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OZET

Poliaminler, hiicre dongiisiiniin kontroliinde ve ¢evresel streslere karsi hiicresel
cevabin  olusturulmasinda  6nemli rollerinin  oldugu bilinen molekiillerdir.
Poliaminlerden spermin ve spermidinin, DNA'ya baglanabildikleri ve disaridan hiicreye
eklendiklerinde transkriptomu degistirebildikleri bilinmektedir. Hiicrede poliamin
mekanizmast ve modifikasyonu, poliamin tasiyict proteinler ve poliamin

asetiltransferazlar gibi ¢cok sayida proteinin birlikte ¢aligmasi ile diizenlenmektedir.

Bu c¢alismada, Schizosaccharomyces pombe’ de dizi benzerlikleri ile spermin
ailesi tasiyict ve poliamin N-asetiltransferaz olduklar1 diisiiniilen ancak deneysel
karakterizasyonu yapilmamis olan SPBC409.08 ve SPAC9.02c genlerinin
karakterizasyonu hedeflenmis ve bu genlerin hiicre dongiisii ile strese cevap

olusturmadaki potansiyel rolleri ortaya ¢ikartilmistir.

Deneylerde yabanil tip h™ ve h* S. pombe kullanilarak, SPBC409.08 ve
SPAC9.02c genlerinin delesyon mutantlar1 Bahler vd. (1998) yontemi ile
olusturulmustur. Delesyon asamasi, koloni PCR yontemi ile dogrulanmistir. Mutantlar
tizerinde UV ve osmotik strese kars1 hassasiyet ve hiicre dongiisii analizleri yapilmistir.
Bu genlerin hiicre dongiistindeki rollerini anlamak i¢in; hiicrelerin biiyiime grafigi,
hiicre boyu analizleri, morfolojik analizler, sporlanma testleri ile mitoz ve mayoz
boliinme gozlemlenmistir. Normal hiicreler ile mutantlarin, hiicre dongiisii ve strese

cevap profilleri karsilastirilarak analizleri yapilmistir.

Bu calisma ile ilk kez S. pombe’de SPBC409.08 ve SPAC9.02c genlerinin

deneysel karakterizasyonu yapilmistir.

Anahtar Kelimeler: Schizosaccharomyces pombe; SPBC409.08; SPAC9.02c; gen

delesyonu; poliamin



ABSTRACT

Polyamines are molecules known to have important roles in control of the cell
cycle and in fighting against stress in the cell. Of polyamines spermine and spermidine
are known to bind DNA and change transciptome when they are added to the cell
extrinsically. In the cell, the mechanism and modification of polyamine is regulated by
cooperation of many proteins; for example polyamine carrier proteins and polyamine
acetyltransferases. In this study, we aimed to discover the potential roles of
SPBC409.08 and SPAC9.02c genes in the cell cycle and stress response in
Schizosaccharomyces pombe. These genes are thought to be spermine family
transporters and polyamine N- acetyltransferases due to similarity of sequences and
their experimental characterization have not been carried out before.

In the experiments wild type h"and h* S. pombe were used. Deletion mutants of
SPBC409.08 and SPAC9.02c genes were generated by Bahler method (Bahler, et al.,
1998). Deletion was verified by colony PCR method. In next step, the cell cycle
analysis and analysis of sensibility to stress were carried out on those mutants. The
growth chart, cell size analysis, morphologic analysis, sporulation tests, mitosis and
meiosis were observed to understand roles of the genes in the cell cycle. Moreover, the
cells were exposed to different stress conditions and the potential roles in response to
stress were examined. Osmotic stress and DNA damage were some of stress conditions
carried out to the cells. The first step in characterized of genes is to achieve deletion of
those genes in S. pombe.

This is the first report about characterization of SPBC409.08 and SPAC9.02c
genes in S. pombe.

Key Words: Schizosaccharomyces pombe; SPBC409.08; SPAC9.02c; gene deletion;
polyamine
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1. GIRIS

1.1. Schizosaccharomyces pombe Hiicresi

Schizosaccharomyces pombe Ascomycota mantar sinifina ait, 6karyotlarin bir
cok kompleks 6zelligini paylasan tek hiicreli serbest yasayan bir canlidir (Sekil 1.1).
Gen dizisinin karsilastirilmasi ve filogenetik analizlerden, fisyon mayalarinin 330-420
milyon yil Oncesinden yetistigi ve 1,000-1,200 milyon yil Oncesinden hayvan ve

bitkilerden ayrildigi tahmin edilmektedir.
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Sekil 1.1. S. pombe mayasinin mikroskopta gosterimi (yabanil tip S. pombe hiicreleri 7-
14 um araliginda boy uzunluguna sahip ¢ubuk seklinde organizmalardir).

Maya tipinde bir mikroorganizma olan S. pombe uzun yillardan Dberi
Amerika’nin dogu eyaletlerinde, Afrika’nin ¢esitli bdlgelerinde, Dogu ve Bati Hint
adalarinda rom yapiminda kullanilmaktadir (Harrison ve Graham, 1970). ik olarak
1893 yilinda Linder tarafindan Pombe adli bir Dogu Afrika dar1 birasindan izole edilmis
olan, bu maya tiiriiniin genetigi ile ilgili ilk ¢alismalar 1950’11 yillarin basinda Leupold
tarafindan baglatilmistir (Gutz vd., 1974). S. pombe’ nin genomu bir kag arastirmacinin
1977’ de ilgisini ¢ekmis, Jurg Kohli ve Pierre Thuriaux (University of Bern) S. pombe’
nin ii¢ kromozoma sahip oldugunu rapor etmistir. Haploit durumda {i¢ kromozoma

sahip olan (Kohli vd., 1977) S. pombe’ nin mayoz boliinme kusurlu irklart kullanilarak



yapilan c¢aprazlamalardan elde edilen diploit hiicreler, izole edilen karakterlerin
dominant/resesif 6zelliklerinin test edilmesine olanak vererek, bu maya tiiriiniin genetik
calismalarina hiz kazandirmistir (Munz vd., 1989).

S. pombe, basit hiicre ve genom yapisina sahip olmasinin yaninda, hiicre
dongiistiniin G, S, G, ve mitoz fazlarindan olugmasi (Russell ve Nurse, 1986)
sentromerlerinde ki 40-100 kb boyutunda ki tekrarlanan dizilerin varlig1 (Steiner vd.,
1993), intron igeren gen sayisinin fazla olmasi, rRNA genlerinin organizasyonu (Singer
ve Berg, 1991) gibi 6zellikleri agisindan, S. cerevisiae’ dan ¢ok memelilere benzerlik
gostermesi sebebiyle, gilinlimiizde Okaryotik organizmalarin arastirilmasinda tercih
edilen bir model organizmadir. S. cerevisiae’ da izole edilen bir ¢ok genin S. pombe
mutantlartyla komplementer olmast (Munz vd., 1989) sayesinde, S. cerevisiae i¢in
gelistirilen vektorler, baz1 degisikliklerle S. pombe’ de kullanilabilmektedir. S. pombe’
de transformasyon ilk kez S. cerevisiae’ nin 2 pm plazmidinin replikasyon orjinini ve
Leu2 isaret genini iceren pDB248 S. pombe-E. coli mekik tipi klonlama vektorii
kullanilarak gosterilmistir (Beach ve Nurse, 1981). S. pombe genom dizisi tamamlanan
altinci model organizmadir. Daha 6nce bes Okaryot genomu dizilenmistir. Bunlar;
Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans, Drosophila melonogaster,
Arobidopsis thaliana ve Homo sapiens’ tir. S. pombe’ nin genom dizisi 2001 yilinda
tamamlanmistir. Paul Nurse ve ekibi 2001 yilinda S. pombe ile yaptiklari hiicre dongiisii
kontrolii ¢aligmalarindan dolay1r Nobel Tip Fizyoloji ddiiliine layik goriilmiistiir. S.
cerevisiae’ da hiicre dongiisii genetigi kullanilarak, siklin molekiilii Tim Hunt tarafindan
bulunmustur (Nobel Fizyoloji ve Tip 6diilii, 2001). Genom dizisi, Paul Nurse’ iin basini
cektigi Imperial Cancer Research ve Bart Barrell’ in Welcome Trust Sager Enstitlisii
tarafindan nature’ da yayimlanmistir (II. Uluslararas1 Fisyon Maya Toplantisi, Kyoto,
Japonya, 25-30 Mart 2002).

Genom boyutunun kiiciik olmasi, genlerin yapisal ve islevsel analizlerine
yonelik calismalarda kolaylik saglar. Ayrica normal yasam dongiilerinde haploit
olmalar1 da genlerdeki mutasyonlarin etkilerinin fenotipte izlenmesine olanak
saglamaktadir. Bunun yan1 sira bazi kosullarda diploit duruma gecebilmeleri, 6zellikle
alleller arasindaki etkilesimlerin izlenmesi agisindan avantaj saglar. Cdc2’nin

tanimlanmasi ile de son 20 yilda hiicre biyolojisi ve hiicre dongiisiinde S. pombe’ ye,



olan ilgi artmistir. Ardindan kromozom biyolojisi, mitoz, mayoz, sitokinez ve hiicre

formu kontrolii caligmalar1 S. pombe’ye ilgiyi arttirmistir.

1.1.1. S. pombe Genomu

S. pombe'nin genom dizisi ve iliskilerine bakildiginda, sentromerler arasi 35-110
kbp ve bu bolgede tekrarlayan yiiksek korunmus diizeyde 1,8 kbp biiyiikliigiinde
elementler bulunur. Genlerin % 43'G intronlart igermektedir. Elli gen; insan genleri ile
yakindan benzerlik gostermektedir, bunlarin yaris1 kanser gibi hastaliklarla iligkilidir.
Yiiksek oranda korunmus oOnemli Okaryotik gen organizasyonlari; hiicre dongiisii
kontrolii, proteoliz, protein fosforilasyonu ve RNA splaysing genleri tanimlanmistir. S.
pombe'nin ti¢ kromozom igerdigi, sentromerik bdlgelerin 40 kbp, telomerik bolgelerin
260 kbp igerdigi goézlenmistir. Diziler tamamlandiginda, ¢ok yonlii metodolojik
arastirmalar ve S. pombe iizerindeki toplu deneysel arastirmalar, S. pombe nin
fonksiyonel ve dkaryotik hiicre caligmalarin1 hizlandirmastir.

S. pombe’de 2,083 gen karakterize edilmistir (www. genedb.org/pombe ). ikinci
olarak, dkaryotlar arasinda S. cerevisiae ile genetik manipiilasyonu kolaylagtirmigtir ve
S. pombe’nin bir model organizma olarak hiicre dongiisii kontrolii, mitoz ve mayoz
boliinme dongiisii, DNA onarimi, rekombinasyon ile hiicre kontrol noktalar1 ¢aligmalari
icin genom stabilizesi mitkemmeldir.

S. pombe' nin 13,8 Mbp genom biiyiikliigliniin kromozomlar arasindaki dagilima;
kromozom I ( 5,7 Mbp), kromozom Il (4,6 Mbp) ve kromozom 111 (3,5 Mbp)' tir (Sekil
1.2), 20 kbp mitokondriyal genom bulunmaktadir. Ardarda dizilmis dizilerin 100-120
tekrar1 10,4 kbp fragment igerir, 5,8S, 18S ve 25S ribozomal RNA genleri 1,1 Mbp
civarindadir. Sentromerlerin {i¢ii sirasiyla kromozom 1, II ve III i¢in 35, 65, 110 kbp
uzunlugundadir, toplamda 0,2 Mbp' tir. Ribozomal RNA ve sentromerler arasindaki

bolgelerin biiyiikliigl ¢ikarildiginda 12,5 Mbp olan tek diziler ayrilmaktadir.
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Sekil 1.2. S. pombe kromozomlari toplam 13,6 Mbp- 0,2 Mbp olan sentromer uzunlugu
harig- gosterilmistir (www. pombase.com) (uyarlanmaistir).

S. pombe’nin, S. cerevisiae mayasina benzerlikleri fazladir ve ii¢ model
organizmaya daha dizi yoniinden biiyiik 6l¢iide benzerlikler igerir; Bu organizmalar; C.
elegans (9,7 Mbp), Arabidopsis (12,5 Mbp) ve Drosophila (13,7 Mbp)’ dir. Tim tek
diziler ve {i¢ sentromerin ¢ogunlugu Leupold 'un 972 h™ irkinin sahip oldugu diziler ile
Wellcome Trust Sanger Institute ve 13 farkli laboratuarda European Sequencing
Consortium (EUPOM) tarafindan olusturulmustur. Bununla birlikte 100 kbp dizi Cold

Spring Harbor laboratuarinda tiretilmistir.

1.1.1.1. 8. pombe’ nin genom icerigi

S. pombe genomununda 5123 (11’i mitokondriyal genler) genin protein
kodladigi ve 29 psodogenin bulundugu bilinmektedir. Tim agik okuma gerceveleri
sayist (ORFs), 100 aminoasidin istiindedir, baslatici metionin aminoasididir. Birde
buna dahil 147 tane teyit edilmis (6ngoriilen) veya 6nceden bilinen, protein-kodlama
dizisi 25-99 aminoasit arasinda olan diziler bulunmaktadir. Heniiz kesfedilmemis
genler, ya kiiciik ekson ile yiiksek splays yapilarina sahip veya 100 aminoasitten

kiigiiktiirler. Burada ki 71 protein kuskulu olarak nitelendirilebilir, ¢linkii bunlar kiigiik,



tanimlanabilir homolojiye sahip olmayan ve kodlama potansiyelleri diisiik olan
genlerdir. Boylelikle genlerin toplamindan ¢ikardigimizda bilinen 5052 gen bulunmus
olur.

S. pombe’deki gen sayisi1 dikkate alindiginda, serbest yasayan okaryotlarin 5000
civar1 gen ile insa edilebilecegi sonucuna varilmistir. Okaryotlar ve prokaryotlar
arasindaki ayirim hiicre organizasyonudur, gen miktar1 degildir. Tiirlerde genom
igerikleri karsilastirildiginda organizasyon seviyeleri farklidir. Mycoplazma genitalium,
500 gen ile yeterli parazitik prokaryotik hiicre olusturulabilirken; 1500 civarinda gene
sahip serbest yasayan prokaryotik Aquifax aelicis, 5000 gen ile S. pombe ve S.
cerevisiae, ayrica 30-40 bin gen ile H. sapiens olusmaktadir.

Gen yogunlugu kromozom I ve II’ de benzerdir. Sirasiyla bir gen ortalama 2483
ve 2457 bp civarinda iken, kromozom III i¢in gen yogunlugu 2790 bp'tir (Cizelge 1.1).
Bu uzunluklar genler i¢in avantaj anlamina gelmez, gen yogunluklari tiim ii¢ kromozom
icinde benzerdir. Sentromerlerde protein kodlayan genler bulunmaz, buna ragmen tRNA
kodlayan genler bu bdlgede bulunur. Gen yogunluklari birde telomer bdlgelerinde
diigiiktiir. Genomun tamaminda gen yogunlugu bir gen igin; 2528 bp, S. cerevisiae ile
karsilastirildiginda ise S. cerevisiae 'da 2088 bp’ tir. S. pombe genomunun sekanslanmis
kisminin % 60,2” si protein kodlar, intronlar ¢ikarildiginda bu oran % 57, S. cerevisiae
i¢cin ise bu oran % 71°, intronlar ¢ikarildiginda ise % 70,5’tir. Tiim guanin ve sitozin
icerigi ise % 36°dir, S. cerevisiae’da yine bu oran ise % 38,3’tiir. Bu GS igerigi, protein
kodlayan kisim i¢in % 39,6 ile her iki maya tiiriinde de ortaktir.

Ayrica genomda 174 tRNAs, tRNA ailesinin tiim kodonlarinin ¢oziilmesine
ihtiya¢ vardir. Splaysozomal RNAs (U1-U6), 7 kii¢iik niikleer RNA genleri ile 55 sno-
RNAs bulunmustur. Bunlar genomun her tarafinda ¢ok fazla dagilmis durumdadir. 5.8
S, 18 S ve 26 S rRNA genleri art arda dizilmis 100-120’1i tekrarlar igererek III numarali
kromozomda gruplanmistir. Fakat otuz 5S rRNA geni, genomun her yerine dagilmistir.
Kros-over esnasinda ardarda yonelim gdostermislerdir. Lokal duplikasyon ve
delesyonlar, 5S rRNA genleri arasinda lokalize olmus olabilir. Burada 13 transpozon ve
25 witf elementi bulunur. Bu eclementler siklikla LTRs'ler ile isaretlenmistir ve
dolayisiyla retrotranspozonlar ile duplike olmustur. S. pombe 'de birde 180 solo LTRs
bulunur. S. cerevisiae'da bu sayr 268'dir. Transpozon elementlerin kalintisi tiim

kromozomlarda bulunmakla birlikte kromozom III’de yogundur.



Cizelge 1.1. S. pombe genomu igerigi.

Kromozom | | Kromozom Il | Kromozom IllI Toplam
Gen Uzunlugu (bp)* 5,598,923 4,397,795 2,465,919 12,462,637
Gen Sayisi 2,255 1,790 1,078 5,123
Tf2s Sayisi 8 2 1 13
Psodo Tf2s Sayist 0 1 2 3
Wtfs Sayisi 1 1 23 25
LTRs sayist 77 53 50 180
Psddogen Miktar1 17 9 7 33
Gen Uzunlugu Ort.*(bp) 1,446 1,411 1,407 1426
Gen Yogunlugu 2,483 2,457 2,790 2,528
Kodlama (%) 58,6 57,5 54,5 57,5

Ort: Ortalama

1.1.1.2. Sentromerlerin yapisi

Sentromerlerin ana yapisi daha onceleri southern blotlama ile ¢ikarilmistir ve
sentromerlerin % 14’e yakin bir bolimiiniin tekrarlardan olustugu gézlenmistir (Wood
vd., 2002). Burada, ii¢ sentromerin % 81'den fazlasim dizilenmistir (Sekil 1.3).
Yanagida grup terminolojisi takip edilerek kullanilmistir. Dolayisiyla, diger
gosterimlerde de bu elementler kullanilmistir. Sentromer I icin diziler daha ¢ok
tamamlanmistir, en kisas1 35 kbp olup ve sadece 2,5 kbp bir fragmentlik bir boliim
kayiptir. Miimkiin oldugunca genisletilmis sentromerik bolgeler gerekli dogru miyotik
ve mayozik hareketin dogru kromozom kollarini olusturmasini saglar. Sentromerik
bolgelerin istiinde protein-kodlayict diziler bulunmaz ancak tRNA kodlayan diziler
vardir (Sekil 1.3). tRNA kiimeleri sentromer I ve II’de ve birde tiim sentromerlerin imr
bolgelerinde bulunur. Bu tRNA genleri sentromerlerin fonksiyonuna katkida bulunmasi
ile yapmin domainlerinin tanimlanmasi ile sentromer aktivitesi i¢in dnemlidir. S. pombe'’
nin sentromerleri, S. cerevisiae’ daki denklerine gére epey uzundur, sentromer aktivitesi
icin merkez bolge yeterli icerige sahip sadece 120 bp ve niikleaz iiretim bolgesi olan
150-160 bp igerir, 120-bp bolimiin g¢ekirdekte 57’si korunmustur. S. pombe ile S.

cerevisiae 'nin kinetokor yapilart muhtemelen farklidir.
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Sekil 1.3. Ug¢ S. pombe sentromerinin sistematik haritas1 ve tekrarlayan diziler (The
genome sequence of Schizosaccharomyces pombe. Nature 2002
Feb21;415(6874):871-80. created by Rhian Gwilliam) (uyarlanmistir).

1.1.1.3. Intronlar

5300 intronun tamami S. pombe genlerinin % 47’si boyunca dagilir, bir gende en
fazla 15 intron bulunur. Intronlar 29°dan 819 niikleotid uzunluguna kadar degisir,
Ortalama uzunluk 81 ve 48 niikleotid arasinda degismektedir. Genlerden iki veya daha
fazla introna sahip olanlar bulunmaktadir. Bu genlerin 614'4 iki intron, 3244 fi¢
intron,148'i dort intron, 70' bes intron ve 40 alt1 intron igerir. Bundan dolay1 ekstra
numaraya sahip genler, gen basina alt1 introndan sonra azalmaktadir. Biliylik numarali
intronlar S. pombe'de alternatif splaysing protein g¢esitliligine olanak saglar. S.

cerevisiae' da, intronlar ¢ok seyrektir, sadece genlerin % 5’i intronlara sahiptir.



1.2. S. pombe' de Hiicre Dongiisii ve Kontrol Noktalari

Hiicre dongiisii; bir hiicrenin liremesi, igeriginin replikasyonu daha sonra da
ikiye boliinmesini iceren olaylar dizisidir. Hiicre dongiisii bakteri ve maya gibi tek
hiicrelerde tam bir organizma olusumu igin; cok hiicrelilerde ise islevsel bir
organizmanin olusumu i¢in uzun ve karmasik hiicre bdliinmesi serileri icerir. Okaryotik
hiicrelerin, mitotik hiicre dongiileri; hiicrelerin yiiksek kompleks dizileri sonucunda
giivenli bir sekilde yiiriitiliir. Hiicre i¢in gerekli tiim bilesenler iki katina ¢ikar ve yavru
hiicreler tam olarak ayrilir. Hiicre dongiisiiniin iki ana bagligi sonucunda; DNA sentezi
(S-faz1) ve M fazinda kromozomlar esit olarak iki ¢ekirdege boliinmek igin hazir hale
gelir. Genomik integrite saglanir, bu durum genomun tani ve dogru replikasyonu igin,
her bir hiicre dongiisii i¢cin ¢ok dnemlidir.

S. pombe ile ilgili yapilan aragtirmalardan temel regiilasyon ve okaryotik
hiicrelerin kontrol mekanizmasi i¢in muhtesem bir model organizma oldugu
bilinmektedir. Hiicre dongiisliniin asamalar1 arasindaki gecisler korunmus bir
diizenleme mekanizmasi (“checkpoints” sistemi) tarafindan kontrol edilir. Hiicre
dongiistinii ilerleten ve yoneten karmasik bir diizenleyici protein agidir. Bu sistem ile
hiicre i¢i ve dis1 sinyaller yoluyla biyokimyasal diizenlemeler yapilir. Genomun replike
edilmesinin yan1 sira, hiicreler diger organelleri ve makromolekiilleri de
cogaltmaktadirlar. Bu mekanizma sadece hiicre dongiisiiniin farkli olaylarini kontrol
etmez ayni1 zamanda hiicre ¢ogalmasini kontrol eden hiicre dis1 sinyallerle, hiicre
dongiisii arasindaki iligkiyi de saglar.

Yiiksek Okaryotlardan; fisyon mayalarinda hiicre dongiisii dort kisma ayrilir; Gy
fazi, S fazi, G, faz1 ve M faz1; G; faz1 ve M fazi kisadir. S. pombe mayasinin hiicre
dongiisiinde G fazindan M fazina gegiste hiicre boyutu ve besin varliginin etkili oldugu
nokta temel kontrol noktasidir. Bu maya her iki ucundan uzayarak biiyiir ve hiicrenin
ortasinda hiicre duvari olusturarak ikiye boliiniir. Sitokinez G; de olur. Hiicre boyutu
(uzunlugu) hiicre dongiisiiniin hangi asamada oldugunu gosterir. G; fazindaki aktif
proteinlerin sentezi karakterize edilmistir. Bu proteinlere hiicre dongiisii programinin bir
sonra ki asamasina gecmek i¢in ihtiya¢ duyulur. G; fazinda hiicreler DNA replikasyonu
icin hazirlanir, S fazi igin hazirliklar yapilir. Ilk {iretim DNA ile sonlanir. S fazi
replikasyon ile baglar, es zamanli olarak genomun bir¢ok bdolgesinde baslar. Her

dongiide DNA sadece bir kez kopyalanir.



Ayni olan bir hiicrede DNA’nin replikasyonunun tekrar1 engellenir (rereplication). DNA
duplikasyonunun ardindan hiicreler sonra ki M fazi i¢in biiylimeye ihtiya¢ duyarlar. Bu
fazda niikleusta ki kromozomlar ayrilir ve sitokinez gerceklesir. M fazina erken giren
hiicrelerde, DNA replikasyonu tamamlanamadigi i¢in sonugta hiicre oliir.

S faz1 ve M faz1 kontroliinde ana oyuncu siklin-bagimli kinaz (Cdk)’ lardir. Cdc2, Gy
fazinda distiktiir, S faz ve G, faz boyunca ortalama seviyede, M fazinda yiiksek
aktivitededir. DNA replikasyonu ve mitoz Cdc2 aktivitesine ihtiya¢ duyar (Moser ve
Russell, 2000).

1.2.1. Hiicre Dongiisii Boyunca Siklinlerin Rolii

Yiiksek okaryotlarda, hiicre dongiisiiniin kismi fazlarinda ki bilinen siklinler ve
farkli Cdk (Siklin-Bagimli kinaz)’larin iligkileri ile hiicre dongiisii kontrol edilmektedir.
Fisyon mayalarinda, Cdc2 bir Cdk’ dir, hiicre dongiisii regiilasyonunda Cdc2’nin dort
tane siklin ile iligkisi bilinir; Cigl, Cig2, Pucl ve Cdcl3, Cdc2’nin miktar1 hiicre
dongiisii boyunca sabittir, siklin seviyesi kararsizdir. Bundan dolayr Cdc2’nin hiicre
dongiistine spesifik aktivitesi onun siklin ile iliskisiyle sonlanir. Cig2, S fazin ana
siklinidir (Mondesert vd., 1996 ; Fisher ve Nurse, 1996 ). Ge¢ G; fazda birikir ve S
fazinda cikis yaparak ortadan kaybolur. M fazi Cdc2 aktivitesi icin Cdcl3’e ihtiyag
duyar (Moreno vd., 1989; Booher vd., 1989). Cdc13 protein seviyesi G; fazinda diisiik
fakat G, fazinda artar ve M fazi sonlanana kadar normal seviyededir.

S fazinmn &ncesinde, Cdc2 aktivitesi iki yoldan sonlanir. Ilk olarak Cdc2-Cdc13
aktivitesi M fazi Oncesinde sabittir. Cdc13 ubikitin-driven aktivitesi ile proteoliz olur
(Yamaguchi vd., 1997; Kitamura vd., 1998). 26S proteozomu tarafindan ¢oklu ubikitin
molekiilleri kovalent olarak baglanarak degredasyona sebep olur. Ikinci olarak, Cdc2’
nin inhibitorii, Rum1 (mitotik anafazda ve Gy boyunca birikir) Cdc2-Cdc13’ iin kinaz
aktivitesini inhibe eder ve Cdc2-Cig2 ve hedef Cdcl3’iin aktivitesi degistirir. Son
zamanlarda yapilan ¢aligsmalarda Cdc2 iligkili Cigl ve Pucl in Rum1’i fosforile ederek
inhibe ettigi ve ardindan Cdc2 inhibitérii Cig2’nin S fazma giris yaptigi
gozlemlenmistir. G1-S ge¢isi, Rum1’in fosforilasyonu sonucunda degredasyonu takiben

Cdc2-Cig2 kompleksi S fazina girer (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4. a) Cdc2 aktivasyonu ve inaktivasyonu. b) Weel-Mikl ve Cdc25 kontrolii
(Current Opinion in Microbiology) (uyarlanmistir).

1.2.2. S Fazinin Baslamasi

S fazinda DNA replikasyonunun baglamasi, birgok bdlgede replikasyon orijinin
olugmasi ile baslar, replikasyon orijinin olusmasi ile hetorohekzomerik-orijin-tanima
kompleks (ORC) orijin olusumunu saglar, bu bolge (pre-RC) diger proteinler ile
giiclenir (Ogawa vd., 1999). Bu proteinler ile Cdc18 ve Cdtl, Cdc18 ve Cdtl orijinin
yukar1 bolgesine baglanir. MCM2-7 replikasyon baslangi¢c bolgesini gili¢lendirir. DNA
replikasyonuna izin verir. Iki hiicre déngiisii-spesifik protein kinaz Cdc2 ve Hsk1 pre-
RC fosforilleyerek replikasyonu tetikler. Bu c¢alismalar S. pombe ile birlikte S.
cerevisiae ve Xenopus’ta yapilmistir (Maiorano vd., 2000).

Pre-Replikasyon kompleksi: ORC kompleksi fisyon mayasinda, alti alt birim igerir.

SpOrcl-SpOrc6 ve Orpl-Orp6 genleri olusturur (Lygerou ve Nurse, 1999; Moon vd.,
1999). Hiicre dongiisii boyunca ORC alt birimleri ve onlarin niikleer lokalizasyonu ve
kromatin iligkileri ayn1 kalir. ORC’ nin modifikasyonu fosforilasyon/defosforilasyon
SpOrc2’ den saglanir. Bu alt birim, Cdc2 iliskili protein olarak (Leatherwood vd., 1996)

tanimlanmistir. M fazinda fosforile edilir, Cdc2 orani yiiksektir. Mitozun tamamlanmasi
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ve G; fazinda SpOrc2 ‘nin defosforilasyonu ile olur. Defosforilasyon replikasyonun
baslamasi i¢in 6nemlidir.

Cdc18 mitoz boyunca diisiik seviyededir, hiicre mitozdan ¢iktiktan sonra hizlica
stabilizasyonu ve miktar1 artar. Cdc18 komplekste ORC ve Cdtl ile beraberdir (Sekil
1.5). Bunlar MCM protein kompleksine de ihtiya¢ duyar (Kearsey vd., 2000) (Nishitani
vd., 2000). Cdtl’in, Cdcl8’in yetenegini arttirdigi, DNA sentezini devam ettirdigi
tahmin edilmektedir. Giiglii ihtimal her iki proteinin DNA replikasyonunu devam
ettirdigidir. Cdc18 S fazi sonuna dogru birikir, S fazi sonu ve G, fazinda degrede olur
(Nishitani vd., 2000). Hiicrede Cdtl’in miktar1 eksiliyorken DNA sentezi tamamlanir,
hiicreler G; fazinda birikir, Cdc18 ve Cdtl DNA replikasyonu i¢in gereklidir, fakat
devamu icin gerekli degildir. Cdtl dizisi Okaryotlarda genis bir sekilde korunmustur.

Ancak S. Cerevisiae’ da yoktur.

DNA sentezinin baslamasi: Cdcl18 ge¢ G; fazinda, muhtemelen Cdc2-Cig2 kompleksi
tarafindan fosforilasyona ugrar. S fazinda transkripsiyonu engeller. Cdcl8 ‘in M fazi
tamamlanana kadar DNA sentezini tekrar baslatmasi engellenir (Baum vd., 1998). Bu
regiilasyon M faz1 boyunca ve ge¢ G;1” de gerceklesir.

Ikinci kinaz, Cdc7; tomurcuklanmis mayalarda DNA replikasyonunun
baglamasina ihtiya¢ duyar. Cdc7 diizenleyici alt birimi Dbf ile MCM proteini
fosforillenir (Ritzi ve Knippers, 2000). Anolog Cdc7-Dbf4 insanda (huCdc7, Ask)
fisyon mayasinda (Hsk1-Dfpl). Cdc7 benzeri, Hsk1; DNA replikasyonunda regiilator
alt birimi ile beraber bulunmaktadir Dfpl (Him1) (Brown ve Kelly, 1998; Takeda vd.,
1999). Hskl ve Dfpl es zamanlh olarak kinaz aktivitesi gosterir, MCM2 (Cdcl19)
fosforillenmesi ile sonucglanir (Sekill.5). Dfpl’ in normal hiicrelerde seviyesi
degiskendir. G1-S faz1 gecisinde pik yapar. S fazi hedefli hiicrelerde Dfpl miktar
yiiksektir. S fazina giren hiicrelerde Dfpl orani azalir, Hskl seviyesi mitotik hiicre
dongiisii boyunca degismez, G3-S ile Hskl aktivitesi ve Dfpl ile birliktedir. Dfp1’in
yiiksek fosforilasyonu G3-S fazi ve S faz1 boyunca yiiksektir ve hiicreleri S fazinda tutar
(Takeda vd., 1999 ; Brown ve Kelly, 1998). Dfp1 fosforilasyonu normal hiicre dongiisii
devamlilig1 i¢in gereklidir ve kinaz olarak tanimlanir. Dfp1 fosforilasyonu kismi olarak
azalabilmektedir.

Sonugta Hskl1’in inaktivasyonu i¢in in vitro Hskl’in, Dfpl ile fosforile

edildiginden beri; Birgok molekiiller mekanizma DNA replikasyonunun baslamasini
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saglayabilir, hiicre dongiisii kisa periyotlarla limitlenebilir. Alternatif olarak Dfpl
fosforilasyon stabilizesini takiben Hsk1 birikir.

@)
Kromatin

(b)

Gt
«©

v

)

S

Sekil 1.5. G3/S fazinda DNA replikasyonu (Current Opinion in Microbiology)
(uyarlanmistir).

Re-Replication simirlanmasi: Genomda DNA replikasyonu bir¢cok bolgede es zamanli

olarak baglar. Her hiicre dongiisiinde bir kez DNA replikasyonu yapilir, her orijinde bir
kontrolle ateslenir. Bu replikasyon ayni DNA’nin tekrar replikasyonu sonucu, poliploid
hiicreler olusur. Fisyon mayalarinda normal DNA replikasyonu i¢in gerekli bir¢ok
protein vardir, rereplication i¢inde durum ayni sekildedir. Bu proteinler arasinda Cdtl,
Cdcl18, MCM2 ve MCM4 (Kearsey vd., 2000) yani biitiin pre-RC’nin elemanlari

bulunur.
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1.2.3. M Fazinin Baslamasi

G, faz1 sonlandiginda hiicreler kritik genislik seviyesindeyken, Cdc2-Cdcl3
aktivitesinin baslamasiyla M-fazi indiiklenir. Cdc2 ve Cdc13’iin S fazindaki iliskisi ve
Cdc13’iin G, boyunca iliskili kalmasi, Cdc2’nin Tyr15’ten fosforilasyonu ile aktiviteleri
diisiik seviyede korunur. Cdc2 fosforile olur Tyrl5’ ten sonra hiicreler S faza girmeye
baslar. Ardindan M faz tetiklenir. Cdc25, Cdc2’yi Tyrl5’ten defosforile eder. Cdc2’nin
aktivasyonu iki kontrol noktasini harekete gecirir; Bunlar, Cdc25’in aktivasyonu ve
Weel ile Mikl1’in inaktivasyonudur (Sekil 1.4b). Weel kinaz Nim1/Cdrl tarafindan
inhibe edilir ve kinaz iligkili Cdr2 igin islevsel rol; Weel direk kinaz aktivitesine
yonelik degildir, fakat Nim1/Cdrl ve Cdr2 bagimsiz olarak tanimlanmistir (Wu ve
Russell, 1993).

Mitotik kontrol proteinlerinin izolasyonu, slm9; Cdc2 regiilasyonunun
karmagikligini arttirmaktadir (Kanoh ve Russell, 1998). Genetik ¢alismalar Nim1/Cdrl
ve Cdr2 igeren farkli bir mekanizmalar ile saglanan Weel inhibisyonu yoluyla, sIm9-
Cdc2 aktivitesi saglar. Ik olarak, Weel ve Mikl rolleri ¢ok fazla benzer
goziikmektedir. Yani yapilan aragtirmalar Mikl ve Weel aktivitesinin birazda olsa
farkli oldugunu gostermektedir. Mik1’in, mRNA ve protein seviyesi S fazinda
artmaktadir (Baber-Furnari vd., 2000; Christensen vd., 2000). Bu Weel’den farkli
olarak, hiicre dongiisii boyunca korunmaktadir. Bunlarin sonucunda Mikl proteini
varhigr baskindir, S fazinin korunmasi i¢in onemlidir, Cdc2-Cdcl3 aktivitesi DNA
replikasyonu ile siirlanir. M fazina erken girmesini engellemek i¢in. Mik1’in kismi
azalmasi, olasilikla proteolitik mekanizma aktivitesidir (Baber-Furnari vd., 2000).
Weel, Cdc2’yi G, fazi boyunca inaktif tutar (Sekil 1.4b).

M fazinda bir diger 6nemli kontrol noktasida son kinetokorun tutulmasinin
ardindan kardes kromatitlerin birbirinden ayrilmasidir. Cdc2-Cdcl3 kompleksi
tarafindan uyarilan APC ( Anafazi tesvik edici karisim ) adi verilen protein kompleksi,
Cdc20 ile birlesir. Ardindan inaktif seperaz enzimine bagli, sekiirin proteini APC
tarfindan ubikitin etki ile proteoliz edilir ve aktif seperaz enzimi olusur. Seperaz enzimi
kardes kromatitler arasindaki kohezin kompleksini yikarak anafazi bagslatir. S fazinda
Cdc2-Cig2 birikimi, M fazinda; Cdc2-Cdc13 birikimi ve kardes kromatitlerin ayrilmasi
ile birlikte bir diger kontrol noktasi1 da G; ve G/S fazinda p53 tarafindan DNA hasari
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kontrol yapilmaktadir. Mdm2-p53 kompleksinden kinaz aktivitesi ile ayrilan p5S3 DNA

hasar1 kontrolii yaparak G; fazi gegisine izin verilir.

1.2.4. Cdc25 Nasil Regiile Edilir?

Cdc25 hiicre dongiisii boyunca kararsizdir, M fazinda pik yapar (Moreno vd.,
1990). immiinolokalizasyon analizleri bu ¢alismalar1 dogrulamistir ve anafaz yoniindeki
noktalarda (M fazi kromozom ayrilmasi periyodunda tanimlanmistir) Cdc25 birikimi
aniden azalir (Lopez-Girona vd., 1999). Cdc25’in miktarnin kontrolii, translasyon
faktorii el[F4A‘nin kontroliinde (6karyotlarda) S. pombe’ de tifl ile kodlanmaktadir
(Daga ve Jimenez, 1999). Tifl’in temel roliine ragmen translasyon i¢in bir¢ok protein
vardir, kosullu mutasyonlarda birgok proteinin aktivasyonu inhibe edilir. Dolayisiyla,
bu hiicreler biiyiimez, G, de tutuklanir. Hiicrelerde Weel ve Cdc25 eksilir ve G atlanr.
Bu durum tifl mutasyonuna bagimli Cdc2’ye etki etmektedir. Ayrica genetik datanin
giiclii Onerisi, translasyondaki kismi azalma, cdc25 fonksiyonunun azalmasi ile M
fazina girisi inhibe etmektedir. Ek olarak (aslinda), Tifl’in aktivitesinin azalmasi
sonucunda Cdc25’in seviyesi ciddi oranda diiser. Translasyon azalmasi belirir.

Sonugta, Cdc25 mRNA’s1, tifl’in degisimine hassasiyet gosterir. ilging olarak
Cdc13 es zamanli olarak tifl inaktif hiicrelerde azalir. Bu mitotik regiilatorler Cdc25 ve
Cdc13’ln translasyon kontrol mekanizmalar1 olagandis1 bir sekilde ortaktir. Bunlar 5'
UTR’yi ortak olarak paylasir. Eger Cdc25 ve Cdcl13’iin yiiksek hassasiyet degisimi
hiicre protein mekanizmasini degistirmiyorsa, Cdc25 ve Cdcl3 hiicre boliinmesi ve

biiytimesinde koordineli olarak caligir.

1.2.5. 8. pombe’ de Hiicre Boyut Mekanizmasi

Fisyon maya hiicreleri gubuk seklinde olup ve asimetrik sekilde sabit bir
genigligi koruyup yalnizca uzunlugunu arttiran hiicrelerdir. S. pombe’ de yapilan
caligmalarda, hiicre boyutu 6lciilmesi i¢in kullanilan bir mekanizma tespit edilmistir
(Martin ve Berthelot- Grosjean, 2009; Moseley vd., 2009). Bir¢ok okaryotik hiicre
tipinin boyut-bagimli hiicre dongiisii gecisi kontrolii siklikla bulunan siklin-bagimli
kinaz Cdkl tarafindan kontrol edilir (Mitchison, 2003—-Dolznig vd., 2004). Cdkl
aktivitesini kontrol eden hiicre boyutu izleme ile baglantili proteinler tanimlanmaistir.
Fisyon mayasi S. pombe’de, hiicre mitoza girer ve Cdkl’ in diizenleyici kontroli

sayesinde boliindiigii ve mitoza girdigi saptanmistir. (Jorgensen ve Tyers; 2004; Rupes,
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2002). Bu boyut arttirma prensibi basittir: mitotik aktivator Cdk1 hiicrenin ortasinda bir
bolgesinde lokalize edilir ve aktivatdr inhibitorii, hiicre kutuplarindan yerlesik bir
gradyan ile diizenlenmistir. Bdylece hiicre biiyiidiik¢e, inhibitor miktar1 mitozu
yonlendiren mitotik siklin aktivitesinde artisa yol acan aktivator ile etkilesimi azaltir.
Spesifik bir boyut kontroldrii olarak tanimlanan ilk protein Weel, sikline-bagimli kinaz
(Cdk1) aktivitesini Tyrl5’ ten fosforilleyerek siirlamaktadir. Mitoza giris i¢in hiz-
sinirlayict Cdc25 tarafindan fosfat ¢ikarilir (Russell ve Nurse, 1987; Nurse, 1990).
Boylece, mitoza giris sistemlerinde tekrarlanabilir hiicre boyutunun kontrolii Weel ve
Cdc25 kontrolii ile koordine edilir. Weel ve Cdc25’ 1 diizenleyen cesitli faktorler tespit
edilmesine ragmen, hiicre boyutu ve Weel-Cdc25-Cdk1 modiilii arasindaki baglantilari
pek anlasilamamistir. Bu negatif Weel sinyallerini diizenleyen Cdr2’nin interfaz
hiicrelerinin ortasina bir bant seklinde lokalize oldugu gosterilmistir (Morrell vd., 2004).
Mekansal boyutu algilayict modelde, Weel-inhibitor kinazlar Cdrl ve Cdr2 (Coleman
vd., 1993; Kanoh ve Russell, 1998), kendilerini inhibe eden, daha ¢ok hiicre morfolojisi
ve biiylime {izerindeki etkileri ile tanimlanan bir kinaz Poml ile faaliyet
gostermektedirler (Bahler ve Pringle, 1998). Pom1 hiicre porlarindan ¢ikan mekansal
bir gradient iginde lokalize olurken, cdrl ve cdr2 hiicrenin ortasindaki kortikal
bogumlarda lokalize olurlar (Morrell vd., 2004) Cdr2 diger proteinlerin hiyerarsik
lokalizasyonunu kurar ve Pom1’den negatif diizenleyici sinyalleri alir. Pom1 hiicrenin
uclarindan ortasina dogru polar bir gradient olusturur ve Cdr2 yolaginda mitoza giriste
doza-bagimli inhibitor olarak etki gosterir. Hiicrenin uzamasi gibi, Pom1 diizeyi mitoza
giriste artarak, hiicrenin ortasinda azalir. Pom1’in polar gradienti ve medial kortikal
diigiimlerinde hiicre boyutu hakkinda bilgi olusturulmasi, Cdkl yolagiyla Pom1, Cdr2,
Cdrl ve Weel ile diizenlenir. Mitoza giristen sonra, miyozin II sitokinez faktor bir
sitokinetik halka olusturmak iizere yogunlasir (Wu vd., 2003). G, sirasinda bu orta
diiglim kisminda Cdr2 varligi, G2-M gegisinde Weel inhibisyonuna katkida bulunur. Bu
olasilig1 arastirmak i¢in, medial dii§iimii analiz edilmistir. Bulunan protein Bltl daha
once karakterize edilmemistir (SPBC1A4.05 olarak ta bilinir), proteomik yaklagim
kullanilarak tanimlanmistir, Mid1 ile birlikte medial interfaz diiglimlerinde lokalize
olmustur. Ayrica, Blt1-Midl, Blt1-Cdr2 ve Cdr2-Mid1 arasindaki fiziksel etkilesimleri

ortak immunopresipitasyon tarafindan tespit edilmistir. Cdr2-iligkili kinaz Cdrl, direkt



16

olarak Weel’i in vitro fosforiller ve inhibe eder, Bltl ile birlikte lokalize olurlar (Sekil
1.6).

S. pombe boyut kontrol c¢alismalarinda mekansal olmayan mekanizmalar
beklenmektedir. Cdcl13’ {in birikiminin gecis siirecini kontrol ettigi Onerilmistir
(Sveiczer vd., 2001) ancak ¢ogu calisma Weel ve ya Cdc25-aracilikli mekanizmalara
odaklanmistir. Cdr2 ve Cdrl kinazlar tarafindan Weel diizenlenmesi esas olarak hiicre
boyutu besin modiilasyonu ile iligkili oldugu ( Breeding vd., 1998; Young ve Fantes,
1987; Belenguer vd., 1997), boyut algilama mekanizmasi daha ¢ok Cdc25’ e
baglanmustir. Onceki calismalarda Cdc25’ in (Cdcl3 yerine daha ¢ok) bir birikim
mekanizmasi ile mitozu indiikledigi one siriilmistir (Moreno vd., 1990), Cdc25
seviyesinin hiicre dongiisii tutuklama sirasinda arttigi bulgular, hiicre biiyiimesi ve
Cdc25 sentezi arasindaki baglantiyr giiclendirdigi dnerilmistir ( Kovelman ve Russell,
1996; Rupes vd., 2001). Bu ¢alismalar kesin olmaktan uzak olmasina ragmen, cdc25-
bagimli translasyonel ayirici, bir pom1-cdr2-weel mekansal sensor ile birlikte hareket
ediyor olabilir. Ayrica, Cdc2’ de mutasyona ugramis iki anahtar fosforilasyon bolgesi
ile hiicrelerde boliinme uzunlugu biiyiik olsa da tutarli bir korunmasi, diger yolaklarin
mitotik boyut kontroliinii igermesi gerektigini gostermistir (Coudreuse ve Nurse, 2010)
Bu veriler birlikte ele alindiginda, birden fazla boyut algilama mekanizmasi fisyon

mayada faaliyet gostermektedir.

= —
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Wéel
—
Aktif Pasif

Sekil 1.6. Hiicre Boyut Kontrolii Mekanizmas: (BItl ve Cdrl birlikte lokalize olur)
Cdk1-P (fosforile olmus inaktif Cdk1).
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1.2.6. 8. pombe’ de Ciftlesme Tipi Aktarimi

S. pombe’ de haploit yasam dongiisii hakimdir (Sekil 1.7a). S. pombe hiicreleri
iki farkli ciftlesme tipine sahip olabilir, art1 olarak adlandirilan (P) ve eksi (M). S.
pombe hiicreleri Ozellikle nitrojen kaynakli besinsel ag¢lik durumunda cinsiyet
farklilasma igin gelisimini baslatirlar. ki zit ¢iftlesme tiirii, P ve M adlandirilan zigot
formlardir. Eger beslenme kosullar1i koti ise ¢iftler, zigotlar mayoza girer ve
sporulasyon programi baslar (zigotik sporulasyon). Genellikle zigot, mayoz ve
sporulasyona geger. Bazen de, zigot mitoza girebilir, diploit irklar meydana getirir. Yeni
bir hiicre boliintiyorken (‘degistirilemez’), iki yavru hiicrenin gelisim programlar farkli
oldugu goriliir. Bir hiicre degistirilebilir, bir sonra ki hiicre boliinmesi degismis ve
degistirilebilir bir hiicreye olanak verir, diger hiicrede ise ayni tip ¢iftin ( anneden mirasi
koruyarak) degistirilebilir ve degistirilemez hiicresi {iretilir. S. pombe hiicrelerinin

dikkat ¢ekici ¢iftlesme aktarimi paternleri Sekil 1.7b’ de gosterilmistir.

(a)

Spor olugumu

Haploit .
porlar | Haploit
OO ROy
Askus™==~ _{/ Askus

(b)

Sekil 1.7. a) S. pombe haploit yasam dongiisii. b) Ciftlesme paternleri gosterimi (S:
switchable, u : unswitchable) (Dalgaard, J.Z. ve Klar, Amar J.S,
TRENDS in Genetics Vol.17 (3) 2001 ) (uyarlanmistir).
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S. pombe’ nin ¢iftlesme aktarimi matl lokusunun alternatif alleleri ile sonlanir
(Egel, 1977) (Sekil 1.8a). iki transkripsiyonel sessiz ciftlesme kasetleri, mat2P ve
mat3M, P ve M bilgisi, sirasiyla, matl ikinci kromozomda lokalize olmustur (Beach,
1983; Kelly vd., 1988). Bu kasetler pek ¢ok trans-acting faktorler ve cis-acting diziler
ile transkripsiyonlar1 susturulur (Klar vd., 1998). Benzer sekilde S. Cerevisiae’ da
ciftlesme aktarimi rekombinasyon ile verici lokusun kopyasi ve matl’ in ekprese
olmasiyla gergeklesir (Beach, 1983; Beach ve Klar 1984 ). Genetik deneyler
degistirilebilir hiicrelerde matl lokusunun damgalanabilecegini gostermistir (Egel ve

Eie, 1987; Klar ve Bonaduce, 1993) (Sekil 1.8b ve 1.8c).
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Rekombinasyonu
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p— e— —
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TRENDS in Geneotcs

Sekil 1.8. S'. pombe’ de cinsiyet olusumu (Dalgaard, J.Z. ve Klar, Amar J.S., TRENDS
in Genetics Vol.17 (3) 2001 ) (uyarlanmastir).

Ciftlesme feromonu ¢esitli mikroskobik canlilarin ¢iftlesme Oncesinde hiicre-
hiicre iletisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bununla birlikte S. pombe’ de, ¢iftlesme

feromon sinyali temel olarak mayozun baslatilmasi i¢in gereklidir (Egel, 1973; Kelly
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vd., 1988; Kitamura ve Shimoda, 1991; Leupold vd., 1989; Obara vd., 1991;Tanaka vd.,
1993; Willer vd., 1995). S. pombe hiicre eslesme tipi hiicreleri Matl genini kromozom
II' de h* hiicrelerde Matl-P ve h  hiicrelerde Matl-M DNA kaseti olarak
belirlenmektedir. Her ikisi de sirasiyla farklilasmis-transkript genleri igerir, matl-Pc ve
matl-Pi (Pm) ile matl-Mc ve matl-Mi (Mm) genlerinden olusur (Kelly vd., 1988). Matl-
Mc iirtin HMG ailesi proteini iken, baska bir Matl-Pi bir iiriinii bir homeobox proteindir
(Kelly vd., 1988; Sinclair vd., 1999). Bunlarin béylece transkripsiyon faktorleri olmasi
muhtemeldir, Matl-Pc ve Matl-Mc beslenme agliga yanit olarak ifade indiiksiyonunda
yer almaktadir. Bu iki genin hiicre ekspresyonu iizerine ¢iftlesme feromon sinyalleri
birbirleri ile iletisim kurmak icin baslar. P-faktorii h* hiicreleri tarafindan salgilanan
feromon (Imai ve Yamamoto, 1994) ve M-faktérii h™ hiicreleri tarafindan
salgilanmaktadir (Davey, 1992) (Kitamura ve Shimoda, 1991) (Sekil 1.9).

1.2.7. S. pombe’ de Mayoz Boliinme ve Sporulasyon

Hiicre gelecegini belirleyen temel bir yonde, kararli bir fenotipin harici bir sinyal
tarafindan uyarilan, gen ekspresyonu ile gecici degisiklikler saglamasidir. Onemli ve
son derece koordineli bir hiicre gelecegi karari, gametogenez olarak bilinen bir siiregte
diploit progenitor hiicrelerden gamet {iretimi (cinsiyet hiicreleri)'dir. Gametogenezin bir
onemli yoniide diploit genom progenitor hiicreleri, gamet {iretmek igin birbirini takip
eden iki kromozom segregasyon tarafindan haploit hale indirgenmesi sirasinda 6zel bir
hiicre boliinmesi, mayoz béliinme olur (Masayuki vd., 1996).

Mayoz okaryotik organizmalarda eseyli lireme i¢in ¢ok Onemli bir adimdir.
Mayoz hiicre dongiisii haploit tiriinleri, erkek hayvanlarda disi hayvanlarda ve sperm
yumurta olusumu ile sonuglanacak premayotik DNA sentezi ve birinci ve ikinci mayoz
boliimler (mayoz I ve II)’ den, olusmaktadir (Werven ve Amon, 2011) Mayoz I’ de
rediiksiyonun bozulmaz ve mayoz rekombinasyona bu boliinme ile eslik eder. Mayoz 11
kardes kromatitleri esit olarak ayirir. Mayoz hiicre dongiisti son derece korunmustur,
sadece hayvanlar degil, bitkiler, mantarlar ve mayalar arasinda da korunur. Mayalarda
gametlerin yerine haploit sporlar olugsmaktadir. Bununla birlikte zigot, zengin besiyeri
kaybedilmeden once diploit olarak ¢ogalabilir. Diploit hiicreler zengin beslenme altinda
mitotik ¢ogalirlar ve dogrudan vejetatif biiylime (azigotik sporlanma) sonunda mayoz

ve sporulasyona girerler.
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1.2.7.1. S. pombe’ de sporulasyonun baslamasi

S. pombe ve S. cerevisiae yaklasik 330-420 milyon yil once birbirinden
ayrilmistir. ki Ascomycete mantar bdylece birbirinden evrimsel olarak yiiksek dlciide
wraksak olmaktadir (Sipiczki, 2000). Bu farkliliga ragmen, tomurcuklanan mayada
sporlanma programina giris i¢cin Onemli olan sinyaller ve yolaklarin bir¢ok fisyon
mayasinda da faaliyetlerini siirdiirmektedir. S. pombe’ de vejetatif dongii haploittir.
Fisyon mayasmin c¢iftleme formu diploittir, fakat bu durum gecicidir. Ciftlesme
formuna eslik eden fisyon maya hiicreleri mayoza gecerek sporulasyon programini
baslatir ve dort hiicreli haploit formu olusturur. Boylece, fisyon mayasinda besin
siirlandigr zaman ciftlesme-sporulasyon programi baglatilir. Aglik sinirlamasina cevap
olarak, fisyon mayas1 Gy evresinde tutulur, karsit cins h* ve h’ ciftlesir ve konjugasyona
gecis olur. Elde edilen zigot mayoza ugrar ve haploit sporlar olusur. Gamet olusumunu
baslatan proteinler tomurcuklanan maya ve fisyon mayasi arasinda korunmamaistir. Imel
S. pombe’de bulunmaz, fakat Stell tomurcuklanan mayada bulunan master
transkripsiyon faktorii ile analogdur hiicrelerin sporlanma programina girmelerini
belirler. Konjugasyon sporulasyon ile sikica birlikte oldugu gibi, Stell’in ¢iftlesme

regiilasyonunu diizenlemesi de sasirtici degildir.

1.2.7.2. Stell: 8. pombe’ de cinsiyet farklilasmasi ve sporulasyonun diizenlenmesi
Tomurcuklanma mayasinda Imel’ de oldugu gibi, cok sayida dis sinyal stell”
promoteri tizerinde birlesir. S. pombe aglik sinirlanmasina cevap olarak gametogeneze
girer ve glukoz, mayoz ile sporlanma i¢in Onemli genlerin ekspresyonu iizerinde
inhibitér etki yapar. Bu besinsel sinyalleri Stel1” in ifadesi ile kontrol edilir. Stel1”
ikincil bir konstitiitif gen olarak ifade edildiginde, ciftlesen hiicreler besin varliginda
daha fazla spor olusturur (Sugimoto vd., 1991). Stel 1" etkinlestirildiginde, ciftlesme ve
sporlanma erken donemleri icin gerekli genlerin transkripsiyonuna neden olur. Ayrica,
Stel1® dolayli olarak sporlanmada ciftlesme-tipi kontrolii icerir. Son olarak,
tomurcuklanan mayada solunum aktivitesi sporlanma icin gereklidir (Jambhekar ve
Amon, 2008). Bununla birlikte, ¢iftlesmenin Stel1” promotdrii iizerinde sinyal etkisi

yoktur. Ste11™ in kontrolii besin algilama yollari ile kontrol edilir.
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1.2.7.3. TOR sinyallerinin baskilanmasi; Stell

Tomurcuklanan mayada oldugu gibi TOR sporlanma sinyallerini kontrol eder.
Istya duyarl1 bir tor2” alleli kullanim1 yoluyla TOR sinyal kaybr ile inaktif TOR bir G4
tutuklanmasina neden olmaktadir, cinsiyet farklilasmasi ve daha sonra sporlanma
basladig1 gosterilmistir (Matsuo vd., 2007; Alvarez ve Moreno, 2007) (Sekil 1.9).

Buna gére, tor2” inaktivasyonu da ste11” transkripsiyonu ile sonuglanir. Bu TOR
sinyalinin gametogenezde Onemli bir regiilator oldugu acik olmasina ragmen, TOR
sinyalinin ste11’i nasil baski altina aldig1 bilinmemektedir. Tomurcuklanan mayadan
farkli olarak, TOR sinyallerinin transkripsiyonel regiilatorler tarafindan taninarak
kontrol edilir. Bu TOR sinyalleri ste11" transkripsiyon aktivitesini diizenler, bunun ayn1
zamanda Stel1" aktivitesi oldugunu belirtmek gerekir. Tor2, Stell ve mei2 etkilesimi,
sporlanmaya giris i¢in kritik bir faktordiir, asagida agiklanan kendi hiicresel fonksiyonu
inhibe eder (Alvarez ve Moreno, 2006). Ayrica, PKA ve TOR ,Stel1 lokalizasyonunu
ve kontroliinii, Stell bagimli transkripsiyonu diizenlemek i¢in birlikte hareket ederler
(Valbuena ve Moreno, 2010). Boylece, TOR sinyal etkileri sonucu stell”, cesitli
sekillerde bu ¢iftlesmenin saglanmasi ve sporlanmanin besin agisindan zengin kosullar

altinda meydana gelmesini engeller.

1.2.7.4. Sporulasyonun c¢iftlesme-tipi kontrolii: S. pombe’ de sporulasyonun patl ile
engellenmesi

Haploit fisyon maya hiicreleri, haploit tomurcuklanan maya hiicreleri gibi,
mayoz ve sporlanmayi1 baslatamaz. Her iki tiirde de, sporulasyon birbirine es iki hiicre
tarafindan temsil edilir. S. pombe’de sporulasyonun baskilanma mekanizmasi S.
cerevisiae den farklidir, ¢iinkii sporulasyon ve ¢iftlesme kontrolii S. pombe’de birlesik
oldugundandir. S. pombe haploit hiicrelerde, sporlanma programina giris Patl adi
verilen bir protein kinaz ile bastirilir (Li ve McLeod, 1996; Kitamura vd., 2001) (Sekil
1.9). Pat1 iki tane erken sporlanma proteinlerinin aktivitesini bastirmistir.
Ilk olarak, Patl Stell’i fosforile eder. Bu Rad24 ve Stell'in transkripsiyonel
aktivitesinin inhibisyonuna neden olur (Li ve McLeod, 1996; Kitamura vd., 2001).
Ikinci olarak, Patl erken mayozda DNA sentezinin baslatilmasi dahil olmak iizere
sporlanma erken asamalari i¢in gerekli olan mei2 olarak bilinen bir RNA-baglayici

proteini fosfatlar (Kitamura vd., 2001; Watanabe ve Yamamoto, 1994) (Sekil 1.9). Patl
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tarafindan mei2 fosforilasyonu ubikuitin-aracili bozulma i¢in proteini hedefler
(Kitamura vd., 2001). Istya dayanikli mutant Patl tarafindan Mei2 fosforilasyonu ile
haploit hiicreler 6liimciil bir mayoza girer (Watanabe vd., 1997).

Mei2 mayoza giris programini nasil tesvik ediyor? Mei2 sporulasyon-spesifik
transkripsiyonu kaldiran segici (DSR)-Mmil sonlandirma RNA degradasyon sistemini
diizenler (Harigaya vd., 2006) (Sekil 1.9). Mmil, YT521-B homoloji (YTH) ailesinin
bir RNA baglayici protein iiyesidir ve 30 UTRs 68e iceren erken ve orta evrede mayoza
transkript olarak baglanir. Daha sonra, Mmil;Pabl ile etkilesir, bir polyA-baglayici
protein ve eksozom, RNA degredasyonu ile ilgili bir protein kompleksi, mayotik
mRNA’lar ile etkilesime girer (Harigaya vd., 2006; Yamanaka vd., 2010) Mei2, Mmil’
¢ baglanarak DSR-Mmil engeller. Iki protein arasindaki etkilesim, gekirdekteki bir
nokta benzeri bir yap1 olarak goriilebilir (Harigaya, vd., 2006). Sme2* odag tarafindan
kodlanan poliadenilat meiRNA, bu odak tarafindan bulunan, mei2 ile etkilesimi mei2-
Mmil niikleer lokalizasyonu i¢in gereklidir (Watanabe ve Yamamoto, 1994; Harigaya
vd., 2006; Yamashita vd., 1998). Bununla birlikte, mei2-Mmil karmasik meiRNA rolii
anlasilmis degildir. Diploit hiicrelerde 6zellikle de, Patl mei2 inhibisyonu i¢in baglanir
ve DSR-Mmilinaktive olur. Stell dolayli da olsa, bu inhibisyonu beraberinde
getirmektedir (Sekil 1.9). Ciftlesme Stell 'in roliiniin bir pargasi olarak, transkripsiyon
faktorii mat1-Mc/mat1-Mm (h hiicreleri) ve Mat1-Pc / Matl Pm (h* hiicrelerde), Mat1-
lokusa kaynakli genlerin ifadesini indiikler (Sugimoto vd., 1991). Diploid hiicrelerde,
Matl-Pc ve Matl-Mc bir feromon sinyali iiretmek i¢in ve sporlanma i¢in gerekli olan
Matl-Pm ve Matl-Mm, transkripsiyon etkinlestirmek i¢in ilk indiiklenir (Willer vd.,
1995). Matl-Pm, bir homeodomain protein ve Matl-Mc, yiiksek hareket kabiliyetine
sahip grup (HMG) kutu protein, sinerjik mei3" geninin transkripsiyonu aktive eder
(Willer vd., 1995; McLeod vd., 1987) (Sekil 1.9). Mei3, Patl kinaz aktivitesini inhibe
eder. Proteinler diger substratlarin protein kinaz aktivitesini inhibe edici psddosubstrat
olarak hareket ederler (Li ve McLeod, 1996) Mei3" ektopik haploit hiicrelerde ifade
edildiginde, bir 6ldiiriicii mayoza girecektir (Wang vd., 1998). Ste11" promotérii, Imel
promotorii gibi, ciftlesme-sporlanma programi baglatmak igin beslenme sinyalleri ile
biitiinlesir. Ancak Imel aksine, kendi transkripsiyonu yerine, Stel1l sporlanma iizerinde
ciftlesme tipi kontrol kurmak icin gereklidir. Bu farkliliklar muhtemelen yasam

dongiisiinde ki farkliliklar1 yansitmaktadir. Tomurcuklanan mayada giftlesme tipi ve
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sporulasyon birlesik degildir, fisyon mayada ise ikisi de sikica birlesmistir. Bu birlesme
Stell” tarafindan sikilastirilir. Bu nedenle, Stel1l” haploit ve diploit hiicrelerde her
ikisinde de aktif olmalidir, ciftlesme tipinin kontrolii Stell® aktivasyonu

gerektirmektedir.
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Sekil 1.9. S. pombe’ de sporulasyona giris sinyal kontrol yolagi (F. J. van Werven ve A.
Amon, 2011) (uyarlanmistir).

1.3. Poliaminler ve Stres Iliskisi

Poliaminler (PA), tiim canli organizmalar i¢in her yerde (halofiller ve metanojen
arkerler hari¢) var olan diisiik molekiil agirliklr alifatik katyonlardir. Bunlarin ilk kesfi
1678 gibi erken bir tarihte insan menisinden gelen "i¢ tarafli" kristaller olarak
tamimlanmistir (van Leeuwenhoek, 1678). Ladenburg ve Abel (1888), bu bilesigi
“spermin” olarak adlandiriliyorken Schreiner (1878) ise, bir organik baz olarak, bu yeni

bilesigi  tanimlamistir.  Putresin ~ (Put)  [NH2(CH2);NH;], spermin  (Spm)
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[NH2(CH2)sNH(CH,)4NH(CH2)3sNH-], ve iliskili ~ baz spermidin (Spd)
[NH2(CH2)sNH(CH,)4NH2] Rosenheim (1924) tarafindan ilk kez bugiin bildigimiz
poliaminler (PA) olarak sentezlenmistir (tarihsel a¢idan miikemmel bir inceleme igin
'Bachrach 2010' bakiniz). Poliaminlerde bulunan en karakteristik 6zellik; belirlenen
uzaklikta ve barmdirdiklariki metilen gruplarinin varligidir. Poliaminlerde ki bu metilen
grubunun bir biitiin olarak PA aktivitesini etkileyen, hidrofobik etkilesimlere dahil
oldugu bilinmektedir (Wallace vd., 2003). Bunlarin kesfinden beri, fizyolojik
poliaminler putresin, spermidin ve spermin hiicresel fonksiyonlar1 ¢alismanin odak
noktasi haline gelmistir. PA’ lerin hiicrede ¢esitli temel siireclerine katildig1 ve niikleus
dahil bitki hiicresinin, tiim bdliimlerinde mevcut oldugu tespit edilmistir (Galston vd.,
1997; Walden vd., 1997; Bouchereau vd., 1999; Bachrach 2010). Poliaminler hiicre
Oliimiinii, 6zellikle apoptozu diizenler (Thomas ve Thomas 2003; Seiler ve Raul 2005).
Bakterilerde en ¢ok poliaminlerden, putresin ve spermidin vardir. Kadaverin (putresin
benzeri dogal bir poliamin) de vardir ancak diger poliaminlere gore daha azdir
(Wortham vd., 2007). Bunlar, asit direncinde énemli olan, oksijen toksisitesini 6nlemek
icin, etkili bir rol oynarlar, siderofor biyosentezine dahil olan, sik sik gram-negatif
bakterilerin dig membran bilesenlerinin hiicresel farklilagsmasi ve sinyal rolii i¢in plak
biofilm olusumunda gereklidirler. Buna ek olarak, putresin poliamin alim1 ve kullanimi
ile ilgili genlerin transkripsiyonu aktive ettigi bilinmektedir. Memelilerde poliamin
fonksiyonu iizerine yapilan yogun arastirma bakterilerlerde de oldugu gibi; biiyiime, gen
transkripsiyonu ve ribozom-aracilikli translasyon gibi temel diizenleyiciler ile iligkilidir
(Thomas ve Thomas, 2003; Umekage ve Ueda, 2006). Hormon benzeri, PA’ ler
replikasyon, transkripsiyon, translasyon, membran stabilizasyonu ve enzim aktivitesi
modiilasyonunun proseslerinde gerekir, ayni zamanda genom aktivitesi, hiicre
boliinmesi ve genisleme ve bitki biiylimesini ve gelismesini diizenlemek ig¢in
gerektikleri bilinmektedir (Bouchereau vd., 1999; Kaur- Sawhney vd., 2003) (Sekil
1.10)
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Sekil 1.10. Poliaminlerin hiicredeki islevleri ( Minois vd., 2011°den ) (uyarlanmistir).

Stres kaynakli PA birikimi ve biyotik ve abiyotik streslere kars1 gosterdikleri
koruyucu fonksiyona 06zel ilgi vardir (Bouchereau vd., 1999). Bitki hiicrelerinde ki
yogunlugu fito-hormonlardan fazladir. Ciinkii fizyolojik pH' da polikatyonik dogasi,
poliaminlerin niikleik asitler, proteinler ve fosfolipidler gibi gii¢lii bir negatif yiike sahip
hiicre bilesenlerine baglanmasini saglar. Bitkilerde abiyotik stresle miicadele etmek ve
adaptasyon i¢in, spermin, spermidin ve putresin gibi dogal olarak meydana gelen
onemli poliaminler (PA) bulunmaktadir. K* eksikligine bagli Put artis1 abiyotik stres
altinda poliaminlerin analizine yol agmistir. O zamandan beri, aragtirmacilar PA ve tek
veya kombine streslere maruz kalan bitkilerin degisiklikleri arastirmakla mesgul
olmustur (Shen vd., 2000; Mo ve Pua, 2002; Urano vd., 2003; Camacho-Cristo bal vd.,
2004; Kuthanova“ vd., 2004; Liu vd., 2005; Kusano vd.,. 2008; Groppa ve Benavides
2008; Gill ve Tuteja 2010; Alca’zar vd.,. 2010a, b; Hussain vd., 2011). Abiyotik stres
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altinda {i¢ ana poliaminin birikimi ve bunlarin biyosentetik yolaginin modiilasyonu
kuraklik ve tuz stresine karsi tolerans saglar. Olumsuz g¢evre kosullar1 altinda iiriin
verimini siirdiirmek poliaminler i¢in onemli bir gorevdir. Son birka¢ yilda; genetik,
transkriptomik, proteomik, metabolomik ve fenomik yaklagimlar bitki abiyotik stres
toleransi diizenlenmesinde farklt PA’ lerin ¢ok onemli islevlerini aydinlatmigtir. Son
yillarda, osmotik stres, kuraklik, 1s1, sogutma, yiiksek 1sik yogunlugu, agir metaller,
mineral besin eksikligi, pH degisimi ve UV 1sinlamasi gibi farkli ¢evresel streslere karsi

PA’ lerin katiliminin oldugu goriilmiistiir.

1.3.1. Spermidin/Spermin-N*-Asetiltransferaz (SSAT) Onemi

Poliamin metabolizmasinda ki enzimlerdir (Casero ve Pegg, 1993; Pegg ve
McCann, 1982; Wallace vd., 2003). Bu enzim spermin ve spermidinin amino propil
uclarina asetil gruplar1 ekler. Bu nedenle asetilasyon asidik makromolekiillere baglanma
kabiliyetini degistiren ve bunlarin islevini etkileyerek, poliaminler iizerindeki yiikii
azaltir. Asetillenmis tiirevleri, asetilpoliamin oksidaz (APAO) ile etkili bir sekilde N-
asetilaminopropanal ve daha kii¢lik bir poliamin olusturmak i¢in molekiilleri bolen bir
peroksizom enzim i¢in (Wang ve Cesero, 2006; Wu vd., 2005) uygun ortamlar
olusturmaktadir (Sekil 1.11a). Asetillenmis tlirevleri de kolayca hiicreden disar1 atilir.
Boylece ¢ok yiiksek seviyede diizenlenmis olan ve poliaminler ile indiiklenebilir SSAT,
poliamin homeostazinin muhafaza edilmesi ve bu poliamin igerigi ile ilgili normal ve
neoplastik biiylime gibi hiicresel siiregleri etkileyen onemli bir rol oynar. Son
zamanlarda, asir1 sigsmanlik/glukoz toleransi, integrin fonksiyonu, stres tepkisi ve
oksijen homeostazinda SSAT' nin rol aldig1 diger olas1 fonksiyonlar Onerilmistir ve
SSAT' da ki degisiklikler ¢esitli patolojik kosullar ile baglantili olmustur. Karbon
tetraklorid ile indiiklenebilir asetilenmis poliaminler olduklar1 bulunmustur ve
asetilasyon iriinlerinin gergek oksidaz substrati oldugu One siiriilmiistiir (Matsui ve
Pegg, 1981). Bu SSAT enziminin saflagtirilmas1 ve karakterizasyonu, histon asetilaz
benzeri diger enzimlerden (poliaminler iizerinde bazi aktiviteleri var) epey farki vardir
ve spermidinin sadece N pozisyonunu asetiller (aminopropil ucu; bak. Sekil 1.11b).
Spermin, simetrik olarak her iki ucundan da asetilenmis olabilir. SSAT’ nin substrat
zgiilligiiniin daha detayli incelenmesi, N*-asetilspermin, sym-norspermin, ve sym-

norspermidin’ de igeren genel yapist H,N (CH,) 3NHR olan substratlarin SSAT igin
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mitkemmel ylizeyler oldugunu gostermistir (Della ve Pegg, 1983). Gogiis tiimorlerinde,
APAO azalarak SSAT miktarinda artis oldugu tespit edilmistir, her iki enzim seviyeleri
asetillenmis poliaminlerde bir artisa katkida bulunur (Wallace vd., 2000). SSAT' a
birden fazla hastalik durumlar ile iligkili bulunmustur. Bu pankreas hiicrelerinin 6liimii,
rejeneratif doku bilylimesinin durmasi, obezite ve diyabet, keratoz follikiilaris spinulosa
dekalvans, intihar egilimi etkileyen davranis degisiklikleri, hiicre gogli, gen
regiilasyonu, ve kanser yer aliyor. Bu degisikliklerin bazilar1 diger proteinler ile SSAT
dogrudan etkilesim sonucu olabilir ve SSAT ayni zamanda protein baglama ile gen

regiilasyonunu etkileyebilir.
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Sekil 1.11. a) spermidine/spermine-N*-asetiltransferazin (SSAT) poliamin metaboliz-
masinda ki rolii. b) SSAT ve APAO arasindaki katalizleme ( Anthony E.
Pegg, 2008) (uyarlanmistir).
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1.3.2. Spermin Ailesinin Tasinmasi

Yakin zamanda, mayada vakuoler zar iizerinde bir poliamin tagima proteini
kodlayan bir gen (TPO;, YLL028w) tespit edilmistir (Tomitori vd., 1999). Vakuolar zar
tizerinde bir poliamin tasima proteini i¢in, bir veya daha fazla bagka genlerin varlig
bekleniyordu ¢iinkii TPO; tarafindan kodlanan protein homologlari i¢in dizi veri
tabanlarini1 taranmistir. Agik okuma gergeveleri YGR138c¢ (TPO2), YPR156¢ (TPO3) ve
YOR273c (TPO,4) tarafindan kodlanan membran proteinlerinin, poliamin vakuoler
tasiyici proteinler oldugu one siirlilmiistiir. Bu genleri asir1 ifade eden hiicrelerde,
poliamin toksisitesine kars1 diren¢ ile poliamin alim aktivitesinde artiy ve vakuol
poliamin miktarinda artis gozlenir. Bu genlerin delesyona ugratildigi hiicrelerde,
poliamin toksisitesine duyarlilikta artis ve poliamim alim miktarinda azalma ile birlikte
vakuolde ki poliamin igeriginde hassasiyet gézlenir. TPO;, ve TPOj3 spermin i¢in TPO;
ve TPO, spermin ve spermidin i¢in tanimlidir (Sekil 1.12). Bu sonuglar mayanin
sitoplazmasinda bulunan poliamin miktarinin, poliamin tasima sistemi tarafindan

diizenlendigini ortaya koymustur.

Sekil 1.12. TPO, ve TPOj3 proteinlerinin plazma zarinda ki gosterimi (Igarashi vd.,
2011) (uyarlanmustir).
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1.3.3. S. pombe" de Strese Kars1 Cevap Yolaklari (SAPK)

Mikroorganizmalarin hayatta kalma ve gelisme yetenegi, olumsuz c¢evre
kosullarina kars1 hizli ve giiglii stres cevaplarina baglidir. Stres-aktive olan protein kinaz
(SAPK) yolaklarmin 6karyotlardaki stres sinyalizasyonunda énemli modiilleri bulunur,
Okaryotik mikroorganizmalarda, 6rnegin mantarlarda bulunur. Bu yolaklarin SAPK
icerigi fosforilasyon boyunca kinaz kademeli olarak aktif olur ve bir kere aktive olur,
SAPK fosforilasyonu ¢esitli sitoplazmik ve niikleer hedefleri fosforiller, uygun cevap
ile sonlanir. Dolayisiyla, mantarlarda korunmasmma ragmen, SAPK modiil
mekanizmalart farkli mantarlarda evrimleserek farklilagmis sinyal yolaklaridir. Burada,
model mayalar1 S. cerevisiae, S. pombe ve patojen mantar C. albicans igin cesitli
yolaklara yer verilmistir.

Stres-aktive edilmis protein kinaz (SAPK), mitojen-aktive edilmis protein
(MAP) kinaz ailesi iiyesidir ve Okaryot hiicrelerde ki Onemli stres-sinyalizasyon
molekiilerindendir (Nikolaou vd., 2009). Her SAPK yolagi protein kinazlarin ii¢
asamasinin birlesmesinden olugsmustur; SAPK kendisi, MAP kinaz kinaz (MAPKK) ve
MAPKK kinaz (MAPKKK). MAPKKK fosforilasyonu ile MAPKK aktive olur daha
sonra SAPK katalitik domainin aktivasyon lobunda ki korunmus threonin ve tirozin
dizilerinden fosforile olarak aktif hale gelir. Bu fosforilasyonun artis1 kinaz aktivitesini
ve SAPK’in niikleer translokasyonu arttirir, bunun sonucunda SAPK-bagimlh
fosforilasyonun pek cok substrati igerir; transkripsiyon faktorleri, kinazlar, hiicre
dongiisii regiilatdrleri ve membran proteinleri, uygun hiicresel cevaplar tetikler. SAPK
yolagi modeli, S. cerevisiae ve S. pombe ile patojenik mantar C. albicans’ ta, ¢okK iyi
karakterize edilmistir. Her bir mayada SAPK ve MAPKK igerigi, S. Cerevisiae’ da
Hogl ve Pbs2 (Brewster vd., 1993), C. Albicans’ ta CaHogl ve CaPbs2 (San Jose vd.,
1996; Arana vd., 2005) ve S. pombe’ de Styl (soyle de bilinir Spcl veya Phhl) ve Wisl
(Millar vd., 1995) (Sekil 1.13).

Ilging sekilde, mantarlarda MAPKK stres sinyalleri MAPKKK ile yer degistirir.
Ormegin; S. cerevisiae’ da Hogl yolagi iic MAPKKKs ile diizenlenir yiiksek
homolojide ki Ssk2 ve Sskk kinazlar ve Stell (Maeda vd., 1995; Posas ve Saito, 1997),
S. pombe’ de Styl yolagi iki MAPKKKSs tarafindan diizenlenir, Wak1 (bir de Wis4
olarak bilinir) ve Winl (Samejima vd., 1997; Shieh vd., 1997), oysa ki C. albicans’ ta
CaHogl kinaz tek MAPKKK tarafindan diizenlenir, CaSsk2 (Cheetham vd., 2007)
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(Sekil 1.13). Mantarlarda stres-sinyal proteinleri SAPK’ lar evrim boyunca
korunmuslardir (Nikolaou vd., 2009). Bundan dolayi, S. cerevisiae ve S. pombe’ de
SAPK stres sinyal yolagi mekanizmasi farklilasarak onemli derecede gelismistir.
Bundan baska, C. albians’ ta mayalardan farkli SAPK yolagi diizenlendigi ve bunun
rolii kanitlanmistir. Dolayisiyla, farkliliklara ragmen, tek evrensel mekanizma stres
sinyali algilanmasi ve SAPK modiiliiniin iki-bilesenli sinyal transdiiksiyon yolagidir.iki-
bilesenli yolaklarda, His—Asp phosphorelay sistemden meydana gelir, gevresel
sinyallere kars1 bakterilerde genis olarak kullanilir (Egger vd., 1997). Aktivasyonun
istlinde, korunmus histidin rezidiileri otofosforile edilir, regiilatér protein cevabinda
alict domain korunmus aspartat rezidiilerinden fosforile edilir, uygun cevabi tetikler.
Dolayisiyla, mantarlarda ki sistemlerde hibrid sensor histidinkinazlardan olugmakta, ¢ok
basamakli ii¢ bilesenli yaygin phosphorelay kompleks icermektedirler, her iki kinazi ve
alict domain igerirler, aracit phosphorelay proteini ve cevabi diizenleyen alici proteini
igerirler. S. cerevisiae, S. pombe ve C. albicans da SAPK yolaginin iki-bilesenli araci
sinyal transdiiksiyon diizenlenmesine ragmen, stres sinyalleri 6nemli derecede

farklilasmalara sahiptir.

Cizelge 1.2. S. pombe Sty1 yolagi kullanimiu.

Stres Sekilleri S pombe Sty1 Yolag

Osmotik +
Oksidatif +
Agir metal +
Sicakhik +
Sogukluk +
Metilglioksil +

Suda ¢oziinmiis asit Calismalar devam ediyor
UV isig +
Karbon ach@ +
Nitrojen kisitlamasi +
Basing stresi +

Glukoz Calismalar devam ediyor

Katyonik peptitler Calismalar devam ediyor
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Sekil 1.13. Ug farkli organizmada sinyal iletim yolaklarinin karsilastiriimasi (FEMs
Microbiology Letters, 2010) (uyarlanmaistir).

1.3.3.1. S. pombe Styl SAPK ‘in regiilasyonu

S. pombe’de Styl SAPK yolaginin gesitli kosullarda giiglii olarak aktive oldugu
tanimlanmustir (Cizelge 1.2) osmotik stres (Millar vd., 1995), oksidatif stres ve sicaklik
soku (Degols vd., 1996), nitrojen sinirlamasi (Shiozaki ve Russell, 1996), karbon
siirlamasi1 (Morigasaki vd., 2008), UV 15181 (Degols ve Russell, 1997), metilglioksal
(Takatsume vd., 2006), soguk stresi (Soto vd., 2002), arsenit (Rodriguez-Gabriel ve
Russell, 2005) ve basing stresi (George vd., 2007).

S pombe, S. Cerevisiae “ daki SIn1-Ypd1l-Sskl yolagina mimari olarak benzer
iki-bilesenli sistem igerir (bkz. Sekil 1.13). Dolayisiyla, dikkat g¢ekici, fisyon
mayalarinda iki-bilesenli sinyal sistem H,0;’ ye degistirmesinde sinyal verir, fakat

osmotikte degil, benzer sekilde S. Cerevisiae’ da Ssk1-MAPKKK diizenlenmesi, Mcs4
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diizenleyici yaniti, Ssk’ in homolog fonksiyonu, Wak1’in MAPKKK regiilasyonu ve
Styl yolagiyla direkt etkilesim (Buck vd., 2001).

S. pombe bir de Mprl proteini igerir, Onerilen rolii Msc4’ii histidin kinaz phosphorelay
ile fosforiller (Nguyen vd., 2000). Dolayisiyla, S. cerevisiae’ nin aksine, fisyon
mayasinda ii¢ histidin kinaz bulunur: ikisi yiiksek iligkili proteinler Mak2 ve Maks,
ticlinciisii ise Mak1’ dir (Buck vd., 2001). Msc4 (Asp412) iizerinde korunmus alanda
aspartik asit veya Mprl(His221) iizerinde korunmus bolgede histidin fosforilasyonu
mutasyonu, mak2" mak3" delesyonu (fakat mak1® degil), Styl SAPK sinyal yolaginda
oksidatif role dnemli derecede zarar verir (Nguyen vd., 2000; Buck vd., 2001; Quinn
vd., 2002). Diger taraftan, peroksidaz stresinin diisiik konsantrasyonunda Styl’ de
oksidatif stres yolaginda Mak1’in inhibitor olarak rolii ortaya ¢ikmaktadir (Quinn vd.,
2002). Bundan dolay1, mimari benzerlige ragmen, S. pombe ve S. cerevisiae’ de Ki iki-
bilesenli sistem farkli stres uyarilarindan sorumludur. Styl in S. pombe’ de Styl de stres
sinyallerinin iki-bilesenli sinyalizasyon mekanizmasinda tam olarak islevi daha az
bilinmektedir.. Dolayisiyla S. pombe’de Mak2 ve Mak3 histidin kinazlar potansiyel
oksidatif stres- algilama domainleri olarak Slnl’ de ki gibi yetersiz kalir. Ornegin,
Mak2 ve Mak3 her ikisi de PAS ve GAF domainleri icerir bu bolgeler histidin kinaz
domainine komsudur.

PAS domainleri sinyal transdiiksiyonunda evrimsel olarak korunmus motiflerdir
redox sinyallerini verirler (Taylor ve Zhulin, 1999). GAF domainleri yapisal olarak
benzerdir, fakat aminoasit dizileri iligkili degildir, PAS domainleri ile (Hurley, 2003).
GAF domainleri pek c¢ok niikleotit bilgesine baglanma durumu gostermektedir,
yakinlarda ki pek ¢ok c¢alismayla birlikte, Mycobacterium tuberculosis DosS histidin
kinazda redox-algilayict GAF domaini hem gruplarina baglandigi ortaya ¢ikarilmistir
(Cho vd., 2009). PAS ve GAF domainleri Mak2 ve Mak3’ te peroksidaz-algilayici
fonksiyona sahiptir. Onemli bigimde, bununla birlikte, yakinlarda ki calismalar
glikolitik enzim GAPDH (Tdhl) Styl’in iki-bilesenli yolagi boyunca oksidatif stres
sinyalizasyonunu desteklemek i¢in gerekli oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Morigasaki vd.,
2008). Tdhl beklenmedik sekilde MAPKKK’ ler Wakl ve Winl ile kopleks olarak
bulunmustur ve Msc4 iinde cevabimi diizenler. Ayrica, oksidatif strese maruz
kalindiginda, Tdhl Cys152 redoks-duyarli rezidiileri gegici olarak oksitlenmistir ve

Msc4 ile etkilesim bunu desteklemektedir. Onemli derecede, Cys152 nokta mutasyonu
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Mcs4 ve Mprl arasinda ki etkilesimi azaltir,iki-bilesenli fosforelay yolagi boyunca
peroksidaz sinyalleri zarara ugrar (Morigasaki vd., 2008). Styl ‘in peroksidaz-
indiikleyici aktivasyonu igin bir de Tpx1 (thioredoxin peroxidase enzyme), gereklidir,
Wisl-bagimli bir mekanizmada iki-bilesenli sistemin downstream bolgesinde gorev alir
(Veal vd., 2004). Tpx1, diisiik peroksidaz diizeyinde gorev alir ve Styl aktivasyonuna
gore cevabi sekillenir (Quinn vd., 2002), Tpx1 ile Styl mekanizmast tam olarak agik
degildir, fakat Tpx1 ve Styl arasinda ki korunmus sistein rezidiileri arasinda disiilfid
baglar1 olusmaktadir. Bu bulunanlar antioksidant enzim Tpx1l bir de peroksit
algilanmast ve S. pombe’de ki sinyal iletim fonksiyonunu gostermektedir (Veal vd.,
2004).

Peroksidaz stresine ragmen, 1s1 soku-indiikleyici aktivasyon farkli bir Styl
SAPK mekanizmasi olusumunu saglar. Ornegin, oksidatif stres veya osmotik basingta
ki Wisl MAPKK giiclii aktivasyonuna ragmen, Styl ve Pypl arasinda ki etkilesim ile
Sytl fosforile olarak, 1s1 soku iizerine dnemli bir diizenleme olusur. 1ki fosfatazdan biri
Tyr173’ten defosforile eder ve Styl inaktive olur, inhibe edilir (Shiozaki vd., 1998;
Nguyen ve Shiozaki, 1999). Boylece, fosfataz inhibisyonu ile Styl aktivasyonu 1s1
sokuna cevap olusturur. Arsenit stres-indiikleyici Styl aktivasyonu, 1s1 sokunda oldugu
gibi Pypl aracigiyla gergeklesmektedir (Rodriguez-Gabriel ve Russell, 2005). Styl
aktivasyonu nutrient kisitlanmasina ve fosfataz inhibisyonuna cevaptir. Ozellikle, besin
durumunun degisimi sinyalizasyonda TORC (target of the rapamycin complex) ve
downstream efektor hedefini degistirmekte, AGC kinaz Gad8, sonucunda tirozin
fosfotaz Pyp2’nin diizenlenmesini saglayarak, Styl’ i hedefler (Petersen ve Nurse,

2007; Hartmuth ve Petersen, 2009).
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1.4. Knockout Genler (Genlerin Cikarilmasy/iptali) : Gen Hedefleme Teknolojisi
Gen hedefleme teknolojisi ile serbest yasayan organizmalarin genomlarinda
degisiklik yapilabilir (mutasyonlari meydana getirebilecek eklemeler), homolog
rekombinasyon, secilebilir bir iiretim ve belirli bir bilimsel veya teknik kullanim amaci
ile kalitilabilir, genomik degisikleri olanakli hale getirebilir. In vitro ortamda
tasarlanmis dis kaynakli DNA kasetleri (plasmid, degistirilebilir gen veya tasarlanabilir
yikim kasetleri) genetik yeniden diizenleme ile genomik benzerliklere yol agacak
sekilde rekombine edilerek diizenlenebilir. Sonucta, hedeflenmis genomik diziler; eksik
veya istenilen sonuglarin olma olasilig1 ile transforme edilebilir. Bu iki temel unsur,
bilimsel ¢aligmalar ve arastirma stratejilerine teknolojik yaklasimlara fayda saglamistir.
Organizmalar bu yolla ¢esitlilik gosterebilir, bu cesitlilige genetigi degistirilmis terimi
daha uygundur. Simdiye kadar, bu teknoloji birgok tek hiicreli 6karyottan baslanarak
basarili bir sekilde gerceklestirilmis ve hatta insan hiicrelerini de kapsayacak sekilde

memelilerde de kullanilmaktadir (Langston ve Symington, 2004).

1.4.1. Gen Hedeflemesi ve “Ends-out” Strateji

Gen hedeflemesi ile temel Okaryotlarda molekiiler donemin agilist S. cerevisiae
ile gelistirilmistir. Bu teknolojinin baslangicinda, maya transformasyon deneylerinin
baglamasi (Hinnen vd., 1978), replikatif-olmayan bir plazmid maya genomu igine
entegre edilerek hiicre genomunun degistirilmesini igeriyordu (Ends-in strateji). Bu
islem sirasinda plazmid dizisi agirlikli olarak yeniden birlestirme ile homolog genoma
karsilik entegre olarak bulunmustur. Alternatif olarak, Ends-in sinirlamasi yaklasimi
yerine yeni teknolojiler gelistirilmistir. Bunlar mayalarda gelistirilmistir (Rothstein,
1983) ve daha sonra memeli hiicrelerinde de basarili bir sekilde uygulanmistir (Thomas
ve Capecchi, 1987). Burada bir de lineer eksojen DNA, hiicrelere transforme igin
kullanilmis ve hedef istenilen genomik diziye aktarilarak modifiye edilmistir. Ancak,
tamamen ¢ikarilmas1 gerektigi i¢in ve bu yontemin en belirgin kisitlamasi, yontemin
tekrar kullanilma olanagimin smirli olmasidir. Klasik Rothstein yaklasimi sadece
hedeflenen genomik sekansin gen fragmentini ¢ikararak uzaklastirir, eksik genotip
hakkinda siipheleri yiikseltir. Bu dezavantaj1 gidermek i¢in, polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR)-temelli gen degistirme gelistirilmistir (Baudin vd., 1993). Bu yaklasim istenilen

genin, okzotrofik bir isaretleyici gen ile degistirilmesine olanak vermektedir (Sekil
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1.14). Bu muhtesem teknigi uygulamak i¢in sadece genom dizisini bilmeyi gerektirir.
Metot i¢in agag1 yukari her biri 60 niikleotidlik iki PCR primerinden yararlanilir. Bunun
icinde, her primerin 3’ ucunda amplifikasyon i¢in kullanilan 20 niikleotidlik okzotrofik
belirteg kullanilir. 5’ ucunda ki 40 niikleotidlik kisim sag veya solda ki ilgilenilen
komsu genin genomik dizisi ile ayni ve hedefleme ic¢in kullanilir. Bu primer seti
kullanilarak, degistirilmek istenilen genin yaninda ki gen dizisi ile ayn1 genomik diziye
sahip 40 baz ciftlik yer degistirilebilir kasetler iiretilir ve gene hedeflenerek degistirilir.
Transformasyonun ardindan, uygun bir ortamda kararli transformatlar segilir ve analiz

edilir.

PCR

v

b— —
Transformasyon

v
— e f—
X X

= ORF I pi ]
Gen hedefleme/degistirme
\ 4

Sekil 1.14. (PCR)-temelli gen degistirme yontemi (Third Annual Conference for
Biotechnology and Transplantation. Holliday Inn Skopje. Macedonia. 2012)
(uyarlanmustir).

1.4.2. Gen Hedefleme/degistirme Mekanizmasi

Gen bozulmasi/yer degistirme mutasyonlart gibi gii¢lii genetik mekanizmalar
hedeflenen genom degisikligi alaninda yeni teknolojik gelismeleri saglamak igin
potansiyel olarak Onemlidir. Simdiye kadar anlatilan tekniklerin hepsi homolog
rekombinasyon tekniklerinden yararlanmak icindir, iki DNA molekiiliiniin paylasilan
dizi  homolojisi  hiicrenin rekombinasyon mekanizmasint  kullanarak iplik

aktarimini/de8isimini saglar. Sonu¢ olarak, yeni bir genetik lokusta yeterli se¢im
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yapilarak alici bir hiicre taranarak genom olusturulur. Bu nedenle, temel olarak hedef
genin homolog rekombinasyon ile DSB onarimi (DSBR) ifade etmektedir (mayalarda ki
homolog rekombinasyon stratejileri/ yolaklari hakkinda detayli bilgi gormek igin
Szostak vd., 1983; Paques ve Haber, 1999). Strateji ends-in veya ends-out gen
hedefleme mekanizmasi boyunca gerceklesecek olan mutasyon mekanizmalarini gesitli
mekanizmalar ile agiklar.

Ends-out stratejisi ile hedeflenen entegrasyon sirasinda gen degistirme
mekanizmas1 tam olarak bilinmemektedir. Cesitli modellerin bu siiregle ilgili
aciklamalar1 vardir. Modellerden birine gore (Paques ve Haber, 1999; Leung vd., 1997),
Genomik hedefin yer degisimi eksojen DNA’nin transformasyonu ile es zamanli olarak
dogrusal tek-iplikli (ssDNA)nin asimilasyonu ile gergeklesir ve beraberinde gegici
hetero yapinin olusumu saglanir (Sekil 1.15). Bu sonuglar, ends-out DNA fragmentleri
genomik hedefleme mekanizmasi ile entegre olabilir iki ayr1 genetik degistirmeye gerek
kalmayabilir. Bu tahminlere gore, diger modeller daha sonra onerilmistir. (Manthey ve
Bailis, 2002). Burada, hedef degistirme, kesip/yerlestirme DNA’nin yapistirilmasi ile
saglanir ve “Holliday” yapilarin DNA replikasyonu, ¢oziilmesi ve formasyonu bagimsiz
olarak goziikmektedir (Sekil 1.16).

Bu nedenle, diger iki model tam tersi bir varsayimdir. ilk modele gore,
entegrasyona yol acan rekombinasyon ve daha sonra transforme fragment tarafindan
genomik hedef yeri bir—ug tarafinda atak yapilarak iggal edilir fakat ikinci uyarict her iki
ucada atak yapmaya baslar. Etkili bir sekilde, hedefleme par¢asinin iki ucu olmayan
kirik ucglar1 bdylece entegrasyon mekanizmast genomunda, hedefleme parcast ve
karsilik gelen her bir homoloji ucu arasindaki ilk koordine etkilesimleri dahil olabilir.
Bununla birlikte, bir¢cok ¢alismanin sonuglari her iki modelin birbiriyle iliskili oldugunu
gostermektedir, muhtemelen asimilasyon modeli yabanil-tip maya hiicreleri i¢in kii¢iik
bir yoldur (Langston ve Symington, 2004). Bu nedenle maya hedef genleri gen
bolgesinin her iki ucunda da ayr1 bir atak baslatmaktadir. Ancak, gen hedefleme, hetero

bolge icine iki komsu homoloji bolgeleri kapsayan ssDNA asimilasyon ile olugabilir.
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Sekil 1.15. Ends-out teknolojide tek-iplik asimilasyonu ile gen entegrasyonu (Petar
Tomev Mitrikeski, 2012) (uyarlanmstir).
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Sekil 1.16. Ends-out teknolojide iki uca yapilan ipli atak/¢6ziilme entegrasyonu (Petar
Tomev Mitrikeski, 2012) (uyarlanmistir).
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1.4.3. S. pombe'de Homolog Rekombinasyon ve ssDNA Asimilasyonu

Bu boliimde segilebilir belirtecin genoma entegrasyonunda rol aldig: diisiiniilen
homolog rekombinasyonu ve HR yolagiin ssDNA (tek-iplik¢ikli DNA) asimilasyonu
ile nasil sonlandigini anlatacagiz. Homolog rekombinasyon (HR) ile homolog DNA
kalib1 kullanilarak, eksik dizi kopyalanir (kardes kromatid veya homolog kromozom
tizerinden) HR genellikle hatasizdir. Cift-iplikli kirtk (DSB) onarimi boyunca HR
niikleolitik DNA kesimi ile baslar 3' tek-iplik ¢ikintisi sekli ile sonlanir. Bir Homolog
DNA ipligi olusturulabilir ve onciil bir kopyanin sentezi igin imkéan verir. Cift-iplikli
kirik onarimi (DSBR) Szostak vd. tarafindan 6nerilmistir (Szostak vd., 1993). Bu iplik
atagi, ikinci bir 3' ¢ikintinin olusumu ve bir ¢ift Holliday kavsagi olusumuna yol agmak
icin, yer degisime ve D-loop formasyona neden olur. Par¢a degisimi ile ilgili gen
degisimi bu Holliday kavsaklarinin ¢6ziilmesi sonucudur.

Ends-out gen degistirme teknolojisinde, DNA’ nin hedeflenen gen bdélgesi ile
rekombinasyonu gergeklestiren komsu genlere homolog diziler bulunmaktadir.
Dogrusal olarak hedeflenmis fragmentin uglarinin, hedeflenen genin uglarn ile yer
degistirmesi rekombinasyonu kolaylastirir. Bu yiizden entegrasyon mekanizmasi
olasilikla, kromozomdaki, hedef fragmentin her bir ucu ve ona karsilik gelen homolog
bolge arasinda koordine edilmemis iliskileri gerektirir. Boylece, ends-out DNA
hedefleme ile kros-over ile beraber basit bir gen doniisiimiiniin iistiinde bir mekanizma
ile gerceklesmesi beklenir. Bu varsayim bir gozlem ile desteklenmistir. Yabanil tip
maya gen hedefleme mekanizmalarini arastirmak i¢in, hedeflenmis fragmentleri
gelistirerek, istenilen entegrasyon boyunca komsu homoloji bolgelerinde heterodubleks
DNA’ nin (hDNA) kaniti igin transformatlarin incelenmesine olanak saglanmistir.
Arastirmalarda, hedef molekiiliin iki ucundaki ayri iplerde maydana gelen ataklar gen
hedeflemenin basladigini gostermistir (Sekil 1.16) ve ¢ok sik olmayan hata-egilimli
onarimi takiben hDNA i¢ine iki komsu homoloji bolgelerini kapsayan, DNA hedefleyen
tek bir iplik¢ik asimilasyonu meydana geldigi gosterilmistir (Sekil 1.16). Incelenen
heterodubleks DNA (hDNA), bir fare hibridoma hiicre hattinda hedeflenmis gen
degistirme sirasinda, 26 transformatin 9’ unda homoloji bolgelerinde atak yapan hDNA
bulunmustur, iki ucunda hedef DNA’nin farkli ataklar1 bulunan sekiz tutarli 6rnek
bulunmugtur Leung vd., gen hedefleme uyusmazligi diizeltme ardindan gelen

kromozomal lokus ile hetero yapr igine hedefleme pargasi tek bir iplik¢ik asimilasyonu
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ile olusabilir fikrini ortaya atmistir (Leung vd., 1997). ssDNA asimilasyonu
mekanizmasi ise asagidaki gibi ger¢eklesmektedir.

MRN (Mrell-Rad50-Nbsl) kompleksi DSB uglarin1 kesmede rol alarak, tek-
zincir ¢ikitilarinin olusumunu saglar. Bununla birlikte, Mrell 3'—5' eksoniikleaz
aktivitesi icerir, DSB uclarin1 5'—3' ucundan kesip ¢ikartir. Bundan dolay1 kesip-
cikarmadan sorumlu eksoniikleaz gibi goziikiir. Sz. pombe’ de Exol, DSB uglarimi
Rad50° den bagimsiz olarak kesebilir. Alternatif olarak, Mrell endoniikleaz
aktivitesinin bir helikaz ile uyum igerisinde olarak 5'—3' kesiminden sorumlu oldugu
ileri siiriilmiistiir (Krogh ve Symington, 2004). Tek iplikli DNA ¢ikintilar1 daha sonra
heterotrimerik tek iplikli RPA baglayici protein ile kaplanir, Rad51 yiiklenmeden 6nce
aradaki ikincil yapilarin kaldirildigi diistiniilmektedir (Krogh ve Symington, 2004). Sz.
pombe’ de rad1ll, RPA’ nin en biiyiik alt initesine homoloji gosterir.

Tim HR yolaklarinin merkezi, Rad51 tarafindan katalizlenen iplik degis-
tokusuna tepkidir. Bu proteinler bir niikleoprotein filaman olusturan tek-iplikli DNA
cikintilarin1 baglayarak, iplik¢ik degis-tokusunu desteklerler. Rad51, Sz. pombe ° de
giinlimiize kadar korunmustur (Rhp51 diye adlandirilmaktadir). Rhp51 delesyonunda
iyonize radyasyona c¢ok biiyiik hassasiyet vardir (Jang vd., 1994; Muris vd., 1993;
Shinohara vd., 1993). Rhp51, bir niikleoprotein filaman olusturan tek- iplikcikli
DNA’ya baglanarak, DNA-uyarici ATPaz aktivitesi gosterirler ve homolog dupleks
DNA iplik degisimini desteklerler (Sauvageau vd., 2005). RPA’ nin, ssDNA’ ya yiiksek
afinitesi vardir, bu nedenle Rad51 ile yarigarak baglanmasini 6nler. Rekombinasyon
aract proteinler (Sung vd., 2003) RPA’ nin agilmasinda ve Rad51’in ssDNA’ya
baglanmasina yardimci olur. Bu araci proteinlerden Rad51 ile etkilesen proteinlerden
biri Rad52‘dir, ssDNA {izerinde Rad52-Rad51 kompleksinin yiiklenmesi RadS1
niikleoprotein filaman yapisinin olusumunu temellendirmistir. Rekombinasyon araci
proteinlerin bagka bir grubu, Rad55/Rad57 proteinler (S. cerevisiae) ve memeli
hiicrelerinde Rad51 parologlar1 (Thacker, 1985) ile olusturulmaktadir. Bunlar, ssDNA’
ya baglanmada Rad51’e gore diisiik afiniteye sahiptirler. Ayrica ssDNA ¢ikintilar1 igin
Rad51 araci olarak disiiniilmektedir (Sung vd., 2003) ssDNA igin Rad51’ in
baglanmasini kolaylastirdig1 diisiiniilen baska bir protein, Rad54, Swi2/Snf2 kromatin
yeniden diizenleme protein ailesinin bir iiyesidir (Krogh ve Symington, 2004). Sz.

pombe © de iki tane Rad52 homologu tespit edilmistir. Rad22, ciftlesme aktarimi ve
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DNA onarimu ile ilgilenmektedir (Schmidt vd., 1989). S. cerevisiae Rad52 ile 6nemli
homoloji gostermektedir (Osstermann vd., 1993). Rad22’nin DNA cift iplik kiriklarina
baglandigi bulunmustur (Kim vd., 2002). ikinci Rad52 homologu Rtil’ dir, Bir rtil
delesyonu sadece DNA hasarina neden olan ajanlara karsi ¢ok az duyarhidir ve biraz
rad22/ hassasiyeti artirmaktadir. Rad22 ve Rtil hem birbirleriyle ve hem de Rhp51 ve
RPA ile etkilesimde bulunmustur (Kim vd., 2002; Tsutsui vd., 2001; van den Bosch vd.,
2002). Sz. pombe Rad54 homologu igerir, Rhp54 diye adlandirilir. Sz. pombe 'de Rhp51
ile etkilesim ve delesyonunda iyonize radyasyona hem de UV duyarli Rhp54 ad1 verilen
bir Rad54 homologunu igerir. Rad51 i¢in homoloji gosterir.

Cesitli rekombinasyon arabulucu protein Sz. pombe’de tespit edilmistir. Rad55
homologu Rhp55 dizisi homolojisi temelinde tespit edilmistir. Cift mutant analizi rhp55
ile rhp51 ve rhp54° {i ayn1 yolakta goriir, ama DNA hasarinin onarimi i¢in rad22 farklh
bir epistasi grubunda oldugu ileri siiriilmektedir (Khasanov vd., 1999). Rhp57, homolog
Rad57 (S. cerevisiae) ve XRCC3 (omurgalilar), MMS i¢in asir1 duyarlilik gdsteren bir
mutant tamamlama yoluyla tespit edilmistir. Bir rhp57 delesyon fenotipleri rhp554
(Tsutsui vd., 2000) ile ¢ok benzerdir. Rhp55 ve Rhp57 birbirleriyle gii¢lii sekilde
etkilesimde bulunmustur. iki tane daha Rad51 benzeri proteinler Sz. pombe tespit
edilmistir: Rlp1, memeli Rad51’e paralog XRCC?2 i¢in homoloji gosterir (Khasanov vd.,
2004.)

1.5. Calismanin Amaci

Bu ¢alismada, Schizosaccharomyces pombe'de sekans benzerlikleri ile spermin
tasiyic1 ailesi ve poliamin N-asetiltransferaz olduklar1 diislinlilen ancak deneysel
karakterizasyonu yapilmamis olan SPBC409.08 ve SPAC9.02c genlerini karakterize
etmeyi ve bu genlerin hiicre dongiisii ile strese cevap olusturmadaki potansiyel rollerini

ortaya ¢ikarmay1 hedeflemekteyiz.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Calisma Materyali
Bu ¢alismada Ascomycota sinifina ait olan Schizosaccharomyces pombe Linder

liquifaciens maya tiiriiniin 975 h* ve 972 h™ yabanul tipleri kullanilmistir.

2.2. Besiyeri Ortamlar
Gen karakterizasyonu amaciyla kullanilacak hiicrelerin {iretimi i¢in YEA (Yeast

Excract Adenin ) igerikli besiyerleri hazirlanmistir;

S. pombe zengin kiiltiir YEA =

5 g/l yeast extract ,
30 g/l glukoz,

250 mg/1 adenin orani ile

YEA besiyerinin pH' 1 5,6’ ya ayarlanmis ve bunun i¢in HCI asit kullanilmaistir.
Bu besiyerleri ihtiyaca gore sivi ve kati olarak stoklanmistir. Kat1 besiyerleri i¢in % 2
(w/v) oraninda agar kullanilmistir.

S. pombe mutantlarinin spor olusumunu (sporulasyon) tetiklemek amaciyla

nitrojen kaynagindan yoksun sporulasyon kiiltiirii (SPA) besiyeri kullanilmistir.

Sporulasyon kiiltiirii (SPA) =
Glukoz 10g/1,

KH,PO, 1g/l,

1000x vitamin stok 1ml/I,

1000x vitamin stok= panthothenate 1 g/, nikotinik asit 10 g/l, inositol 10 g/I, biotin 10
mg/l

SPA besiyerinin hazirlanmasinin ardindan ise % 2 (w/v) agar eklenmistir. YEA
ve SPA kiiltiirleri hazirlandiktan sonra sterilizasyon i¢in 121 °C’ de 20 dakika siire ile

otoklavda tutulmus ve sonrasinda oda sicakliginda saklanmistir. Bu besiyerlerinin
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disinda transformatlarin se¢imi ve spot testler amaciyla hazirlanan ¢esitli besiyerleri de

asagidaki bagliklarda agiklanmistir.

NACI icerikli Besi Ortami ile Muamele:
YEA+ 0,2 M NaCl ve YEA+ 0,9 M NaCl igerigine sahip % 2 (w/v) agar igeren

besiyeri asagidaki sekilde hazirlanmistir; YEA besiyeri hazirlanirken maya ekstrakti,
glukoz ve adenin eklenmesinin ardindan bir besiyerine 0,2 M NaCl digerine ise 0,9 M
NaCl eklenmis ve HCI yardimiyla pH: 5,6’ya ayarlanmistir. Son olarak ise % 2 (w/v)
agar eklenmistir. Bu islemlerin ardindan hazirlanan 400 ml' lik YEA+NaCl besiyerleri
121 °C' de 20 dakika siire ile otoklavda sterilizasyon yapilip kullanilmak iizere oda

sicakliginda saklanmustir.

KCI icerikli Besi Ortami ile Muamele:
YEA+ 0,5 M KCI ve YEA+ 1 M KCI igerigine sahip % 2 (w/v) agar igeren

besiyeri besiyeri asagidaki sekilde hazirlanmistir; YEA besiyeri hazirlanirken maya
ekstrakti, glukoz ve adenin eklenmesinin ardindan bir besiyerine 0,5 M KCl digerine ise
1 M KCI eklenmis ve HCI yardimiyla pH, 5,6’ ya ayarlanmistir. Son olarak ise % 2
(w/v) agar eklenmistir. Bu islemlerin ardindan hazirlanan 400 ml' lik YEA+KCI
besiyerleri 121 °C 20 dakika siire ile otoklavda sterilizasyon yapilip kullanilmak {izere

oda sicakliginda saklanmistir.

CaCl, Icerikli Besi Ortami ile Muamele:
YEA+ 120 mM CaCl;, ve YEA+ 0,5 M CaCl; igerigine sahip % 2 (w/v) agar

iceren besiyeri asagidaki sekilde hazirlanmistir; YEA besiyeri hazirlanirken maya
ekstrakti, glukoz ve adenin eklenmesinin ardindan bir besiyerine 120 mM CaCl, ve
digerine ise YEA+ 0,5 M CaCl; eklenmis ve HCI yardimiyla pH, 5,6’ya ayarlanmustir.
Son olarak ise % 2 (w/v) agar eklenmistir. Bu islemlerin ardindan hazirlanan 400 ml' lik
YEA+ CaCl, besiyerleri 121 °C 20 dakika siire ile otoklavda sterilizasyon yapilip

kullanilmak tizere oda sicakliginda saklanmaigtir.



43

HU (hydroxyurea) Icerikli Besi Ortami ile Muamele:

YEA+ 4 mM hydroxyurea ve YEA+ 10 mM hydroxyurea igerigine sahip % 2
(W/v) agar igeren besiyeri asagidaki sekilde hazirlanmistir; YEA besiyeri hazirlanirken
maya ekstrakti, glukoz ve adenin eklenmesinin ardindan HCIl yardimiyla pH: 5,6’ya
ayarlanmistir. Son olarak ise % 2 (w/v) agar eklenmistir. 400 ml YEA besiyeri 121 °C'
de 20 dakika siire ile otoklavda sterilizasyon yapilmistir. Kullanilmak iizere oda
sicakliginda saklanmistir. Bu islemlerin ardindan hazirlanan sterile edilmis kiiltiir
mikrodalga firinda sivi hale gelene dek 1sitilmis ve yaklasik 50 °C'ye sogudugunda 4
mM HU eklenerek 90 mm'lik petri kaplarina dokiilmiistiir.

Sorbitol Icerikli Besi Ortami ile Muamele:

YEA+ 2 M Sorbitol igerigine sahip % 2 (w/v) agar iceren besiyeri asagidaki
sekilde hazirlanmistir; YEA besiyeri hazirlanirken maya ekstrakti, glukoz ve adenin
eklenmesinin ardindan HCI yardimiyla pH: 5,6’ya ayarlanmistir. HCI asit yardimiyla
pH, 5,6’ya ayarlandiktan sonra, 2 M sorbitol eklenerek ¢oziindiiriilmiistiir. Son olarak
ise % 2 (w/v) agar eklenmistir. Bu islemlerin ardindan hazirlanan 400 ml YEA+ sorbitol
besiyeri 121 °C 20 dakika siire ile otoklavda sterilizasyon yapilip kullanilmak iizere oda

sicakliginda saklanmistir.

2.3. S. pombe’ nin Uretilmesi ve Saklanmasi

Calismada kullanilan S. pombe 975 h* ve 972 h™ irki Gutz vd. (1974) 6nerdigi
yontemlerle iretilmistir. S. pombe tiirlinde yapilacak olan gen karakterizasyonlari
amactyla, tiiriin h* ve h™ rneklerinden farkli besiyeri ortamlara aktarim yapilmustir.
Koleksiyondan kiirdan yardimi ile katt YEA besiyeri ortamina inokiile edilen 6rnekler
30 °C’ de inkiibatore konularak yaklasik ii¢ giin beklenmistir.

Transformasyon Oncesi iiremenin saglanmas1 amaciyla kati besiyerinden pipet
uclar (tip) yardimi ile 100 ml' lik s1iv1 besiyeri ortamlarina aktarilan hiicreler, bir giin
siireyle su banyosunda erlenlerde 33 °C 80 rpm' de calkalamali inkiibatérde iiremeye
birakilmistir. Gece boyunca bekletilen 6rnekler, koyu bir toz bulutu seklinde goriilene

dek tutulmustur.
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2.4. Kanamycin ve Hygromycin Diren¢ Geni Tasiyan Plazmidler

pFAGa-kanMX6 yapist Sekil 2.1a.'da tanimlanmistir (Wech vd., 1997). pFA6a-
hph plazmidi, pFA6a-kanMX6 plazmidinden kanamycin diren¢ geni ¢ikartilip yerine
hygromycin direng geni yerlestirilerek olusturulmustur (Hentges vd., 2005).

pFA6a-kanMX6 plazmidi 3938 bp biiyiikligiinde, kanMX6 kaseti ~ 1,6 kb
Sekillb’ deki gibi gosterilmistir (Bahler vd., 1998). Bagka bir plazmid olan pFAG6a-
hphMX6 4157 bp biiyiikliigiinde (Sekil 2.2), hphMX6 kaseti ise ~ 1,7 kb (Hentges vd.,
2005) biiytikliiginde olup Sekil 2.1b.' deki gibi sematize edilmistir. SPBC409.08

geninin delesyonu icin kanamycin direng geni, SPAC9.02c¢ i¢in hygromycin diren¢ geni

kullanilmaistir.
(15) Pvull BsIWI (25)
/ sall (37)
(3855) Ndel Accl (38)
(3717) Pfol Fl (42 .. 61}
(3660) E€00109I \ / / P
(3606) Aatll “ '- o - BamHI (43)
(3604) Zral / L d - _ Aval - BsoBI - TspMI - Xmal (48)
NN \ \ foS - BmeT110I (49)
~ - smal (50)
—— Pacl (58)
_—— Ascl - BssHII (63)
—— BgIII (70)
— BStEII (100)
— BSLXI (117}
BmgBI (153)
s Xk _ s

— Ncol - Styl (457)
—— Nrul (541)

_~ ECONI (795)

_— AsIST (884)

(2832) NmeAIII —

T PAIMI (1147)
(2754) BpmI ~
(2724) Bmrl
(2632) BanI’ )
“ Pmel (1505}
Eco53KI (1512}

S ™. e U sacI (1514)
% . ECoRI (1516}

R1 (1502 .. 1521)

. EcoRV (1530}
'\ spel (1540)

SfL (1553}
/ \ Sacll (1560)
(2207) AlWNI /! 1 Hpal (1612)
(2099) Pspﬂ' BspQI - Sapl (1675)
(2095) BseYI Pell (1791)

Sekil 2.1a. pFA6a-kanM X6 plazmidi (Snap Gene).
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Sekil 2.1b. “kanMX6 (~ 1,6 kb) ve hphMX6 (1,7 kb)” dogrusal gen kasetleri.

2.5. SPBC409.08 ve SPAC9.02¢ Genlerinin Genel Ozellikleri

2.5.1. SPBC409.08 geni
Kromozom II iizerinde lokalize olmus 3029 bp biiyiikliigiinde, 539 aminoasit

kodlamakta ve 59,80 kDa agirliginda protein yapisina sahiptir (Sekil 2.2a). Hiicrede

plazma membraninda yerlesik ve spermine family transporter olarak gorev yaptigi

diistiniilmektedir (UniProtKB curators., 2011). SPBC409.08 geni SPNCRNA1415 ve

mis13 genlerine komsu olacak sekilde lokalize olmustur (Sekil 2.2b). S. cerevisiae’ da

TPO;3; (YPR156C) ve TPO, (YGR138C) genleri ile ortolog olarak gosterilmektedir.

PomBase

Contigs
PomBase
%GC

Gene Legend

3.03kb Forward strand e
1,151,500 1,152,000 1,152.500 1,153,000 1,153,500 1,154,000
I |
SPBC409.08 >
rotein codin

1,151,500 1,152,000 1,152,500 1,153,000 1,153,500 1,154,000
~ Reverse strand 3.03 kb

I protein coding
There are currently 12 tracks tuned off.
PomBase Schizosaccharomyces pombe h978- version 71.1 (ASM294v2) Chromosome I 1,151,272 - 1,154,300

Sekil 2.2a. S .pombe 978 h™ yabanil tipinde SPBC409.08 geni lokalizasyonu.
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1,146 000 1,148000 1,150 000 1,152 000 1,154 000 1,15 000 1,158 000 118
I
mauis =
protein coding
— ] — [ =i
SPBC409 08 = EPNCRMA 1416 = ade7? =
irutein cndinﬁ NCRMA in:utein cndini
... |
| — ] I C—
<wis1 <5 PNCRNA[1415 =mis13 <5PNCRNASES
protein coding ncRNA protain coding ncRNA
C——1
< SPNCRNA 1
| L X ncRMNA
A O e O W Y Y S T Y ANV TN Ty s e v v
== mmm— mm—— mm— mm— m— m— m— o m— m— mm— m— m— m— |
1,146 000 1148000 1,150 000 1,152 000 1,154 000 1,15 000 1158000 1,18
-} Reverse simnd 15.00 kb |
Il protein coding I ncRNA

There ar cumantly 12 tracks tumed off.
PomBasa Schizmsaccharomyces pombe h978- version7 1.1 (ASM294v2) Chiomosome 11 1,145,286 - 1,160,286

Sekil 2.2b. SPBC409.08 geni i¢in komsu genlerin gdsterimi.

2.5.2. SPAC9.02c geni

Kromozom I iizerinde lokalize olmus 1109 bp biiyiikliigiinde, 165 aminoasit

kodlamakta ve 18,79 kDa agirliginda protein yapisina sahiptir (Sekil 2.3a). Hiicrede

polyamine N- acetyltransferase (diamine N- acetyltransferase ve ya aralkylamine N-

acetyltransferase) olarak gorev yaptigi disiiniilmektedir (UniProtKB curators., 2011).
SPAC9.02¢ genine zwfl ve brr2 genleri komsudur (Sekil 2.3b). H. sapiens’ te AANAT

ve S. cerevisiae’ da Paal(YBRO071C) genlerine ortolog oldugu gosterilmistir.

PomBase

Contigs
PomBase

%GC

Gene Legend

1.1 kb Forward strand -
N N N BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN OB B
1,456,800 1,456,900 1,457,000 1,457,100 1,457,200 1,457,300 1457400 1457500 1,457,600 1,457,700 1,457,800 1,

wh >
protein coding
CU329670.1 >
S I
< SPACY.02¢
protein coding

1,456,800 1,456,900 1,457,000 1457100 1,457,200 1,457,300 1457400 1,457,500 1,457,600 1,457,700 1,457,800 1,
= Reverse strand 111 kb |

Il potein coding
There are currently 12 tracks tumed off.
PomBase Schizosaccharomyces pombe h978- version 71.1 (ASM294v2) Chromosome [ 1,456,798 - 1,457,906

Sekil 2.3a. S.pombe 978 h- yabanil tipinde SPAC9.02c geni lokalizasyonu.
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I 15.00 kb Forward sland -
= mm—— mmmm mmm— e mm— mm—— m— o m— e ]
1,450 000 1,452 000 1,454 000 1,456 000 1,458 000 1,460 000 1,462 000 146400
PomBass a |
=nR9q = Wi =
snoRNA piotain coding
Contigs CU3MET0] =
FomBass — L u Cl-
<tim17 <5PACR . 02C
protain coding piotain coding
CH C
<Cys12 <hn2
. protein coding protein coding .
G0 o " R T e L N N T N e AP
(= mm—— mm— o mm— m— m— m— m— m— m— m—— m— —
1,450,000 1.452 000 1.454 000 1,456 000 1,458,000 1,460 000 1,462 000 1464 000
—=t Revarse simnd 15.00 kb |
Gena Lagand B protein coding I snoRMA

Thera ar cumantly 12 tracks tumed off
PomBasa Schisaccharomycss pombe ha78- version7 1.1 (ASM234v2) Chiomosoma | 1,449,852 - 1,464,852

Sekil 2.3b. SPAC9.02¢ geni i¢in komsu genlerin gosterimi.

2.6. Delesyon Mutantlarinin Olusturulmasi

S. pombe' de gen karakterizasyonunu gergeklestirmek amaciyla yapilan iglemler
birgok ¢aligma basamagini igermektedir. Bu c¢aligma basamaklar1 asagidaki gibi
sematize edilmistir (Sekil 2.4). Canlilarin gen yapilart iizerinde degisiklik yapmak
amactyla gen teknolojilerinden yararlanilmaktadir (bkz. Sayfa 34). Son yillarda gelisen
bu teknolojiler ile serbest yasayan canlilara en uygun ve hasarsiz sekilde istenilen gen
bolgeleri transfer edilmektedir. Bu amagla ¢alismamizda ends-out (Hastings vd., 1993)
gen teknolojisi kullanilmistir. Deneylerde yabanil tip h™ ve h* S. pombe kullanilmistir.
SPBC409.08 ve SPAC9.02c genlerinin delesyon mutantlar1 (SPBC409.084 ve
SPAC9.02cA) Bahler yontemi ile olusturulmustur (Bahler vd., 1998). Genlerin
delesyonunda hygromycin ve kanamycin diren¢ genleri tasiyan kasetler kullanilmis ve
delesyonlar koloni PCR yontemi ile dogrulanmistir. Hiicrelerin biiytimeleri 30 °C’ de,
YEA zengin besiyerinde saglanarak, osmotik stres kosullart ve DNA hasari testleri bu

besiyerleri lizerinde uygulanmaigstir.
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ilk asamada kanamycin ve hygromycin gen plazmidlerinden Prgr ve Trge bélgelerine
komplementer 20 bp’ lik primerler kullanilarak, klasik PCR ile “kan” ve “hph” gen kasetleri elde edilir.

pFA6a-hphMX6

4157 bp

pFA6a-kanMX6

3938 bp

Z
=
=
B

=)

o
=
o=
=
B>

&
=

=

Sh
<
s
=

o

-
%
=

Ikinci asamada NaOAc ile ¢oktiiriilen DNA, EtOH ile gériintiilenmektedir.

80 bp 80 bp

~1,6 kbp

kanMX6 gen
kasetleri tuzile
cokertilmistir

PCR Uriinti Saflastiriimasi

Ucgiincii basamakta, bir homolog rekombinasyon ¢esidi olan tek-iplikli asimilasyon yontemi ile
transformasyon isleminin gerceklestirilmesinin ardindan, son olarak ise “Koloni PCR” ile delesyon
olusumu dogrulanmistir. 80 bp’ lik kisimlar genlere homolog olan gen degisimini baglatan bolgelerdir.

g 80 bp . 80 bp
~1,6
= P
E | Homolog Rekombinasyon
=3
G
B
& SPAC409.08
~ 1,6 kbp
L
80 bp — 80 bp
L J
~ 0,5 kbp

. 4

B B B ) | <olonipcR NG |

~0,5kbp PCR SONUCU
POZITIF

[P kanmixe [T} ———

80 bp 80 bp
~ 1,6 kbp

=1
o
—
£
Z

Sekil 2.4. SPBC409.084 ve SPACY9.02cA Bahler yontemi ile olusturulmustur (Bahler
vd., 1998).
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2.6.1. Antibiyotik Diren¢ Genlerinin Cogaltilmasi

Molekiiler calismalarin ilk basamagi olarak, hiicre genomunda homolog
rekombinasyonu gercgeklestirerek istedigimiz genin bolgeye entegre olmasi amaciyla;
dogrusal gen kasetleri elde edilmistir. Bu amagla stokta plazmid halinde bulunan "
pFAG6a-KANMX6 (KAN)" ve "pFA6a-hphMX6 (hph) modili" (Sekil 2.1a) direng
genleri iki asamali PCR yontemi ile dogrusal DNA parcaciklari olarak ¢ogaltilmigtir.

SPAC409.08 geni i¢in " birinci PCR" ve " ikinci PCR" da forward primeri;
"TTTGTCAACCAAAAAAACATCTATATACTGTTTTCTTCTTCATTATCTTTTGT
TCTTTACTTGTGCGCATAAATTAATACGGATCCCCGGGTTAATTAA" ve revers
primeri  olarak ise; "TAATAGAGGCTTTAAATTCCTTGCATGTACACAACG
CAAACCAAATGCATAACGAAAAAAAAGACACAAATCAATCTGTGAATTCGA
GCTCGTTTAAAC ",

SPB(C9.02¢ geni i¢in ise "Birinci PCR" ve "lkinci PCR" da forward primeri;
"CCCCCTTCAAATTGCAGAACAGTTTAAGAGGTCGTTTTCTGAACGCGCGTA
TTTGATTGCTTATTTACCAAGAAAGTGTACGGATCCCCGGGTTAATTAA" ve
revers primeri olarak ise; "ATACAGTTTCAATGTATATGAATATAAATATATA
CGAGTCAAAAAGTAAACGGAACCCAGGTGTTGCATAACATAACGTCGAATT
CGAGCTCGTTTAAAC" kullanilmistir.

2.6.1.1. "Kanamycin" ve ""Hygromycin' gen kasetlerinin ¢ogaltilmasi1 — Birinci
PCR

Plazmid yapilarin igersinde lokalize olmus durumdaki "kanamycin" ve
"hygromycin" gen kasetlerinin dogrusal gen kasetleri olarak elde edilmistir. Bu gen
kasetlerini elde etmek amaciyla kullanilan "Polimeraz zincir reaksiyonu" yonteminin
reaksiyon semasi ve ortam kosullarinin optimize edilmis durumu asagidaki gibi

sematize edilmistir (Cizelge 2.1a ve 2.1b).



Cizelge 2.1a. Birinci PCR igerigi.
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PCR icerigi Miktar(ul)
TaKaRa 10x ExTaq Buffer (25mM MgCI; igerikli) 2 ul
dNTP karisimi (herbirinden 2.5mM) 1,6 ul
Primer(forward) (0.025 mM) 7,11 0,4 pl
Primer(revers) (0.025 mM) 8,12 0,4 ul
Template 0,5 ul
TaKaRa ExTaq (Sunit/pl) 0,1 pul
dH,O 15 ul
Toplam 20 ul

Cizelge 2.1b. Reaksiyon semasi- Birinci PCR

Sicakhik Zaman
1 94°C 30 saniye
2 94°C 20 saniye
3 50°C 40 saniye
4 72°C 1dakika/kb
5 2. basamaga geri don 29 kez
6 72 °C 5 dakika
7 4°C e

2.6.1.2. ""Kanamycin'' ve ""Hygromycin'' gen kasetlerinin cogaltilmasi- ikinci PCR

Ik PCR' da lineer olarak elde edilen kanamycin ve hygromycin gen kasetleri

daha fazla {irlin almak amaciyla tekrar ¢ogaltilmistir.

“Biiyiik PCR"

olarak

adlandirdigimiz, bu ikinci klasik PCR metodunda sekiz tiip igin hesap yapilmistir ve bu

amagla ortak bir karigim tiipii hazirflanip dagitim yapilmustir. " ikinci PCR" igin

kullanilan igerik ve degerleri asagidaki gibi verilmistir ( Cizelge 2.2a ve 2.2b).
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Cizelge 2.2a. Ikinci PCR icerigi.

PCR igerigi Miktar(ul)x 8
TaKaRa 10x ExTaq Buffer (25mM MgCl, icerikli) 80 ul
dNTP karistm (herbirinden 2.5mM) 64 ul
Primer(forward) (0.025 mM) 7,11 12,8 pl
Primer(revers) (0.025 mM) 8,12 12,8 pl
Template 80 ul
TaKaRa ExTaq (Sunit/ul) 4 ul
dH,0 552,4 ul
Toplam 800 ul

Cizelge 2.2b. Ikinci PCR Reaksiyon semast.

Sicakhik Zaman
1 94°C 30 saniye
2 94°C 20 saniye
3 50°C 40 saniye
4 72°C 1dakika/kb
5 2. basamaga geri don 29 kez
6 72°C 5 dakika
7 4°C 0

2.6.2. PCR Uriinlerinin Tuzla Céktiirme ile Saflastiriimasi

Ikinci PCR sonucu elde edilen gen kasetleri tuz ile ¢oktiirme (Kazuei lgarashi)
protokoliinde kalip olarak kullanilmistir. Oncelikle 50 pl NaOAc (1,5 M, pH 5,5 ),
ardindan ve 250 ul PCR {iriinii eklenmis ve ardindan vorteks yapilmistir. Son olarak ise
750 ul % 100 lik EtOH eklenerek tekrar vorteks yapilip -20 °C’ ye kaldirilmistir. Bir
gece -20 °C' de bekletilen DNA kasetleri; -20 °C den alinarak alt iist edilip buzlanma
yok olana kadar kontrol edilmis ve ardindan 4 °C derecede 14000 rpm’de
santrifiijlenmigstir.  Santrifiij sonunda alman orneklerin {izerindeki siipernatant
dokiiliirken, DNA peletine dokunmamaya 6zen gosterilmistir. Ornekler iizerine 850 pl
kadar % 70’ lik etanol ile yikanmistir. Ardindan 14000 rpm' de 10 dakika ¢evrilmistir,

bu istege bagli olarak 5 dakikaya da diisiiriilebilir. Ardindan alinan Orneklerin
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tizerindeki etanol uzaklastirilmistir. Tekrar 14000 rpm' de 2 dakika santrifiij yapilmistir.
Siipernatant dokiiliip ve pelet daha sonra kurumaya birakilmistir. Kuruma sonrasit DNA
peleti 10 ul distile suda ¢oziilmiis ve DNA kasetleri transformasyona hazir hale

getirilmistir.

2.6.3. Transformasyon

S. pombe hiicreleri, transformasyon i¢in bir gece 6ncesinden kati kiiltiirden 100
ml s1v1 besiyeri iceren erlenlere aktarilmustir. Tip yardimi ile alinan 975 h* ve 972 h~
irk1 S. pombe hiicreleri, 30 °C* de 80 rpm' de bir gece ¢alkalamali su banyosunda
biiylimeye birakilmistir. S. pombe hiicreleri gece boyunca YEA besiyerinde ~ 10
hiicre/ml yogunluguna ulasana dek biiyiitiilmiistiir.

Su banyosundan alinan siv1 kiiltiir, falkon tiiplere aktarilmis ve 2 dakika 4000
rpm' de c¢evrilmistir. Sitipernatant uzaklastirilarak pelet ayn1 miktarda distile suda
coziilerek yine 2 dakika 4000 rpm' de cevrilmistir. Siipernatant uzaklastirilmis ve hiicre
peleti 1 ml LiIOAC ile yikanmistir (0.1M Lityum Asetik asit, pH 4,9) ve 2 dakika 4000
rpm' de ¢gevrilmistir.

Daha sonra pelet yaklasik 2 ml LiOAC ile ¢oziindiiriiliip 1 saat 33 °C’ de su
banyosunda 80 rpm’ de inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda hiicreler 2 dakika
4000 rpm’ de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi pelet 140 upl’ lik LiOAc' ta
¢oziilmiistiir. Inkiibasyonun ardindan izole edilen 10 pl' lik DNA (béliim 2.5.3) ile 140
ul kadar hiicre ile elenmistir. Daha sonra 350 pl % 50 PEG4000 ilave edilmis, iyice
karistirtlip alt-list olmasi i¢in rotatérde bir saat birakilmistir. Rotatdrdan alinan
orneklere 58 pul DMSO eklenmistir. Ardindan 5 dakika 42 °C’ de 1s1 soku yapilan
ornekler, 2 dakika 4000 rpm’ de santrifiij edilmistir. Daha sonra orneklerin tizerindeki
stipernatant ¢ekilerek 120 pl dH,O eklenerek pelet ¢oziindiiriilmiis ve 2 dakika 4000
rpm’ de santrifiij yapilmistir. Yaklasik 60 pl transforme olmus hiicre elde edilmistir.
Elde edilen S. pombe hiicreleri YEA igerigine sahip besiyerlerine 6ze yardimi ile tim
alan1 kaplayacak sekilde ekilmistir. Ekim islemi i¢in suda ¢6ziindiiriilmiis toplam 60 pl
transforme hiicre besiyerlerine esit olarak paylastirilmistir. Ardindan alinan 6rnekler
besiyerlerine kuruluk hissedinceye kadar yayilmistir. YEA (250 pl/plate) besiyerlerinde
33 °C’ de bir gece bekletilmistir.
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2.6.3.1. Replica Plate yontemi

Replica plate icin yaklagik 17x3 cm olgiilii aliiminyum folyo ile kaplanmig
silindir bir diizenek kullanilmistir. Uzerine aktarim sirasinda kontaminasyonu énlemek
ve diizgiin bir aktarim i¢in 11x14cm, 3mm Whatmann kagidi kullanilmustir.
SPAC409.08 geni i¢in dort tane, SPBC9.02¢ geni igin ise altt YEA plate replica
yapilmistir. Hiicreler replica plate ile YEA (250 pl/plate) igerigine sahip otoklavlanmis
ve besiyerleri 4 °C' de saklanmistir. Replica plate yapildiktan sonra 27 °C’ de yaklasik
dort giin inkiibe edilmistir.

2.6.3.2. Antibiyotige direncli kolonilerin secimi

Antibiyotikli besiyerlerini hazirlamak i¢in 300 ml YEA ¢oziindiiriilmiistiir. kan-
YEA besiyerlerine 200mg/l G418 kan antibiyotigi ilave edilmistir. 300 ug/ml
Hygromycin Replica plate sonrasinda kan-YEA ve hph-YEA igerikli besiyerlerinde

transformasyonun gergeklestigi hiicrelerin koloni olusturdugu gozlenmistir.

2.6.4. Koloni PCR

Kan veya hph transformatlarinin homolog rekombinasyon ile DNA
fragmentlerinin biitlinlestigi PCR ile kontrol edilmistir. Bir primer transforme edilmis
fragmente karsilik gelir ve kanMX6 kasetinin Ptgr bolgesine baglanir. Ikinci primer
hedef genin yukar1 bolgesine bir karsilik gelir. Fragmentlerin dogru baglandigi bu
primerler ile gdzikiir. Elimizde " pFA6a-kanMX6 (kan)" kaseti i¢ bolgesinin forward
ve revers primerleri bulunmaktadir. Bu PCR' da pFA6a-kanMX6 (kan) ve pFA6a-
hphMX6 (hph) modilinin i¢ bolgesine denk gelen Ptge e Dbaglanan:
"CTCTACAGGGGCGCGGCGTGGGGAC"  dizisine  sahip  revers  primeri
kullanilmistir.

Koloni PCR i¢in SPAC409.08 ve SPBC9.02¢c genlerinin yukar1 bolgesine denk
gelen forward primerleri i¢in sirasiyla; " GTCAACTTTGCTACCCCATCGTTGC" ve
"ACTACTGAAGTGCGAAGTAACACCG" dizisine sahip primerler kullanilmastir.
Koloni PCR yonteminde, kalip olarak canli koloniler kullanilmistir. Bu hiicre

toplulugunun genomik DNA' sinin elde edilmesi amaciyla 10 dakika 98 °C' de hiicreler
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“thermal cycler” * da kaynatilmistir (Cizelge 2.3a). Ardindan kalip olarak kullanilan

koloni siispansiyonu, ¢izelge 2.3b’ de verilen icerikle PCR tiiplerine dagitilmistir.

Cizelge 2.3a. Reaksiyon semasi.

Koloni

Pipet ucu ile yeteri kadar

dH,0

10 pl

Bu karisim ilk olarak 98 °C' de 10 dakika kaynatilir ve ardindan hemen 4 °C' ye
sogutulur. Daha sonra, kaynatilan soliisyona asagida gosterilen enzim karisimi eklenir.

Cizelge 2.3b. Koloni PCR igerigi.

PCR igerigi Miktar(ul)x16
TaKaRa 10x ExTaq Buffer (25mM MgCl, icerikli) 2x16= 32 ul
dNTP karistm (herbirinden 2.5mM) 1,6x16 =25,6 ul
Primer(forward) = 0,4x 8=12,8 ul
Primer(revers) =2 0,4x8=12,8 ul
Colony suspansion 5ul
TaKaRa ExTaq (Sunit/pl) 0,2x8=3,2 ul
dH,0 166,4 pl
Toplam 20 x 16=320 ul

Enzim karisiminin eklenmesinden hemen sonra asagidaki reaksiyon baglatilir:

Cizelge 2.3c. Reaksiyon semasi.

Sicakhik Zaman
1 94 °C 30 saniye
2 94 °C 20 saniye
3 50 °C 40 saniye
4 72 °C 1dakika/kb
5 2. basamaga geri don 29 kez
6 72 °C 5 dakika
7 4°C 0
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2.6.6. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR iiriinlerinin molekiiler biiytikliiklerinin tespit edilmesi amaciyla agaroz jel
ekektroforezi kullanilmistir. Agaroz jel elektroforezi igin 100 ml % 1' lik agaroz
cozeltisi ve elektrik akimini iletilmesi amaciyla 1XxTAE (Tris: Asetik asit: EDTA)
cozeltisi kullanilmistir. PCR iiriinlerinin goriintiilenmesi amaciyla ise Etidyum Bromiir

(2,5u1/100ml TAE) kullanilmustir.

100 ml % 1' lik agaroz ¢ozeltisi:

Agaroz: 2 g/l,
IXxTAE: 10x TAE' den elde edilmistir.

Agaroz jel elektroforezi klasik PCR' da ~1,6 kb gen pargasi i¢in ve koloni PCR'
da ise ~0,5 kb gen pargasi i¢in 100 voltta 1 saat ylritilmistir. Ardindan UV
transliiminatoér ile DNA bantlar1 goriintilenmistir. Bu ¢aligmalarin  tamaminda

kullanilan DNA belirteci ise asagida gosterilmistir (Sekil 2.5 ).

Generuler 1 Kb DNA Leader

10000 30 6
8000 30 6
6000 70 14
5000 30 6
300 B 8
il

8 70 14

25 5
%55
2% 5
60 12
2% 5
2% 5
2% 5

1% agarose

0.5 pg/iane, 8 cm length gel,
1X TAE, 7 V/em, 45 min

Sekil 2.5. DNA belirteci (1 kbp DNA leader).
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2.7. Delesyon Mutantlarimin Karakterizasyonu

SPBC409.08 ve SPAC9.02¢ genlerinin genomdan uzaklastirilmasini saglayarak
delesyon mutantlar1 olusturulmustur. Mutasyonlar koloni PCR yontemi ile
dogrulanmistir. Sonraki asamada bu mutantlar iizerinde hiicre dongiisii ve strese
hassasiyet analizleri yapilmistir. Bu genlerin hiicre dongiisiindeki rollerini anlamak i¢in
hiicrelerin biiyiime grafigi, hiicre boyu analizleri, morfolojik analizler, sporlanma
testleri ile mitoz ve mayoz boliinme gozlemlenmistir. Ayrica hiicreler besiyerlerinde
farkli stres kosullarina maruz birakilarak, bu genlerin strese cevaptaki potansiyel rolleri
incelenmistir. Hiicreler osmotik stres (NaCl, CaCl,, KCI, sorbitol) ve DNA hasar1 (UV

1s1masi, hydroxyurea) stresine maruz birakilmistir.

2.7.1. Biiyiime analizleri

Deneylerde yabanil tip S. pombe hiicreleri ile bunlarin SPBC9.02cA ve
SPAC409.084 mutantlar1 kullanilmistir. Hiicrelerin biiyiimeleri 30 °C’ de, YEA zengin
besiyerinde saglanmistir.

Yabanil tip 972 h™ S. pombe hiicresi ve SPBCY9.02cA ve SPAC409.084
mutantlari, 100 ml YEA iceren besiyerlerine tip ucu ile yeteri kadar eklenmistir.
Ardindan gece boyunca c¢alkalamali su banyosunda 33 °C 80 rpm' de biiyiimeye
birakilmigtir. Bu siire sonunda alinan 10 pl su + 10ul hiicre igerigi siispansiyonu thoma
lamina almarak hiicre saymmi yapilmistir. Birim kare basina 4 hiicre gelecek sekilde
seyreltmeler yapilmistir. Daha sonra iki saat siire araliklar ile thoma laminda hiicre
sayimi gerceklestirilmistir. Bu iki saat araliklarda kiiltiirler 33 °C 80 rpm' de su

banyosunda bekletilmistir. Toplamda 6 sayim yapilmis ve sonuglar kaydedilmistir.

2.7.2. Stres Analizleri

Mutantlar iizerinde hiicre dongiisii ve strese hassasiyet analizleri yapilmistir. Bu
genlere sahip hiicreler besiyerlerinde farkli stres kosullarina maruz birakilmis ve bu
genlerin strese cevaptaki potansiyel rolleri incelenmistir. Hiicrelere uygulanan stresler
igerisinde osmotik stres uygulamalar1 (NaCl, CaCl,, KCl, sorbitol) asagida verilmistir.
Koloni PCR sonucu transformatlarin belirlenmesinin ardindan, mutant S. pombe
hiicrelerinin fizyolojik ve hiicresel diizeydeki 6zelliklerinde meydana gelen degisimlerin

belirlenmesi ayrica gevresel stres kosullarina karsi direnglerinin 6lgiilmesi amaciyla
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asagidaki verilen islemler gerceklestirilmistir. Bu islemlerin dogru sonug¢ verebilmesi
icin yabanil tip hiicreler ile SPAC409.08 ve SPBC9.02¢ genleri bakimindan mutant
hiicrelerden esit miktarda alinmistir. Bu amacla thoma lami iizerinde sayim yapilarak
birim kareye ne kadar hiicre diistiigli hesaplanmistir. Ardindan gerekli seyreltmeler
yapilarak hiicre sayilar esitlenmistir. ilk olarak, 5x10* hiicre/ml oranina ulasilmustir.
Daha sonra sekilde goriildiigii gibi 1/10 oraninda yapilan seri seyreltmelerle petri
kaplarina ekim yapilmistir.

Spot testler i¢in hazirlanmis YEA ve YEA+X igerikli besiyerlerine ekim
yapilirken damlatma yontemi ile ekim yapilmistir. Farkli konsantrasyonlarda hiicre
miktarlarinin ¢evresel faktorlere verdigi cevap karsilastirilmistir. Damlatma yontemi ile
hiicreler sirasiyla asagidaki gibi siralanmastir.

5%x10* 5%10% 5%10% 5%10' 5  hiicre/ml

WT(975 h*ve 972 h) :
SPAC409.084 :

SPBC9.02c4

000
000
000
000

SPAC409.084 ve SPBC9.02¢A mutanti S. pombe hiicrelerinin, yabanil tip S. pombe
irklarina oranla osmotik basing degisimlerinin tespiti amaciyla YEA besiyeri igerigine

farkli kimyasallar eklenmistir.

2.7.2.1. NACl icerikli besi ortam ile muamele

YEA + 0,2 M NaCl besiyeri daha 6nce 2.6.2 *de spot testlerde anlatilan sekilde
hiicre sayimi1 ve damlatma metodu ile ekim yapilarak osmotik stres olusumunda normal
hiicreler ile mutant yapilan hiicreler arasinda ki farkliliklar gézlenmistir.

YEA + 0,9 M NaCl besiyeri ile birlikte yogunlugu arttirilmis, ikinci bir stres
testi yapilmistir. Bunun i¢in ise YEA + 0,9 M NaCl igerige sahip besiyeri kullanilmistir.

2.7.2.2. KCl igerikli besi ortami ile muamele
YEA + 0,5 M KCI besiyeri daha dnce 2.6.2°de spot testlerde anlatilan sekilde
hiicre sayimi1 ve damlatma metodu ile ekim yapilarak osmotik stres olusumunda normal

hiicreler ile delesyon mutanti1 yapilan hiicreler arasinda ki farkliliklar gozlenmistir.
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YEA + 1 M KCI besiyeri ile birlikte yogunlugu arttirilmis, ikinci bir stres testi
yapilmistir. Bunun i¢in ise YEA + 1 M KCl icerige sahip besiyeri kullanilmistir.

2.7.2.3. CaCl; icerikli besi ortam ile muamele

YEA + 120 mM CaCl, besiyeri daha once 2.6.2°de spot testlerde anlatilan
sekilde hiicre sayimi ve damlatma metodu ile ekim yapilarak osmotik stres olusumunda
normal hiicreler ile mutant yapilan hiicreler arasinda ki farkliliklar gézlenmistir.

YEA + 0,5 mM CaCl; besiyeri ile birlikte yogunlugu arttirilmis ikinci bir stres
testi yapilmigtir. Bunun i¢in ise YEA + 0,5 M CaCl, igerige sahip besiyeri

kullanilmustir.

2.7.2.4. Sorbitol icerikli besi ortami ile muamele
YEA + 2 M sorbitol besiyeri daha 6nce 2.6.1.1' de spot testlerde anlatilan sekilde
hiicre sayim1 ve damlatma metodu ile ekim yapilarak osmotik stres olusumunda normal

hiicreler ile mutant yapilan hiicreler arasinda ki farkliliklar gézlenmistir.

2.7.3. DNA Hasan Testleri

SPBC409.08 ve SPAC9.02c genlerinin genomdan uzaklastirilmasini saglayarak
delesyon mutantlar1 olusturulmustur. Sonraki asamada bu mutantlar {izerinde hiicre
dongiisii ve strese hassasiyet analizleri yapilmistir. Ayrica hiicreler besiyerlerinde farkli
stres kosullarina maruz birakilarak DNA hasar1 (UV 1s1masi, hydroxyurea) stresi kontrol

edilmistir.

2.7.3.1. UV' nin mutant S. pombe hiicrelerinin yasama yetenegi iizerine etkisi
Ultraviyole 1smlarin oldiiriicii 6zelliklerinin saptanmasinda Galli ve Schiest
(1995) 'in gelistirdikleri yontem modifiye edilerek kullanilmistir. Yabaml 975 h* ve 972
h™ wklari, SPBC409.084 ve SPBC9.02cA mutantlarinin  degisik UV  151n
konsantrasyonlarindan sonra hayatta kalma oranlar1 karsilagtirilmistir. Bunun i¢in YEA
iceren besiyerlerine 5.6.1.’de spot testlerde anlatilan sekilde hiicre sayimi ve damlatma

metodu ile hiicre ekimi yapilmigtir. YEA' da 30 °C 'de iiretilmis 975 h* ve 972 h”
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kiiltiirii 5 ml su ile siispanse hale getirilmistir. 5x10* hiicre/ml ilk hiicre toplulugu
damlatilmistir. Ekimi yapilan YEA besiyerleri sirasiyla;

100 jull/m?, 200 jull/m?, 500 jull/m? ve 1000 jull/m? enerjisindeki UV 1sinina
maruz birakilmistir. Ardindan bir de kontrol YEA besiyeri ile birlikte 3-4 giin stire ile
27 °C 'de inkiibatorde bekletilmistir. UV uygulamalari sonucunda {iireyen koloni
sayilari, kontrol grubundakilere oranlanarak, UV dozlarinin oldiiriiciilik etkileri

belirlenmistir.

2.7.3.2. HU (hydroxyurea) icerikli besi ortami ile muamele

DNA sentezi ve dNTP diizeyleri arasindaki iliski riboniikleotid rediiktaz enzimi
(RNR) inhibitorii hydroxyurea (HU) ile islem gorerek mayalarda senkronize edilerek
arastirilmistir (Kog vd., 2004). HU tarafindan DNA sentezini bloke edilerek ve normal
olarak G4/S gegisinde ANTP havuzunun genislemesi 6nlenmistir.

YEA + 4 mM hydroxyurea besiyeri daha 6nce 2.6.2 ’de stres analizlerinde
anlatilan sekilde hiicre sayimi ve damlatma metodu ile ekim yapilarak DNA hasari
olusumunda normal hiicreler ile mutant yapilan hiicreler arasinda ki farkliliklar
gbzlenmistir. YEA +10 mM hydroxyurea besiyeri ile birlikte yogunlugu arttirilmis
ikinci bir stres testi yapilmistir. Bunun i¢in ise YEA + 10 mM hydroxyurea igerige sahip

besiyeri kullanilmistir.

2.7.4. S. pombe' de Boyut Analizi

Yabanil tip 972 h™ S. pombe hiicresi (Leupold, 1970), SPBC409.08A ve
SPBC9.02cA mutantlari, hiicre-boyut Ol¢limleri i¢in kullanilmistir. Hiicreler gece
boyunca 33 °C’ de 80 rpm' de calkalamali su banyosunda YEA besiyerinde
blyiitilmiistiir (Creanor ve Mitchisin, 1982). Gece boyunca biiyiitiilen hiicrelerin
yabanil tip S. pombe ve mutantlarindan 40 hiicre rastgele segilerek 151k mikroskobunda
"stream basic" adi verilen bir yazilim ile boy Ol¢limleri yapilmistir. Minimum ve
maksimum degerler belirlenmistir. Bu degerler ile "SPSS " yapilarak, sonuglarin 6nem

arz edip etmedigine bakilmistir.
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2.7.5. Spor Olusumu ve Sporulasyonun Gézlenmesi

S. pombe hiicrelerinde nitrojen kaynagi kesildiginde olusan stres kosulu altinda
hiicrelerin mayoz II sitokinez evresinde tetrat yapi olusumu gozlenmistir. Bu amacla
Yabanil tip 972 h™ S. pombe hiicresi (Leupold, 1970) , SPBC409.084 ve SPBC9.02cA
mutantlari, SPA agar besiyerlerine ekilmistir. Bu ekim isleminde hiicrelerin kros
olusturmasi igin; yabamil 972 h™ ile 975 h*, SPBC409.084 ile yabanil tip 972 h™ ,
SPBCY9.02CA ile SPBC409.084 son olarak ise SPBC9.02¢A ile yabamil tip 975 h*

hiicreleri siispanse edilmistir.

2.7.6. Verilerin Istatistiksel Analizleri

SPBC409.084 ve SPBCY9.02cA mutantlarinin  hiicre boyutu ile biiylime
analizlerinin karsilagtirilmas1 SPSS programi yardimiyla yapilmaktadir. SPSS bilgisayar
programi (Statistical Package for the Social Sciences), ilk sirimii 1968 yilinda
piyasaya verilmis istatistiksel analize yoOnelik bir bilgisayar programidir. SPSS
programinin T-test ad1 verilen yontemi, iki ortalama degerin karsilastirilmasi amaciyla
kullanilmaktadir. Bizim elimizde bulunan delesyon mutanti verileri de bu tiirdendir.
Hiicre boyutu ve biiylime analizlerinde mutantlardan elde edilen veriler, yabanil tip S.
pombe hiicresinin degerleri ile karsilastirilarak sonuglar yorumlanacaktir. T-test adi
verilen yontem ise kendi i¢cinde dorde ayrilmaktadir. Biz burada hiicre boyutu analizi
icin bagimsiz T-test yontemini kullanacagiz. Bagimsiz orneklem T-test yontemi iki
grubun ortalamasinin karsilastirilmasinda kullanilmaktadir. Biiylime analizlerinde ise
eslestirilmis 6rneklem T-test kullanilacaktir. Eslestirilmis orneklem T-test bir verinin
farkl1 zaman dilimlerinde veya baska bir deyisle bir deney Oncesi ve sonrasi gibi
durumlar i¢in kullamilmaktadir. T-testler sonucunda iki grup ortalamalari
karsilastirilmaktadir. T-test sonucunda elde edilen p adi verilen degerin < 0,05 olup
olmadigina gore degerler yorumlanmaktadir. P- degeri, p < 0,05 ise elde edilen deger
istatistiksel olarak anlamlidir denilmektedir. Elde edilen p > 0,05 ise elde edilen deger

istatistiksel olarak anlamli degildir diye yorumlanmaktadir.
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3. BULGULAR

3.1. Delesyon Mutantlarinin Olusturulmasi

SPBC409.08 ve SPAC9.02c genlerinin karakterizasyonunda ki ilk adim olarak,
S. pombe' de bu genlerin delesyonu saglanmistir. Antibiyotik direng genleri PCR ile
cogaltilip yabanil tipte hiicrelere transforme edilmistir. Homolog rekombinasyon ile
genoma katilan antibiyotik direng genleri, SPBC409.08 ve SPAC9.02c genlerinin
genomdan uzaklastirilmasini  saglayarak delesyon mutantlart  olusturulmustur.

Mutasyonlar koloni PCR yontemi ile dogrulanmustir.

3.1.1. Antibiyotik Diren¢ Genlerinin Cogaltilmasi

Delesyon mutantlarinin olusturulmast amaci ile alici hiicreye aktarilacak
dogrusal gen kasetleri “pFA6a-KanMX6 (Kan)" ve "pFA6a-hphMX6 (hph) modili"
(Sekil 2.3) direng geni plazmidlerinden, polimeraz zincir reaksiyonu(PCR) -temelli gen
degistirme yoOntemi ile izole edilmistir. Uygun primerler kullanilarak elde edilen
dogrusal “kan” ve “hph” kasetlerinin, birinci PCR ve ikinci PCR sonuglar1 asagidaki
gibi gosterilmistir (Sekil 3.1). SPAC409.08 geni ve SPBC9.02¢ geni igin primerler

kasetleri ise 2.5.2.’de ki konu bagliginda verilmistir.

M  Pcr1 Pcr2 M Pcrt M Pcr2

2000 bp
1500 bp

kan (~1,6 kb) hph (~1,7 kb)

Sekil 3.1. Birinci PCR ve ikinci PCR sonucunda kan ve hph dogrusal kasetleri
buytklikleri.
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3.1.2. PCR Uriinlerinin Tuzla Coktiirme ile Saflastirilmasi
Elde edilen “kan” ve “hph” dogrusal gen kasetlerinden bolim 2.5.2° de
belirtildigi yontemle DNA saflagtirilmistir. Saflastirilan gen kasetleri kontrol amach

olarak agoroz jelde yiiriitiilmiis ve goriintiilenmistir (Sekil 3.2).

kan ~1,6 kb hph~ 17

Sekil 3.2. Tuzla Coktiirme sonucu “kan” ve “hph” gen kasetleri.

3.1.3. Transformasyon ve Antibiyotige Direncli Kolonilerin Se¢cimi

PCR iirlinlerinin saflagtirilmas1 sonucu elde edilen dogrusal kan ve hph gen
kasetleri kullanimina kadar — 20 °C’ de dHO ile siispansiyon halinde bekletilmistir. Bu
sirada yabamil tip (972 h™ ; SPACY.02cA mutant hiicresi igin, 975 h*; SPBC409.084
mutant hiicresi ic¢in) hiicreler bolim 2.5.4° de belirtildigi sekilde transformasyona
hazirlanmistir. Transformasyona hazir hale getirilen 6rnekler, gen kasetleri ile muamele
edildikten sonra normal besiyerine alinmasimin ardindan bir giin sonra olusturulacak
SPBC409.08 mutant: i¢cin G418 kan antibiyotigi ve SPAC9.02c mutant1 i¢in ise hph
antibiyotigi igeren besiyerlerine boliim 2.5.4.1° de belirtildigi sekilde “replica plate” ile
aktarilmistir. Birka¢ gilin sonra olusan antibiyotige direngli koloniler sekildeki gibi

gbzlenmistir (Sekil 3.3).
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SPBC9.02C antibiyotige direncli koloniler

Sekil 3.3. Koloni PCR o6ncesi dogru transformatlar secilmeden onceki genel koloni
durumu.

3.1.4. Koloni PCR

Kan ve hph diren¢ genlerinin genomda dogru yere entegre olup olmadigini
kontrol etmek amaciyla “koloni PCR” olarak adlandirilan yonteme bagvurulmustur. Bu
amagla direng geni lizerinde bir bdlgeye komplementer olan bir primer ile hedef
genimize komsu olan gen bolgelerinden biri lizerinde homoloji bdlgesi bulunan bir
primer dizayn edilmistir (bkz. boliim 2.5.4). Geleneksel PCR’ dan farkli olarak kosullar
Cizelge 2.3a ve Cizelge 2.3b’ de belirtilen sekilde yapilan PCR ardindan agaroz jelde
yiiritiilen 6rnekler UV 151k altinda goriintiilenmistir. Karsilagtirma sonucunda yaklasik
~0,5 - 0,6 kbp biytikliigiinde olan DNA pargasi belirlenen ornekler se¢ilmistir (Sekil
3.4a ve 3.4b).
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3 nolu mutant: (100ml’lik 10" hiicre/ml konsantrasyonunda kiiltlir alinmistir) 10° hucre
ile transformasyon yapilmistir. G418 petrilerde 17 koloni olusmus, 2 koloni G418"
petrilere alininca yasamamistir. PCR sonucunda 2 koloni pozitif ¢ikmustir.

M 123456788910 11 12 13 14 15 16 17

750b
500b

Sekil 3.4a. SPACY9.02¢A mutantina ait koloni PCR.

2 nolu mutant: (100mI’lik 10 hiicre/m! konsantrasyonunda kiiltiir alindi) 10° hucre ile
transformasyon yapilmistir. G418" petrilerde 10 koloni olusmustur. PCR sonucunda 2
koloni pozitif ¢gitkmuistir.

M1 2 3 4 57 8 9 10

750b
500b

Sekil 3.4b. SPBC409.084 mutantina ait koloni PCR.

3.2. Delesyon Mutantlarinin Karakterizasyonu

Deneylerde yabanil tip S. pombe hiicreleri ile bunlarin SPBC9.02¢A ve
SPAC409.084 mutantlar1 kullanilmigtir. Hiicrelerin biiyiimeleri 30 °C’ de, YEA zengin
besiyerinde saglanmistir. Sonraki asamada bu mutantlar {izerinde hiicre dongiisii ve
strese hassasiyet analizleri yapilmistir. Bu genlerin hiicre doéngiisiindeki rollerini
anlamak icin hiicrelerin biiyiime grafigi, hiicre boyu analizleri, morfolojik analizler,
sporlanma testleri ile mitoz ve mayoz bdliinme gozlemlenmistir. Ayrica hiicreler

besiyerlerinde farkli stres kosullarina maruz birakilmis ve bu genlerin strese cevaptaki
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potansiyel rolleri incelenmistir. Hiicrelere uygulanan stresler igerisinde osmotik stres

(NaCl, CaCl,, KCl, sorbitol) ve DNA hasar1 (UV 1simasi, hydroxyurea) stresi de vardir.

3.2.1.Biiyiime Grafigi

Yabanil tip 972 h™ hiicreleri ile SPBC409.084 ve SPBC9.02¢A mutant1 S. pombe
hiicrelerinin, bolim 2.6.2° de belirtilen yontemle tiremeleri izlenmistir. Bilinen belli bir
hacimdeki silispansiyonda {iremeleri gerceklesen hiicrelerin (Cizelge 3.1)° de ki

verilerden yararlanilarak bliyiime egrisi grafigi ¢ikarilmustir (Sekil 3.6).

Cizelge 3.1. Zamana bagli olarak S. pombe 1rklarinda belirlenen hiicre sayilari.

S. pombe wrklari
Zaman (t) 972 h SPBC409.084 | SPACY.02cA

t=0 8,16 6,66 6,16
t=2 13,33 13,33 11

t=4 21,5 18,83 23,16
t=6 54,66 49,33 34,33
t=8 94 91 62,16
t=10 171,66 136,66 102,5

Bu cizelgeye gore 8. saatte hiicre sayisi baslangictaki degerinin iki katina yaklagik
2x10° ‘ye ¢ikmustir.
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Cizelge 3.2a. Wild-type (972 h") ve SPAC9.02¢A mutant1 hiicrelerin tireme verilerinin
SPSS programi yardimiyla istatistiksel olarak karsilagtiriimasi (SPSS
eslestirilmis 6rneklem T-test analizi sonucu p- degeri 0,120 istatistiksel
olarak anlamli degildir (kirmiz1 ile belirtilen deger p < 0,05 sartini
saglamamaktadir ).

Eslestirilmis Orneklem Istatistikleri

; Std. Hata
Ortalama N Std. Sapma Osiilaman
Cift 1 SPAC9.02¢ 39,88888889 6 36,60246905 1494289542
WT 60,55555556 6 63,24359139 2581908807
Eslestirilmis Orneklem Testi
N Mliski Anlam
Cift1 SPAC9.02cve WT 6 ,995 ,000
Eslestirilmis Orneklem Testi
& @ s
St Hata Farkan % 95 giiven arah1 4 Anlam1
Ortalama | Std. Sapma | Ortalamast | it suur iist siir t gf | (ouyrukdn)
Cift 1 SPAC.02¢- WT | .20,66666667 | 27,05693585 | 11,04594781 | -49,06117946 | 7727846124 | 1871 5 0,120

Cizelge 3.2b. Wild-type (972 h") ve SPBC409.084 mutant1 hiicrelerin iireme verilerinin
SPSS programi yardimiyla istatistiksel olarak karsilastirilmasi (SPSS
eslestirilmis 6rneklem T-test analizi sonucu p - degeri 0,207 istatistiksel
olarak anlamli degildir (kirmizi ile belirtilen deger p < 0,05 sartini
saglamamaktadir ).

Eslestirilmis Orneklem Istatistikleri

" Std. Hata
Ortalama N Std. Sapma Ortalamas:
Cift 1 SPBC409.08 52,63888889 6 51,66111977 21,09056383
WI 60,55555556 6 | 63,24359139 | 2581908807
Eslestirilmis Orneklemler Arasmdaki Iliski
N [llskl . Anlam
Cift1 SPBC409.08 ve WT 6 993 000
Eslestirilmis Orneklem Testi
Ciftlerin Farkliliklar
Farkin % 95 giiven arah@
Ortalama | Std. Sapma | Std Hata ; ¢ s

. .
Ortalamast | gl sy iist sinir t df (@-loryrukhy)

Gift 1 SPBC409.08- WT| -7.916666667 | 13,38479652 | 5464320296 | -21,96314916 | 6129815830 | 1,449 5 0,207
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Bliyiime grafigi

250
— 200
£
(V]
5 150 wt
2 —=— SPBC409.08
S 100 SPAC9.02c
i
X
o
N 50

0

Sekil 3.5. S. pombe (972 h") ile SPBC409.084 ve SPACY9.02cA mutantlarinin irklarinin
iireme egrisi grafigi.

3.2.2. Stres Testleri

Besiyerlerine degisik yogunluklarda NaCl KCI, CaCl, ve sorbitol eklendikten
sonra, miktarinda siispansiyon koloniler bolim 2.6.2” de belirtildigi sekilde tek damla
halinde ekilmistir.. Ekim yapilmasinin ardindan 27 °C” de dort giin bekletilen drneklerin
degisimin secilmesi i¢in liremelerinin uygun oldugu gézlenmistir. 0,2 M NaCl, 0,5 M
KCI ve 120 mM CacCl; igerikli besiyerlerinde yabanil tip (972 h’) hiicresi ile delesyon
mutantlar1 (SPBC409.084 ve SPACY9.02cA) arasinda belirgin bir farklilik gozlenmemisti
(Sekil 3.6a). 0,9 M NaCl ve 0,5 M CaCl; besiyerlerinde asir1 tuz konsantrasyonu nedeni
ile tireme goriilmemistir. 1 M KCI besiyerinde yaklasik 6-7 giin beklenmesinin ardindan
saglikli tireme gozlemlenmistir (Sekil 3.6b). 2 M sorbitol igerigine sahip besiyerinde ise
5x10% miktarida ki kolonide ise iireme itibari ile yabanil tipe oranla daha gok azalma

gozlenmis, ancak bu azalmalar anlamli bir deger ifade etmemektedir (Sekil 3.6¢)
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YEA 120 mM CaCl, 0.5M KCl 0.2M NaCl

WT

SPBC409.08

SPAC9.02¢

Sekil 3.6a. Farkli derisimlerde osmotik stres testine maruz birakilan yabanil tip ve
delesyon mutant1 S. pombe hiicreler (YEA kontrol besiyeridir).

2M sorbitol

SPBC409.08

SPAC9.02c

Sekil 3.6b. Sorbitol stresine maruz birakilan yabanil tip ve delesyon mutanti S. pombe
hiicreleri (YEA, sorbitol icermez).

SPAC9.02¢c ‘ ‘ ‘ '3 -

Sekil 3.6¢c. Yogun tuz konsantrasyonu deneyleri sonucunda sadece 1 M KCI igeren
besiyerinde yabanil tip ve delesyon mutanti S. pombe hiicrelerine
rastlanmistir (YEA, KCl icermez).
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3.2.3. UV’ nin S. pombe Mutantlarina Etkisinin Analizi

Mutant S. pombe hiicrelerinin fiziksel bir mutagen olan UV 1s1k altinda enerji
miktaria gore Oldiirticii etkilerine bakilmistir. UV 15181n enerji miktarmin 6ldiriiciiliik
etkisi, UV 15132 maruz birakilmamis kontrol grubu (972 h™ ve 975 h* yabamil wrklari)
yardimi ile belirlenmistir. Bu amagla boliim 2.6.3.1° de verilen enerji miktarlari,
damlatma yontemi ile ekim yapilan besiyerlerine uygulanmistir. Enerji degerleri
belirlenen maksimum degerden minimum ( UV’ nin olmadig1 ) degere dogru hizhi bir
azalma gostermistir. UV 15181 6ldiirticti etkisi 500 jull/m? ve 1000 jull/m? diizeyinde tam
olarak goriildiigiinden saglikli lireme gozlenmemistir. 100 jull/m? ve 200 jull/m? enerji
diizeylerinde ise kontrol grubu ile karsilastirildiginda belli diizeyde {ireme

goriildiigiinden, anormal bir farklilik gézlemlenmemistir (Sekil 3.7 ).

50Jim? 100J/m? 200/m? 1000J/m?

wt
SPBC409.08

SPAC9.02¢

Sekil 3.7. Farkli enerji diizeylerinde UV 1s18a maruz birakilan yabanil tip ve mutant S.
pombe hiicrelerinin analizi.

3.2.4. HU (hydroxyurea) icerikli Besi Ortam Analizi

Hydroxyurea (HU) ile bolim 2.2° de belirtildigi gibi hazirlanan besiyerinde,
HU’ niin riboniikleotid rediiktaz enzimi (RNR)’ 1 bloke ederek ANTP’ lerin olusumunu
engelledigi kolonilerin iiremesine bakilarak gozlenmistir. 4mM yogunlugunda ki
besiyerinde, delesyon mutant1 koloniler ile ayni sartlara maruz birakilan yabanil tip
kolonilerin iiremesinde belirgin bir farklilik gozlenmemistir (Sekil 3.8). 10 mM’lik

besiyerlerinde ise yabanil tip ile ayni oranda iireme gozlenmistir.
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4mM hydroxyurea

SPBC409.08

SPAC9.02¢

Sekil 3.8. 4 mM ve 10 mM hydroxyurea igerigine sahip besiyerlerinde yabanil tip ve
mutant S.pombe hiicreleri (YEA, hydroxyurea icermez).

3.2.5. S. pombe Mutantlarinin Hiicre Boyu Analizi

SPBC409.08 ve SPAC9.02c genlerinin hiicre boyuna etkisini anlamak amaci ile
boyut analizi bolim 2.6.4° te verilen sekilde yapilmistir. Hiicre boyutu olgiimleri
sonucunda SPACY9.02¢cA ve SPBC409.084 mutantlarinin ortalama boy uzunlugu, yabanil
tip 972 h™ S. pombe 1irklari ile istatistiksel olarak karsilastirilmistir. SPSS bagimsiz T-
test (bkz. Bolim 2.6.6) yardimiyla yapilan hesaplamalar sonucunda SPAC9.02cA
mutantinin ~ 13,42 um olan boy uzunlugu, yabanil tiplerin boy uzunlugu olan 13,35
oranla anlamli bir deger ifade etmemektedir (Cizelge 3.3a). SPAC9.02c4 mutant1 i¢in
p= 0,753 oldugundan, bu deger p < 0,05 sartin1 saglamadigindan anlamli bir deger
icermez. SPBC409.084 mutantinin 11,89 olan boy uzunlugu ise yabanil tip hiicrelere
oranlara boy kisalig1 yoniinden istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Cizelge 3.3b).
SPBC409.084 mutant1 igin, p= ~0,000 oldugundan, p < 0,05 sartin1 sagladigindan
dolay1 anlamli bir deger ifade etmektedir. S. pombe 972 h™ yabanil tip, SPACY9.02¢cA ve
SPBC409.084 mutantlariin Cizelge 3.2° de verilen boy uzunluklar1 bilgilerinden

yararlanilarak elde edilen veriler Sekil 3.9 de ki grafikte gosterilmistir.
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Cizelge 3.3a. A) SPACY9.02cA mutanti ile yabanil tip hiicrelerin ortalamalarinin
istatistiksel verileri. B) SPAC9.02¢A mutantinin SPSS bagimsiz T-test
analizi sonucu p - degeri 0,753 istatistiksel olarak anlamli degildir (kirmiz1
ile belirtilen deger p < 0,05 sartin1 saglamamaktadir).

A)
Grup Istatistikleri
Std. Hata
A N Ortalama Std. Sapma Ortalamas:
Boy WT 40 | 1341616759 | 1,826432642 | 2887843570
SPAC9.02¢c 40 | 1324324121 2935338564 | 4641177783
B)
Bagimsiz Orneklem Testi
Dagihimlarin esithgi icin v
g RS g Ortalamalarm Esitligi icin t-test
Anlamn Ortalama | Std. Sapma Farkan % 95 gitven araligy
F Anlml t df |(2-kuyruklu) farka farka PR P
Boy  Esit dagilim varsayim 4617 0.034 36 78 0,753 | 1729263783 | 5466275853 | -9153255476 | 1261178304
Esit dagilim olmadiginda) 316 | 65,262 753 | 1720263703 | 5466275853 | -.9186812107 | 1,264533967

Cizelge 3.3b. A) SPBC409.084 mutant1 ile yabanil tip hiicrelerin ortalamalarinin
istatistiksel verileri. B) SPBC409.084 mutantinin SPSS bagimsiz T-test
analizi sonucu p -degeri 0,000 istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(kirmiz ile belirtilen deger p < 0,05 sartin1 sagladigindan anlamlidir).

A)
Grup Istatistikleri
22 Std. Hata
B N Ortalama Std. Sapma Ortalamas1
Boy WT 40 13,41616759 1,826432642 ,2887843570
SPBC409.08] 40 11,89883277 1,628603917 25750488592
B)
Bagmsiz Orneklem Testi
Da larin esitligi 1cin
o Ortalamalarm esiliiiin test
Anlami | Ortalama | Std. Sapma Farkin % 95 giiven aralig
: Anlam: : df | @kuyrokly) farka farka alt sir list suoar
Boy Esitdagihm varsiyim 027 0860 | 3922 78 000 | 1517334818 | 3869175272 TATON1940 | 2207628444
Esit dagihm olmadiginda 3922 | 76,997 000 | 1517334819 | 3869175272 | 7460830901 | 2.267786548
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Cizelge 3.4. Hiicre boyutu deneyinde, yabanil tip (972 h™ S. pombe), SPBC409.084 ve

SPACY9.02cA mutantlari i¢in referans alinan boy uzunluklar1 (um).

SPBC409.084 SPACY.02cA
N (nm) (nm)
1 |12,594028 12,25924301 14,00184917
2 |15,375506 9,808454514 14,89098167
3 [12,544379 13,00039101 20,68027306
4 [12,271962| 10,95551014 16,46014214
5 118,961794 12,52363491 14,84901524
6 |13,610111 11,858181 14,19366455
7 | 14,5125 11,654706 16,44750023
8 | 10,67665 14,99191475 17,10466576
9 |11,893212| 14,62316132 13,00039101
10 |14,204652 9,675000191 13,61011124
11 |13,471856| 13,09604168 11,82744312
12 [12,208233| 9,133072853 8,222168922
13 [15,078384| 10,96500015 14,56972027
14 |13,413829 9,680373192 10,34013653
15 |12,680444 13,0443182 9,70183754
16 |[14,204652| 11,45215607 15,81565762
17 [15,815658| 10,49983883 16,52635574
18 | 13,12777 12,07546139 21,63395691
19 | 12,8879 11,86694813 9,374714851
20 [7,7935648| 12,07546139 12,77034855
21 [13,285277| 12,64348125 10,30487156
22 111,936857 9,029999733 13,29701519
23 |14,640932 10,49983883 11,52458191
24 [9,3913422| 12,96433926 14,32132435
25 [15,375506| 12,04959393 12,96433926
26 |14,321324 10,84099007 7,368260384
27 113,882492 14,86651516 10,01309299
28 [12,643481| 11,98468304 13,0443182
29 [13,548839| 13,60628986 10,77845001
30 [13,871249| 13,88249207 12,00202751
31 [14,167994| 11,45215607 13,56418324
32 [13,788526| 12,59402752 10,09584713
33 [14,105458| 13,15546989 13,12777042
34 112,839389 13,56034851 14,19366455
35 |14,167994 10,0182848 13,22249985
36 | 10,73494 13,22249985 13,29701519
37 [14,204652| 13,09604168 13,15942287
38 13,545 10,56402874 13,22249985
39 |14,001849 12,46119308 13,88249207
40 |14,866515| 8,222168922 10,32503796

N: Hiicre sayisi, WT: 972 h” S. pombe hiicresi
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Sekil 3.9. Yabanil tip ve delesyon mutant1 S. pombe hiicrelerinin boyut analizi grafikte

ki gibidir. SPBC409.084* mutantinin p-value degeri istatistiksel olarak

anlamlidir.

3.2.6. Spor Olusumu Analizi

S. pombe hiicrelerinin, nitrojen yoklugunda akrospor adi verilen yapilar

olusturdugunun goézlemlenmesi amaciyla bolim 2.2’

de verilen

besiyerleri

hazirlanmistir. Yabanil tip S. pombe (972 h™ ) ve SPBC409.084 ile SPACY9.02cA

mutantlar1 bolim 2.6.5° te verilen sekilde caprazlanmistir. 27 °C’ de dort giin siire

bekletildikten sonra mikroskopta spor olusumu analizleri yapilmistir. Go6zlemler

sonucunda yabanil tip hiicreler ve delesyon mutanti hiicrelerinin tamammin spor

olusturdugu belirlenmistir (Sekil 3.10a ve 3.10b).
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wt x SPBC409.08

wt x SPAC9.02C SPAC9.02C ve SPBC409.08

Sekil 3.10a. Yabanil tip ve delesyon mutanti hiicrelerin birbirleriyle ¢aprazlanmasi
sonucu elde edilen askus yapilar. 3. 10’ daki sekilde daha agik olarak
gozlemlenmistir.

WT x SPBC409.08

Sekil 3.10b. Sporlarin askus (tetrat) yapisi.
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4. TARTISMA VE SONUC

S. pombe tek hiicreli Okaryotik bir model organizmadir (Wood vd. 2002).
Mitchison tarafindan (Mitchison, 2003) bu model organizma, potansiyel olarak basit
diizenleyici mimarisi, genetik analiz i¢in gliclii sistematik araglar ve basit hiicre
geometrisi gibi gesitli avantajlarindan dolay1 segilmistir. Daha da 6nemlisi, biiyiime ve
boliinme diizenlenmesinde mayanin 6zellikle izlenebilir olmasi onu model organizma
olarak daha avantajli kilmaktadir. S. pombe’ de Wood vd. (2002) tarafindan yapilan
genom analizi caligmalari ile molekiiler boyutta gen karakterizasyonlar1 i¢in yeni bir
firsat ortaya ¢ikmistir. Yapilacak olan karakterizasyon c¢aligsmalari ile fisyon mayasinda
genlerin fonksiyonlari, hiicre donglisii ¢alismalari, hiicre-hiicre etkilesimleri, sinyal
iletim mekanizmalari, strese karsi yanit olusumu gibi pek ¢ok alanda incelemeler
artmigtir. Bu calismada hiicre poliamin metabolizmasinda gorevli oldugu diisiiniilen
SPBC409.08 ve SPAC9.02c genlerinin karakterizasyonu ve gen profillerinin
aydinlatilmas1 amaglanmastir.

SPBC409.08 geni, S. cerevisiae’ da bulunan TPO3; (YPR156C) ve TPO,
(YGR138C) genleri ile ortolog olarak gosterilmektedir. TPO, ve TPO; tarafindan
kodlanan proteinler spermin igin spesifiktir ve TPO; ile TPO,’ iin ise spermidin,
spermin ve putresin igin spesifik oldugu tanimlanmistir (Tomitori vd., 2001). Bundan
dolay1i, SPBC409.08 geninin hiicrede spermin tasiyicit ailesi olarak gorev yaptigi
diistiniilmektedir ( Gao vd. 2011).

SPAC9.02c geni ise S. cerevisiae’ da Paal (YDRO71C) geni ve insanda AANAT
(Arylalkylamine N-asetiltransferaz) ile ortolog olarak gosterilmektedir. Veri tabani
taramalarinda iki mayada AANAT saptanmistir. Bunlardan S. pombe sirasiyla omurgali
SCAANAT ve OAANAT proteinlerine benzerdir ( Ganguly vd., 2001). Paal ve AANAT
tarafindan kodlanan genlerin Spermidin/spermin N'-asetiltransferaz (SSAT1) olarak
poliamin homeostazisi i¢in krittk rol oynayan katabolik bir enzim olduklar
varsayillmaktadir (Gao vd., 2011).

Bu c¢alismada, oOkaryotik tek hiicreli S. pombe mayasinda SPBC409.08 ve
SPAC9.02¢ genlerinin delesyon mutantlar1 Bahler (1998) yontemine gore basariyla
olusturulmus ve bu genlerin ilk kez deneysel karakterizasyonu yapilmistir. Olusturulan

SPBC409.084 ve SPAC9.02cA mutantlar ile yabanil tip hiicrelerin, hiicre dongilisii ve
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strese cevap profilleri karsilastirilmis ve karakterizasyonuna yonelik ilk bulgular elde
edilerek degerlendirilmistir.

SPBC409.084 mutant1 i¢in yapilan karakterizasyon caligmalarindan ilki hiicre
dongiisii ¢alismalaridir. Bu amagla mitoz boliinme (vejetatif lireme) dongiisii testi,
mayoz boliinme igin sporulasyon deneyi ve hiicre boyutu ol¢liimii gergeklestirilmistir.
SPBC409.084 delesyon mutanti ile yapilan iireme testinde elde edilen deger yabanil tip
hiicrelerin iiremesi ile karsilastirildiginda anlamli bir bulgu elde edilememistir.
Ardindan nitrojen kaynagindan yoksun SPA besiyeri ortaminda 972 h™ yabanil tipi ile
caprazlanmasit sonucu elde edilen sporlarin saglikli  bireyler olusturdugu
gozlemlenmistir. Bu verilerle, SPBC409.08 gen iirlinliniin mitoz ve mayoz boliinme
diizenini bozmadig1 agikca sdylenebilmektedir. Ayrica bu gen {iriinii, mayoz boéliinme
ile koordineli yiirliyen ciftlesme paterni olusumunda olumsuz bir etki gostermemistir.
SPBC409.084 mutantt ve yabanil tip 972 h” S. pombe hiicrelerin boyut analizi
sonucunda yabanil tip Orneklerin ortalamasi ~13,35 um, SPBC409.084 delesyon
mutantlarinin  ortalamast ise ~11,89 pum olarak Olciilmiistir. Bu degerler SPSS
programinda bagimsiz T-test yardimiyla hesaplandiginda, SPBC409.084 mutantinin
boyutu istatistiksel olarak anlamli bulunmaktadir. Daha 6nce yapilmis hiicre dongiisii
caligmalarina gegmeden once, 6zellikle SPBC409.08 geni ile ortolog gen olarak ifade
edilen TPO; (YGR138C) ve TPOj; (YPRI156C) genleri ile ilgili yapilan ¢aligmalara
bakmak gerekmektedir. Yoshikawa tarafindan (Yoshikawa vd., 2011). yapilan S.
cerevisiae mayasinda gen delesyonlart ve over-ekspresyon caligmalari ile 4300 kadar
tomurcuklanan maya geninin biiyiime davraniglarim1 nasil etkiledigi gézlemlenmistir.
Bu amagla biliyiime oranlart ¢esitli araliklarla hesaplanmistir (Yoshikawa vd., 2011).
TPO, ve TPOjs; geninin delesyon mutantlarinin biiyiime davranisi lizerine etkisinin
olmadig1 biliylime oranlart yardimiyla gozlemlenmistir. Delesyon mutantlart ve
ekspresyon c¢aligmalar ile biiyiime davraniglarini etkileyen genler gruplandirildiginda
hiicre dongiisii ve mRNA sentez yolagindaki genlerin biliylime oranlarini etkiledigi
saptanmistir (Yoshikawa vd., 2011). Bu verilere dayanarak mitoz ve mayoz boliinme
stireclerinde degisim gdstermeyen ancak hiicre boyutu yoniinden anlamli degisimler
ifade eden bu gen ile ilgili olarak akla baz1 sorular gelmektedir. Ozellikle ortolog olunan
genlerin delesyon mutantlarinin, biliylime davraniglarinda kayda deger bir etkisi

olmamasina ragmen, biiylimeyi etkileyen olgularin hiicre dongiisi ve mRNA ile
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iligskilendirilmesi 6nemlidir. Buna gore SPBC409.084 mutanti hiicrelerin ortalama
boyunun, yabanil tip hiicrelere gore daha kisa olmasi ve bu degerin istatistiksel olarak
anlaml1 olmas1 akla su ii¢ soruyu getirmektedir. Ilk olarak hiicre biiyiimesi (hiicre
boyutu) ve hiicre boliinme déngiisii kontrolii arasinda iliski var mudir? Ikinci olarak
SPBC409.08 gen iiriinii hiicre boyut mekanizmasinda gorevli olabilir mi? Son olarak ise
spermin ailesi tasiyicist oldugu one siirlilen bu genin taginmasina aracilik ettigi spermin
poliamini hiicre dongiisiinde-6zellikle biiyliime kontroliinde- ne derece 6neme sahiptir?

Fisyon mayada ¢esitli biiyiime parametreleri, hiicre dongiisii boyunca oran-
degisim noktalar1 (RCPs) ile izlenebilmektedir. Bu parametreler hiicre boyu uzamasi
(Mitchison ve Nurse, 1985; Baumgartner ve Tolic, 2009), kuru agirlik birikimi
(Mitchison, 1957), baz1 enzimatik aktiviteler (Mitchison vd., 1969), protein miktar
(Creanor ve Mitchison, 1982), ribozomal RNA ve poliaadenilat mRNA sentezi (Fraser
ve Moreno, 1976 )’dir. Oranlardaki kademeli olarak degisiklik, hiicre dongiisii boyunca
farkli noktalarda biiylime i¢in oran-sinirlayict mekanizmanin varligini géstermektedir.

S. pombe’ de boliinme i¢in boyut sartina kanit olarak, S-fazda durmasi, esitleme
sonrasinda hiicrelerin biiylimesi ve boliinmesini izleyen deneylerdir (Mitchison ve
Creanor, 1971). Bu kisaltilmis dongiilerin anormal derecede biiyiikk hiicrelerinin,
oncelikle erken-orta G,-M (sicakliga bagli olarak) gegisinde, bir boyut esik seviyesini
astiklart i¢in tutuklandiklari ortaya ¢ikti (Nurse, 1975; Fantes ve Nurse, 1977). Daha
sonra olumsuz biiyiime kosullar1 ya da mutasyonlara kars1 hiicre boyutunu azaltarak,
Gi-S gegisinde ek bir boyut gereksinimini ortaya ¢ikarmaya calismiglardir (Nurse ve
Thuriaux, 1977; Martin-Castellanos vd., 2000). Fisyon mayanin G3-S’ de ikincil boyut
kontrolii, S. cerevisiae’ da boyut kontroliinde Oncelikle yavru hiicrelerine G1-S
gecisinde etki etmesine benzer. Mayada yapilan son caligmalarla, hiicre boyutunu
ayarlayan ve algilayan cesitli etkileyici mekanizmalar dnerilmistir (Turner vd., 2012).
Bu verilere dayanarak hiicre boyutu bagimli bir hiicre dongiisiinden rahatlikla
bahsedilebilmektedir.

Yukarida ki bilgiler 1s18inda SPBC409.084 delesyon mutantindan kaynakli gen
trtinii eksikliginin, oran-degisim noktast (RCP) adi verilen mekanizmay etkiledigi
diisiincesini ortaya ¢ikarmaktadir. Bundan dolay1 calismamizda, bilinen iki RCP’ nin,
ilk asamada daha ¢ok c¢alisilan GyM ve S boyut-bagimli kontrol noktalarina

yogunlagilmistir.
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Genetik taramada, boliinmede hiicre boyutunu kontrol eden bilesenler
tanimlanmistir (Nurse vd., 1976 ; Nurse,1975). Fisyon mayasit S. pombe’ nin, Cdk1’ in
diizenleyici kontrolii sayesinde boliindiigli ve mitoza girdigi saptanmistir (Jorgensen ve
Tyers, 2004; Rupes, 2002) Boliim 1.2.5” de (bkz. Sayfa 18) ayrintili bilginin verildigi
hiicre boyut kontrolii Cdkl yolaginda Poml, Cdr2, Cdrl ve Weel kontrolii ile
diizenlenmektedir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda Cdr1 ile lokalize olan Blt1’ de
bu yolaga eklenebilir. Hiicre boyut kontrolii ile ilgili yapilan birgok ¢alismaya ragmen
bu yolak tam olarak aydinlatilamamistir. Ozellikle Weel ve Cdc25’ i diizenleyen gesitli
faktorler tespit edilmesine ragmen, hiicre boyutu ve Weel-Cdc25-Cdkl modiilii
arasindaki baglantilari pek anlasilamamistir (Moseley vd., 2009). Bu nedenle ilgili
yolagin anlasilmasina yonelik daha o©nce yapilan c¢alismalarla, caligmamizdaki
SPBC409.084 delesyon mutantindan elde edilen sonuglar karsilastirilarak, benzer
sonuclar degerlendirilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Moseley vd. (2009) hiicre boyut yolagindaki genlerin delesyon mutantlari
ile calismamizda ki SPBC409.084 mutantinin boy uzunlugu degerleri.

Irk Hiicre Boliinme Uzunlugu (um)
SPBC409.084* 11.89*
WT (972h) 13.35
WT (Moseley vd., 2009) 143+0.9
PomiA 11.7+£2.0
PomliA Cdc25® 17.0+ 1.6
Cdr24 204+1.3
Cdrig 19.5+1.3
PomliA Cdria 192+1.4
PomliA Cdr24 19.6+ 1.6
Weel® 6.8+ 0.9
Cdc25" 21.0+2.4

Yukarida hiicre boyut kontroliinde gorev alan proteinlerin eksikliklerinde basta
mitoza girig siiresi ve hiicre boyunda ki degisimler analiz edilmistir (Moseley vd.,

2009).
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Dikkat edildigi taktirde hiicre boyut kontrol yolaginda Weel’in uyarilmasindaki
gecikmeler hiicrenin mitoza girisini geciktirmis ve hiicre boylar1 daha uzun olarak elde
edilmistir. Cdr2 ve Pom1 arasindaki iliski incelendiginde ise hiicre polarite faktorlerinin
delesyonu, Cdr2’nin inhibisyonunun Oniine gectiginden hiicreler uyarilmasi gereken
vakitten daha once uyarilmiglar ve mitoza erken giris yapmiglardir. Weel delesyonunda
ise Cdkl’e miidahale eden ana protein ortadan kalktigindan siddetli bir hiicre boyu
kisalmasina sebebiyet vermistir (Jorgensen ve Tyers, 2004) (Cizelge 4.1).

Moseley vd. yaptig1 bu ¢alisma gostermektedir ki, hiicre polarite faktorlerinin
delesyonu hiicre boyutunda c¢ok siddetli olmasada anlamli kisalmalara neden
olmaktadir. Bizim SPBC409.084 mutantimiza bakildiginda ise hiicre boyutunda benzer
degisiklik gostermektedir. Pomi4 (Moseley vd., 2009) ve SPBC409.084 igin hiicre
boyutu degerleri gosterilmistir (Cizelge 4.1). Hiicre boyutu mekanizmasinin bir¢ok
delesyona ragmen calistyor olmast ve heniiz boyut yolagmin tam olarak
aydinlatilmamis olmasi SPBC409.08 geninin 6zellikle bir hiicre polarite faktorii veya
Cdk1 yolagini etkileyen herhangi protein olmasini muhtemel kilmaktadir.

SPBC409.08 geni i¢in spermin tagiyict ailesi olarak gorev yaptidi
distintilmektedir (Geo vd., 2011). TPO, ve TPO;3 olarak bilinen S. cerevisiae’ da
bulunan bu transmembran protein kanallar, spermin transferini kontrol etmektedir.
Bunlarin seviyelerini siki bir sekilde diizenlenmektedir ve bunlarin homeostazinda ki
herhangi bir hata hiicre biliylimesi i¢in zararlidir. Bu molekiiller, DNA yapisi, gen
ekspresyonu, protein sentezi, ve sinyal iletimi diizenlenmesi yani sira, hiicre biiyiimesini
ve farklilasmasinin modiilasyonunda stabilizasyon i¢in temel bir rol oynamaktadir
(Hayashi ve Murakami,1995; Fredlund vd., 1995; Bello-Fernandez vd., 1993; Gerner ve
Russell, 1977).

Poliamin metabolizmasi ve SPBC409.08 gen iirlinli arasinda iliski kurabilmek
icin eldeki veriler yetersizdir. Spermin miktar1 hiicre dongiisii ve biiylime gibi siirecleri
etkilemektedir. Ancak bunun bizim geni iirlinlimiizle iliskilendirilebilmesi i¢in yabanil
tip ve delesyon mutanti hiicrelerin poliamin miktarlari 6l¢iilebilir (Tomitori vd., 1999)
veya hiicre boyutunda ki degisimler digsal spermin uygulamasi (Kuznetsov vd., 2006)
ile giderilmeye calisilabilir. Bu gibi deneyler sonucunda, SPBC409.084 mutantinin
hiicre biliylime davranis1 hakkinda daha net bilgi elde edilebilir. Ancak poliaminlerin

tilkenmesi sonucunda biiyiimenin G1/S ve G,/M gegisinde tutuklanmasi bu siireglerin
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boyut kontroliinde yer alan oran-degisim noktalart (RCP)’ ler ile ayn1 fazda olmasi,
poliaminlerin hiicre boliinmesi ve biiyiimesi kontroliindeki diger proteinler ile iliskisinin
olabilme ihtimalini gli¢clendirmektedir.

SPACY.02cA mutant1 ile hiicre dongiisii ¢alismalar1 amaciyla vejetatif iireme
(mitoz boéliinme) ile hiicre boyut analizi, ¢iftlesme paterni olusumu ve mayoz boliinme
icin sporulasyon testi yapilmistir. Daha 6nce hiicre boliinmesi ve hiicre boyutu arasinda
ki iligkiyi gostermistik. Simdi rahatlikla hiicrede biiyiime oraninin her iki siirecide
etkiledigini sOyleyebiliriz. SPAC9.02c geni ile daha Once yapilan biiylime orani
calismalarinda yabanil tip degeri ortalama ~13,41um ve SPACY9.02cA mutantinin boyu
ortalama ~13,24 um olarak hesaplanmistir. SPACY9.02c4 boy uzunlugu ortalamasinin p-
value degeri yabanil tipe oranla anlamli degildir. SPAC9.02c geni ile ortolog olan Paal
geninin biilylime orani verileri karsilastirilmak istenmistir. Bu amagla, Yoshikawa vd.
(2011) tarafindan S. cerevisiae’ da yapilan biiyiime davranigi analizlerinde genlerin
over-ekspresyon ve delesyon mutantlari incelenmistir. SPAC9.02c geni ile ortolog olan
Paal geninin delesyon mutantinin biiyiime davranisina herhangi bir etkisinin olmadig:
gbozlemlenmistir. Aynm1 sekilde over-ekspresyon calismalarinda da ayni sonuglar
alimmistir (Yoshikawa vd., 2011). Bu sonuglara gére SPAC9.02¢ geni mitoz boliinme ve
hiicre boyutu degisiminde ve mekanizmasinda etkili degildir. Ortolog gen ile yapilan
hiicre biiylime g¢alismalart bizim elde ettigimiz bulgular ile Ortlismektedir. Poliamin
katabolizmasinda oldugundan dolay:r Spermidin/spermin atilimini etkileyebileceginden,
bu gibi maddelerin fazla birikimi hiicre homeostasisine olumsuz etki edebilir. Ancak
bliylime oraninda etkisinin goziilkmemesi, hiicrede ayni isleve sahip baska asetil
transferazlarin varligindan kaynaklanabilir.

Bu caligmada SPAC9.02c¢ geni ile yapilan mayoz bdlinme ve sporulasyon
caligmalarinda askus spor adi verilen tetrat yapilarin olusumuna rastlanmistir. Bu
sonuglardan yola ¢ikarak SPAC9.02¢ geni ve 975 h* yabanil tip S. pombe hiicreleri
arasinda ciftlesme paternlerinin normal gelisim gosterdigi ve mayozun gerceklestigi
gozlemlenmistir. SPAC9.02c geni ortologu olan Paal ile yapilan karakterizasyon
caligmalarinda sporulasyon ile ilgili bulguya rastlanmamustir.

SPBC409.084 mutant1 ile yapilan diger bir karakterizasyon c¢alismasinda,
hiicrelerin osmotik strese karst verdigi yanitin gozlemlenmesi amaciyla farkl

yogunluklarda NaCl, KCI, CaCl, ve sorbitol besiyerlerinde testler yapilmistir. 0,2 M
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NaCl igeren besiyerindeki SPBC409.084 mutanti ve yabanil tip 972 h™ hiicrelerinin
olusan koloni biiytikliikleri arasinda belirgin bir farklilik goriilmemistir. Erika Shor vd.
(2013) tarafindan 1 M NaCl kullanilarak yapilan deneylerden yola ¢ikarak, daha az
konsantrasyonda stres testleri yapilmistir. Bunun tizerine 0,9 M NaCl besiyerinde
tekrarlanan deneylerde yaklasik dort gilin siire beklenmesine ragmen lireme
gozlemlenmemistir. S. cerevisiae’ da ise TPO, (YGR138C) ortolog geni ile yapilan
mutant fenotip sonuglarina bakildiginda benzer sekilde 0,4 M NaCl besiyerinde
YGRI138CA4 mutantlarin muamelesine rastlanmistir. YGRI38CA mutantlarinin 0,4 M
NaCl ile muamelesinin ardindan vakuol biiyiikliigiinde ki degismenin anormal oldugu
ve % 5-10 arasinda kii¢lildiigii tespit edilmistir (Michaillat ve Mayer, 2013). 0,5 M KCI
uygulanmasi sonucunda ise besiyerlerinde olusan yabanil tip hiicreler ve SPBC409.084
mutant hiicreleri arasinda sekil 3.5° ta belirtildigi gibi herhangi bir lireme farklilig:
gozlenmemistir. Markus Proft ve Ramoén Serrano (1999) tarafindan yapilan osmotik
stres deneyinde benzer sekilde 0,5 M KCI sartlar1 altinda tireme gozlemlenmistir. Ancak
stres yolaginda gorevli olan Hogl4 mutantinda ise aym sartlar altinda iireme
goriilmemistir ( Markus Proft ve Ramon Serrano, 1999). Bunun iizerine KCI hiicreleri
miktarlar arttirilarak siddetli tuz konsantrasyonunda olusabilecek strese verilecek yanit
merak edilmistir. Gozden gegirilen stres kosullari literatiir taranarak tekrar
diizenlenmigtir. KC1 oran1 1 M olarak degistirilmistir (Giaever vd., 2002). 1 M KCI
igeren besiyeri ortamina eklenen SPBC409.0584 mutantlar1 bu ortamda birkag giin fazla
beklenmesinin ardindan, yabanil tiplere benzer oranda iireme gostermislerdir. Diger bir
yandan 1 M KClI ile yapilan bagka bir deneyde ise yabanil tiplerin sorunsuz bir sekilde
iremeye devam ettii izlenmistir (Stiefel vd., 2004). Stiefel vd. (2004) tarafindan
yapilan deneylerde wislA4 ve atfl4 gibi sinyal iletim yolag1 proteinlerinin yoklugunda
lireme gdzlenmemistir. {lk olarak 125 mM alman CaCl, oraninda sorunsuz bir sekilde
ayni oranlarda tireme takip edilmistir. Benzer sekilde 200 mM CaCl, ile yapilan
deneylerde yabanil tiplerde iireme goriiliirken, ayni sartlarda atf14 mutantlari ile yapilan
deneylerde iiremeye rastlanmamistir (Lawrence vd., 2007). Daha sonra konsantrasyonu
arttirtlmak istenen CaCly’in, literatiirde genellikle 0,1 M CaCl, (Subhashini vd., 2011)
orani ile kullanildigi bulunmustur, ancak daha yiiksek CaCl, oran1 denenmek
istendiginden 0,5 M olarak alinmistir. Bu CaCl, oraninda besiyeri {izerinde ki higbir

hiicre yogunlugunda iireme gozlemlenmemistir. Sorbitol i¢in ise yogun bir
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konsantrasyon kullanilarak iireme gozlemlenmistir. 2 M sorbitol (Suga vd., 2004)
varliginda besiyerinde yabanil tip ile SPBC409.084 mutantlar1 yaklasik ayni oranlarda
tireme gostermistir. Stiefel vd. (2004) tarafindan yapilan 2 M sorbitol kullanilan
deneylerde yabanil tiplerde lireme goriilmiistiir.

SPAC9.02cA mutanti ile yapilan osmotik stres analizleri amaciyla ilk olarak 0,2
M NacCl, 0,5 M KCI, 120 mM CaCl, ve 2 M sorbitol YEA besiyerleri hazirlanmistir. 0,2
M NacCl ile yapilan deneyler sonucu besiyerlerinde yabanil tip hiicreler ile SPAC9.02cA
mutantlar1 ile benzer iiremeler gézlenmistir. SPAC9.02cA mutanti ile yapilan osmotik
stres c¢aligsmalarinda kullanilan minimum ve maksimum besiyeri konsantrasyonlari
aynidir. Bu nedenle, SPBC409.084 ve SPACY9.02¢A mutanti i¢in kullanilan besiyeri
referanslar1 ortaktir. 0,2 M NaCl kullanilarak yapilan deneylerde yabanil tip S. pombe
hiicreleri ile ve SPACY.02¢c4 mutantlari ayni oranda tireme gostermislerdir. 1 M NaCl
(Erika Shor vd., 2013) referans alinarak hazirlanan, 0,9 M NaCl besiyerinde tekrarlanan
deneylerde yaklasik dort giin siire beklenmesine ragmen lireme gozlemlenmemistir. S.
cerevisiae’ da ortolog gen Paal (YDRO71C) ile yapilan deneylerde 0,4 M NaCl ile
muamelesi sonucunda vakuol hacminde ki biiyiikliigiin % 20-50 oraninda azaldig1 tespit
edilmistir (Michaillat ve Mayer, 2013). 0,5 M KCI ve 1 M KCI (Giaever ve vd., 2002)
uygulanmas1 sonucunda ise besiyerlerinde olusan yabanil tip hiicreler ve SPAC9.02cA
mutant hiicreleri arasinda sekil 3.5 de belirtildigi gibi herhangi bir tireme farklilig1
gozlenmemistir. 125 mM aliman CaCl, oraninda yabanil tip ve SPAC9.02c4 mutantt
hiicrelerde sorunsuz bir sekilde ayni oranlarda lireme takip edilmistir. Daha sonra
konsantrasyonu arttirilmak istenen CaCl,’in  literatiirde genellikle 0,1 M CaCl,
(Subhashini vd., 2011) orani ile kullanildigi bulunmustur, ancak daha yiiksek CaCl,
orani denenmek istendiginden 0,5 M olarak alinmistir. Bu CaCl, oraninda besiyeri
tizerindeki higbir hiicre yogunlugunda iireme goézlemlenmemistir. S. cerevisiae’ da
ortolog Paal geni ile yapilan osmotik stres deneylerine bakildiginda ise 0,2 M CacCl; ile
muamele sonucunda YDR(071CA mutantlarinin CaCl; ‘e kars1 asir1 hassasiyet gosterdigi
bulunmugtur (W. J. de Groot vd., 2001). Sorbitol i¢in ise yogun bir konsantrasyon
kullanilarak iireme gozlemlenmistir. 2 M sorbitol (Suga vd., 2004) varliginda
besiyerinde yabanil tip ile SPACY9.02c4 mutantlar1 yaklasik ayni oranlarda lireme
gostermistir. W. J. de Groot vd. (2001) tarafindan kafein ile yapilan deneyler 0,5 M
sorbitol ile stabilize edilmistir. Bu deneylerde YDR(071CA mutantininda i¢inde oldugu
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17 delesyon mutantinda hassasiyet goziikkmiis ve Styl yolaginin aktif oldugu
gorilmiistiir.

Maya hiicrelerinin yliksek osmoloriteye maruz kalmasi plazma zar1 ve canlilif
tizerinde iyon ge¢isinin ¢okiisii ve su kaybina neden olur (Mark Toone ve Jones, 2004).
Genellikle deneysel osmolite olarak kullanilan NaCl ve KCI gibi bilesiklerin yiiksek
konsantrasyonlarina maruz kalinmasi, sadece yiiksek sodyum iyon konsantrasyonu- ya
da muhtemelen kloriir- toksik etkileri tarafindan uyarilan osmotik stres ayni zamanda
tuz stresi ile sonuglanir. S. pombe’ de, osmotik strese transkripsiyonel yanit Styl SAPK
yolag ile diizenlenir (Millar vd., 1995). Mikro dizi analizleri Styl’in hemen hemen tiim
osmotik stres yolagi i¢in gerekli oldugunu gostermektedir (Chen et al. 2002/3).
Gergekten de, Styl veya atfl mutantlar osmotik strese cesitli sekillerde asirt
duyarhdirlar. Bu nedenle, bu Styl yolag: gibi stres ile aktive olan MAP kinaz yollarinin
evrimsel kdkeni osmotik stres diizenleyicileri olmalar1 miimkiindiir. Na* ve Li* dahil
olmak tizere toksik katyon diizeylerinin regiilasyonu spesifik membran ve vakuolar iyon
pompalar1 ve plazma membran potansiyelinin diizenleyicileri tarafindan kontrol edilir
(Mark Toone ve Jones, 2004). S. pombe’ de, Na* ve Li* sod2*/SPAC977.10 tarafindan
kodlanan Na*/H" antiporter icerir (Jia vd., 1992). Her iki mayada da K* iyonu igin Trkl
ve Trk2 tasiyicilar ile hiicreden atilir (Mark Toone ve Jones, 2004). KCI, NaCl ve
CaCl, gibi tuzlarin ilk uygulanan konsantrasyonlar1 dikkate alindiginda vakuol
hacimlerinin NaCl’ de oldugu gibi kiiciildiigii diisiinilebilir. Canliligin ve iiremenin
devam ederek yabanil tipe oranla benzer sonuglar alinmasi, Styl SAPK yolag:i adi
verilen sinyal iletim yolaginin osmotik strese karsi regiile oldugunu goéstermektedir.
Regiilasyonun ger¢eklesmesi SPBC409.08 ve SPAC9.02¢ gen iirlinlerinin bu yolakta
dogrudan bir etkisinin olmadigini sdylemek igin yeterlidir. Ikinci olarak uygulanan
yiiksek tuz konsantrasyonlarinda ise toksik etki birikiminden dolayi, Na*/H" benzeri
transport tasiyici sisteminin ¢dkmiis oldugu ve vakuol hacminin yiiksek oranda
hacimsel azalmaya maruz kaldig1 sdylenebilir. Bu siire¢ ise strese bagli apaptoza veya
epey beklendikten sonra bazi {iremelerin goziikmesi liremenin asir1 bir sekilde
yavaglamasina neden olabilir. Bu siirecin ise devam ediyor olmasi canlilik ve iireme
yetenegi lizerine olumsuz etki goOstermistir. Diger taraftan, SPBC409.084 ve
SPACY9.02cA mutantlari ile yapilan deneylerde ilk uygulanan tuz Konsantrasyonlarinda
0,2 M NaCl, 0,5 M KCI, 120 mM CaCl; ve 2 M sorbitol i¢in liremenin goziikkmesi,
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hiicre canliliklariin  yitirilmesi  i¢in  konsantrasyon sinirlarmin  asilmadigin
gostermektedir. Cilinkii benzer deneylerde ayni araliklarda iireme sonuglarina
rastlanmistir. Diger yandan 0,9 M NaCl, 1 M KCI ve 0,5 M CaCl, gibi ortamlardan
sadece 1 M KCI’ de iiremenin gozlenmesi tuz konsantrasyonlari ag¢isindan esik
degerlerin farkli oldugunu gostermektedir. 0,9 M NaCl ve 0,5 M CaCl; igin canlilik esik
degerinin daha diisiik bir aralikta olmas1 beklenmektedir. Bu amacla NaClI ve CaCl; igin
farkli degerlerde deneyler tekrarlanabilir. SPACY.02cA mutantinin osmotik strese karsi
verdigi tepkileri yorumlamak amaciyla, SPBC409.084 mutant1 icin yapilan
degerlendirmelere ek olarak, 0,4 M NaCl i¢in vakuol biiytikligii degisiminin % 20-50
arasinda olmast goéz Oniinde bulundurulabilir. SPBC409.084 mutantt hiicrelerin
gosterdigi vakuol biiylikligi degisimi % 5-10 arasinda iken, SPAC9.02c4 mutantinda
bu oranin daha fazla olmasi gen {iriiniiniin islevinin gerceklesmemesi ile hiicrede
spermin/spermidin miktarin artmasi ile iliskili olabilir. Hiicre igerisinde Na* ve CI’
toksik iyonlarinin artmasi ve bir yandan da hiicre i¢erisinde mevcut poliaminlerin disari
atilamamasi vakuoliin su kaybetmesini hizlandirmaktadir. 0,9 M NaCl oraninda
canliligin olmamasi, bu oranlara bakilarak vakuoliin asir1 su kaybetmesini ve plazma
zar1 ve canliligi tizerinde iyon gecisinin ¢okiisiine ve su kaybina neden olur (Mark
Toone ve Jones, 2004). Diger yandan ortolog gen YDR071CA4 ile yapilan 0,2 M CaCl,
deneyinde asir1 hassasiyet gozlenmistir. Oysa 0,5 M CaCl, ‘de herhangi bir yasam
bulgusuna rastlanmamustir. SPAC9.02c4 mutantinin canlilik aktivitesi gostermesi ve
hassasiyet degerlerinin gozlenebilmesi amaciyla ~0,2 M civarinda ve 0,5 M’ dan asag1
degerlerde CaCl; spot testleri yapilabilir.

Son olarak ise delesyon mutantt S. pombe hiicreleri iizerinde DNA hasari
olusturmak amaciyla UV ve hydroxyurea testleri yapilmistir 4 mM hydroxyurea ile
muamele edilen yabanil tip, SPAC9.02c4 ve SPBC409.084 mutant: hiicreler sekil 3.7’
de gosterildigi oranlarda lireme gostermistir. Daha sonra hydroxyurea konsantrasyonu
arttirtlarak 10 mM” a ¢ikarilmistir (Ronald W. Pero vd., 1990; Pao-Chen Li vd., 2013 )
Arttirnlan bu konsantrasyon altinda yabanil tip, SPAC9.02c4 ve SPBC409.084
mutantlarinda da tireme gézlemlenmistir. Bu oranlarda yabanil tipte lireme gbzlenmesi
normal karsilanmaktadir. Daha 6nce mayalarla yapilan deneylerde, yabanil tip S.
pombe’ de 5 mM’ da (Frazer ve G. Young, 2011) ile yabanil tip S. cerevisiae’ da 50 ve
100 mM’ da (Unnikrishnan vd., 2011; Maria Soriano-Carot vd., 2012) iireme
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gdzlemlemislerdir. UV 15181 ile radyasyona maruz kalma sonucunda ise 50 jull/m?, 100
jull/m? ve 200 jull/m? enerji seviyelerinde yabaml tipler, SPAC9.02¢A4 ve SPBC409.084
mutantinda tiremeler gézlenmis ve birbirine yakin koloni biiyiikliikleri olusturmusturlar.
Literatiire bakildiginda ise 120 jull/m? ve 150 jull/m? degerlerinde yabanil tip S. pombe
hiicreleri tiremelerini siirdiirmiislerdir (Qmu vd., 2012). 200 jull/m? veya iizerinde iireme
ile ilgili herhangi bir bulguya rastlanmamustir. Bundan dolayr bizim 200 jull/m®
degerimiz lremenin goziiktigi tst siirlardan biri olarak degerlendirilebilir. Bununla
birlikte 500 jull/m?ve 1000 jull/m? ¢ de iireme bulgusuna rastlanmamustir. Bu degerlerle
basta S. pombe olmak iizere diger maya tiirlerinde de c¢alismaya rastlanmamistir.
Bundan dolay1 bu iki deger liremenin olmadig: iist sinirlar olarak nitelendirilebilir.
Hydroxyurea (HU), dNTP olusumunu engelleyerek DNA replikasyonunu bloke
etmektedir (Ko¢ vd., 2003). UV 1s1mas1 ise DNA iizerinde hasarlara yol agmaktadir
(Rajeshwar ve Donat-P., 2002). Bundan dolayr HU ve UV 1simas1 hiicre igin oksidatif
stres olarak degerlendirilmektedir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS), siiper oksit anyonu
(O7), hidrojen peroksit (H,0,), ve hidroksil radikali (OH-), kimyasal indirgeme
tarafindan olusturulan hiicresel oksidaz, peroksidaz ve mono-ve dioksijenaz ile oksijen
ve UV veya diger ¢evresel ajanlara maruz kalma birer oksidatif stres ¢esididir (Toone
ve Jones, 2004). Ayrica HU islemi de, yanlis protein katlanmalar1 ve toksik maddelerin
aktivasyonu ile oksidatif strese ve hiicre 6liimiine yol agmaktadir (Davies vd., 2009). Bu
nedenle oksidatif stres olusumuna verilecek cevaplarin yetersizligi hiicrenin 6liimiine
yol agacagindan, bu deneyde ilk olarak strese kars1 etkili mekanizmalar incelenmelidir.
Cesitli HU miktarlarinda ve UV enerji seviyelerinde hayatta kalma ile sonuglanan
deneylere bakildiginda, bu mekanizmalarda dogrudan gorev alan proteinlerin
SPBC409.08 ve SPAC9.02c geni ile iliskisinin bulunmadig1 sdylenebilmektedir. Ancak
stres yolagi sonucunda ki cevap ile olusan, bazi molekiillerin hiicreyi korumaya yonelik
tepkilerine bakilabilir. Bu molekiillerden biride pek ¢ok canlida fizyolojik ve gelisimsel
stiregleri kontrol ettigi diisiiniilen spermin (Spm), Spermidin (Spd) ve bunlarin 6nciilii
putresin(Put) gibi poliamin molekiilleridir (Kusano vd., 2007). Poliaminler i¢in 6nerilen
bir islev de, reaktif oksijen tiirlerinin hasar1 (ROS)’ tan hiicreleri koruyan bir rolii
oldugudur (Singh Gill ve Tuteja, 2010). Ha vd. (1998) tarafindan yapilan ¢alismalarda,
hiicresiz sistemlerde fenton reaksiyonlar1 ile iiretilen ROS, spermin tarafindan

temizlenmistir. UV ile yapilan calismalarda ise bazi laboratuarlarda endojen hiicresel
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poliaminlerin ¢ikarilmasi sonucu radyasyona maruz hassasiyette artmistir (Arundel vd.,
1988; Courdi vd., 1986; Snyder ve Schroeder, 1994; Snyder ve Sunkara, 1990;
Williams vd., 1994) diger laboratuarlarda ise hassasiyetlerde bir artis olmamustir
(Gerner vd., 1988; Kuo vd., 1987; Seidenfeld vd., 1980).

SPBC409.084 mutantina baktigimizda spermin tasiyici ailesi yoniinden olusan
kusur, hiicre igerisinde spermin miktarini etkileyebilmektedir. Daha 6nce poliaminler ve
bunlardan spermin ile ilgili oksidatif strese karsi nasil etkisinin olabileceginden
bahsetmistik (bkz. Sayfa 29). HU’ da 4 mM ve 10 mM konsantrasyonlarda hiicrenin
birka¢ giin igerisinde hayatta kalip iiremeye devam etmesi iki olasilikla miimkiin
olmaktadir. Oncelikle hydroxyurea miktarmm belli esik deger altinda olmasi
muhtemeldir. Bunun en iyi kanit1 farkli maya tiplerinde daha yiiksek konsantrasyonda
tiremelerin goziikmesidir. Hiicre icerisindeki rediiktaz miktar1 tekrar dengelenmis ve
replikasyona devam edilmistir. ikinci olasilikta ise hiicre igerisinde TPO, veya TPOs
olarak ongoriilen proteinlerin kusuru nedeni ile hiicre digina atilamayan spermin
miktarindan dolayr HU faktoriine karsi, Ha vd. (1998) tarafindan belirtilen asir1 spermin
miidahalesi hayatta kalma ve devamliligi saglamistir. Ancak ilk olasilikta farkl
konsantrasyonlarda hayatta kalma ve lireme durumu gostermektedir ki, SPBC409.08
geni i¢in yapilan delesyon caligsmalart bu genin stres mekanizmasinda herhangi islevi
olup olmadigi konusunda yeterli bilgi vermemektedir. Ayrica ¢ok farkh
konsantrasyonlarda deneyler tekrarlanmalidir. Diger yandan bagka bir sonugta, yabanil
tip S. pombe ve SPBC409.084 mutantlar ile yapilan HU ¢alismalarinda alinan sonuglar
SPBC409.08 geninin stres yolaklar1 ile o6zellikle poliaminler ile ilgili iliskisinin
olmadig1 yoniindedir. SPAC9.02¢c4A mutantina baktizimizda Spermidin/spermin N*-
asetiltransferaz (SSATI1) aktivitesi yOniinden olusan kusur, hiicre igerisinde
spermin/spermidin miktarmi etkileyebilmektedir. Oncelikle hydroxyurea miktarmin
belli esik deger altinda olmast muhtemeldir. Bunun en iyi kaniti farkli maya tiplerinde
daha yiiksek konsantrasyonda liremelerin géziikkmesidir.

UV 1smmasi ile yapilan deneylerde 150 jull/m2 ‘nin iizerinde referans alacagimiz
bir degerin bulunmamasi bizim i¢in dezavantajdir. Elimizde var olan bilgiler 1s1ginda 50
jull/m?, 100 jull/m? ve 200 jull/m? degerlerinde iiremenin yabaml tip ve delesyon
mutantlarinda goziikmesi, hiicrelerin belli bir esik siddetini gegmemis DNA hasarlarina

kars1 ayni tepkiyi verdigini sdylememiz i¢in yeterli olabilir. Burada SPBC409.08 ve
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SPAC9.02¢ gen iiriiniiniin UV ile olusan DNA hasarinin tamir yolaginda dogrudan
herhangi bir etkisinin olmadigint gérmekteyiz. UV stresinde poliamin rollerinden
bahsedebilmemiz i¢in yabanil tip ve delesyon mutanti hiicrelerin poliamin igerigi
Olclilmeli ve farkli deger araliklarinda UV 1s1mas1 yapilmalidir. 500 jull/m2 ve 1000
jull/m? UV degerlerinde iiremenin goziikmemesi, hiicrenin geri déniisiimsiiz fizyolojik
ve patolojik hasarlar meydana gelmesi sonucu apaptoza gitmesi ile agiklanabilir.

Bu ¢alismada SPBC409.084 ve SPAC9.02cA mutantlart ile yapmis oldugumuz
hiicre dongiisii ve stres analizleri sonucunda, SPBC409.084 mutantinin hiicre boyut
kontrolii i¢in Onem arz eden bir gen {riiniiniin eksikligine neden oldugu
diistiniilmektedir. Ancak diger testlerde herhangi anlamli bir bulgu elde edilmemesi bizi
yaniltmamalidir. Bu delesyon mutantlar1 ile yapilacak olan hiicre i¢i poliamin miktar
degisiminin olgtilmesi (Tomitori vd., 1999), dissal poliamin uygulanmasi (Kuznetsov
vd., 2006) ve igsel poliamin miktarlarinin azaltilmasi ( Samartzidou ve Delcour, 1999)
over-ekspresyon caligmalari, farkli toksik maddelerle yapilacak stres testleri ile gen
tiriinlerinin  hiicre dongilisii boyunca yerlesiminin izlenmesi gibi hiicre biyolojisi
calismalar1 bu genlerin karakterizasyonuna 6nemli katkilar yapacaktir. Yapilacak bu
caligmalar gerek S. pombe model organizmasinin yasamsal faaliyetlerinde ki
mekanizmalarin aydinlatilmasini saglayacak gerekse de yapilacak filogenetik analizler
ve karsilagtirmali genom analizleri yoluyla, diger organizmalardaki iligkili genler

aydinlatilabilecektir.
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