermistir.
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RT-PCR sonuglar1, ARS11 geninin TAP besi yerinde ekspres oldugunu, siilfatsiz
5. saatte ekspresyonunun biraz artigini ve siilfatsiz 24. saatte ekspresyonunun azaldigini
ya da ekspresyonunun olmadigini gostermistir. Sekil 4.10.°da 2 .kiiltiir sonucuna
bakildiginda, ARS11 geninin 24. saatte ekspresyonu hi¢ yoktur o yiizden primerler
baska bir seyi taniyip ondan iiriin iiretiyor olabilecegi diigiiniilmiistir.

RT-PCR sonuglari ARS12 geninin, TAP besi yerinde biraz ekspresyonu
oldugunu, siilfatsiz 5. saatte ekspresyonunun artigini ve siilfatsiz 24. saatte
ekspresyonunun azaldigimi Sekil 4.10.’da g6stermistir. Bu sonuglar ARS12 geninin
stilfat eksikligine aklimasyonda rol aldigimi gostermektedir. Fakat fosfat acliginda da
(Sekil 4.11.) ekspresyonunda da artis goriildiigii igin ARS12’nin genel besin eksikligine
aklimasyonda rol aldig1 diistiniilmektedir.

RT-PCR sonuglarindan ARS13 geninin; TAP besi yerinde biraz ekspres oldugu,
stilfatsiz 5. saatte gen ifadesini artirdig1 ve siilfatsiz 24. saatte gen ifadesini azaltig1 Sekil
4.10.’dan Ogrenilmistir. Bu artig fosfat aclhigi altinda da goriilmektedir. Bu sonuglar
ARS13 geninin genel besin eksikligine aklimasyonda rol aldigini gostermektedir.

ARS14 geni ekspresyonu ¢ok az olan bir gendir. RT-PCR sonuglari; ARS14
geninin TAP besi yerinde gen ifadesinin biraz oldugunu, siilfatsiz 5. saatte gen ifadesini
belirgin bir sekilde artirdigin1 ve siilfatsiz 24. saatte gen ifadesinin olmadigini Sekil
4.10. gostermistir. Fakat ayni sonuglar her tekerriirde goriilememistir. Ileriki
calismalarda elde edilen bu sonucun farkli deneysel kiiltiirler veya farkli primer ¢iftleri
kullanilarak tekrarlanmasi planlanmaktadir.

ARS15 geninin (ve diger genlerin) primer tasariminda Phytozome veri
tabanindaki gen modelleri kullanilarak primerler dizayn edilmistir. ARS15 geni igin
Phytozome veri tabanindaki gen modelinin yanlis oldugu diisiiniilmektedir. Bunun
nedeni diger gen modeli anotasyonlarindaki ekzon sayilarimin Phytozome’daki gen
modeli ile uyusmamasidir. ARS15 geni igin tasarlanan primer ¢ifti, ekzon bolgesine
denk gelmemis olabilir ve primer baglanamamuis olabilir ya da yanls {iriin elde edilmis
olabilir. Ileriki ¢alismalarda, ARS15 geninin ekspresyon diizeyinin belirlenebilmesi igin
farkli bir primer ¢ifti ile RT-PCR ¢alismasinin tekrarlanmasi gerekmektedir. RT-PCR
sonucu ARS15’in, TAP besi yerinde ekspresyonu ¢ok az olup 5. ve 24. saatte
ekspresyonu olmayan bir gen oldugunu gostermektedir. Bu nedenle siilfat eksikligine
aklimasyonda roliiniin olmadig: diisiiniilmektedir.

ARS16 geninin transkript diizeyi tam olarak aydmlatilamamistir ama tiim
bulgular genin transkript seviyesinin az oldugunu gostermistir. ARS16 geni igin
Gonzalez-Ballester vd.’nin (2010) ¢aligmalarina bakildiginda genin ekspresyonunun var
oldugu ama siilfat agliginda ekspresyonunda fark olmadigi goriilmiistiir. Projede
kullanilan primer ¢iftleriyle sadece ikinci kiiltirde ¢ok az ekspresyonu oldugu
goriilmiistiir. TAP besi yerinde gen ifadesinin oldugu ve siilfatsiz 5. saate de biraz
ekspres oldugu ama TAP besi yerine oranla fark olmadig1 ve 24. saatte hi¢ ekspresyonu
olmadig1 goriilmiistiir. Strenkert vd.’nin (2019) ¢alismasinda bu genin karanlik ortam
kosullarinda ekspresyonunu artirdigt gosterilmistir. Bu projede karanlik ortamda
caligma imkani bulunmadigi i¢in genin ekspresyonu saptanamamis olabilir.
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RT-PCR ¢aligmalari, ARS17 geninin TAP besi yerinde ekspresyonu olmayip,
siilfatsiz 5. saatte ekspresyonunu biraz artirdigini ve siilfatsiz 24. saatte en yiiksek
ekspresyonu oldugunu gostermistir. Bu sonu¢ ¢alisma boyunca tekrarlanan tiim
kiiltiirlerde goriilmistiir. ARS genleriyle ilgili daha 6nce boyle bir sonug goriilmedigi
icin ARS17 geni bu proje i¢in biiyiikk 6nem tasimaktadir. Sonug olarak ARS17 geninin
siilfat eksikligine aklimasyonda kesin rolii oldugu diisiintilmektedir.

ARS19 geninin RT-PCR sonuglarina gére TAP besi yerinde ekspresyonunun ¢ok
az oldugu gorilmistiir. Stlfatsiz 5. saatte ekspresyonunun artigi ve 24. saatte
ekspresyonunun azaldig: goriilmiistiir. Edinilen bu bulgularla ARS19 geninin hem siilfat
hem de fosfat eksikligine aklimasyonda roliiniin oldugu diistiniilmektedir.

Tiim bu sonuglar géz 6niine alindiginda incelenen 17 ARS geninden higbirinde
ekspresyonunun siilfat aghiginda ARS2 geninde goriilen artis kadar olmadigim
gostermistir. Buna ragmen ARS17°de 24. saat siilfat agliginda bliylk bir artis
saptanmigtir.  Yaptigimiz biyoinformatik analizler bu genlerin hepsinin ARS geni
oldugunu o6ne stirmektedir, fakat hepsinin transkript seviyeleri birbirinden farkli
cikmistir. Bu sonuglarin 1518inda ARS6, ARS7, ARS8, ARS11, ARS12, ARS13, ARS14,
ARS16, ARS17 genlerinin siilfat eksikligine aklimasyonda rollerinin oldugu
diistiniilmektedir.

Sekil 4.11.’da C. reinhardtii’nin fosfat agliginda gen ekspresyonuna bakilmasi
sonucu, ARS primerlerinin fosfat a¢higi ¢eken genlerde de ekspresyonu oldugunu
gostermistir. RT-PCR sonucunda bazi genlerin hem siilfatazlar1 hem de fosfatazlari
kesebildigi goriilmiistiir. ARS7, ARS16 ve ARS17 genlerinin jel goriintiisiinden
ekspresyonu olmadig goriilmiistiir. ARS16 geninin siilfat agliginda da ekspresyonunun
cok olmamasi1 bu genin transkript diizeyinin az oldugunu gostermistir. ARS7 ve ARS17
genlerinin fosfat agliginda (Sekil 4.11.) ekspresyonu olmadig: i¢in bu genlerin siilfat
achigina spesifik genler oldugu disiindiirmektedir. ARS2 geninin fosfat aghginda
ekspresyonunda artis goriilmistiir fakat bu calismanin jel goriintiisii sonuglarda
verilmemistir. Bu sonug¢ ARS2’nin de fosfat aghiginda artigini (siilfat agliginda oldugu
kadar degil) gostermektedir.

C. reinhardtii ve diger organizmalardaki ARS protein sekanslari ile filogenetik
agag ¢izilmistir. Filogeni analizi sonucu C. reinhardtii proteinlerinin kendi i¢inde bir
kiime, insandan aliman ARS proteinlerinin farkli bir kiime yaptig1 goriilmistiir. Agacta
C. reinhardtii proteinlerinin, Volvox carteri proteinleri ile ¢ok yakin dallarda oldugu;
Homo sapiens ve bakteri tiirleri ile ayri grupta kiimelendigi gorilmiustiir. Bakteri
proteinlerinin C. reinhardtii’den farkli ve uzak bir dallara ayrildigi goriilmistiir.
Rhodopirellula baltica ve Pseudomonas aeruginosa proteinlerinin agagta birbirine ¢ok
yakin dallarda oldugu goriilmiistiir ve ayn1 zamanda bu bakterilere en yakin dallarda
Homo sapiens ARS proteinleri oldugu goriilmiistiir. Ilging olarak Homo sapiens’in 3
ARS proteininin (Sulfl, Sulf2, GNS) filogenetik agacta C. reinhardtii ve Volvox carteri
tirlerine daha yakin dallarda oldugu goriilmistiir. Bu sonuglar C. reinhardtii ARS
proteinlerinin evrimsel siirecte ¢ok degismedigini/farklilagsmadigint gostermektedir.

Topraktaki siilfat konsantrasyonu her zaman yeterli olmayabilir. Boyle
zamanlarda bitki biiylimesi icin yeterli siilfat saglanamayabilir, bu durum bitkide
bliylime geriligine neden olmaktadir. Bitkiler siilfatsiz ortamlarda mahsuliin azalmasi,
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verim ve Kkalitenin diismesi seklinde etkilenmektedir. Bu tiir etkilerin istesinden
gelebilmek igin bitkiler bazi mekanizmalar gelistirerek diisiik siilfat igeren ortamlara
uyum saglamaktadir. C. reinhardtii toprakta yasayan bir yesil alg tiirii oldugu igin siilfat
aclig1 ceken topraklarda biyogiibre olarak kullanilabilme potansiyelinin oldugu
diistiniilmektedir. Cevre dostu tarim uygulamalarinda kullanilan biyogiibrelerin toprak
mikrobiyal biyokiitlesini, enzim aktivitesini, bitki gelisimini, verimini ve bazi meyve
kalite parametrelerini artirabildigi goriilmektedir. Mikrobiyal gilibre konusunun C.
reinhardtii tizerinde c¢alisilmasinin tarimsal biyoteknoloji alanina biiyiik fayda
saglayacagi ve doga dostu bir giibre olarak C. reinhardtii’nin tarimda kullanilabilecegi
distintiilmektedir.
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