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OZET

Chlamydomonas reinhardtii P.A. Dangeard 1888’de EYE2 Protein
Ekspresyonunun Farkhh Parametrelere Bagh Olarak Degisiminin
Belirlenmesi

OZTURK YIGIT, Esra

Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Atakan SUKATAR
Temmuz 2017, 84 sayfa

Tek hiicreli yesil alglerden olan Chlamydomonas reinhardtii disaridan gelen
15181 algilayan ve 15181 siddetine gore ylizme yOniiniin belirlenmesini saglayan
g0z noktast adi verilen Ozel sistemlere sahiptir. Go6z noktasinin gerek
graniilasyonu gerekse foksiyonunun sekillenisinde gorevli olan ve goz noktasinda
lokalize olan bes farkli protein gosterilmistir. Bu proteinlerden biri olan EYEZ2,
fotoreseptorlerin  yoklugunda kloroplast stromasinda pigment graniillerinin
organizasyonunda gorevlidir. Ilgingtir ki eye2-2 mutant suslarinda gozlenen
normalden farkli géz noktasi fenotipi, bu proteinin redoks sinyal kaskad
sisteminde fonksiyonel oldugu hipotezini dogurmustur. Bu verilerden yola ¢ikarak
hazirladigimiz tez ¢alismasinda amacimiz; EYE2’de iki redoks sistein rezidiisiinii
igerecek bigimde olusturulan mutantlar ve yabanil tip hiicrelerde EYE2 protein
ekspresyonunun degisiminin zamana ve besiyerine bagli olarak incelenmesidir.
Bu amacla, mutant sus olusturmaya yonelik ¢alismalar yapilmis ve TAP, R, M
besiyerlerinde kiiltiire edilen hiicrelerde, EYE2 protein ekspresyonu western blot
yontemi ile incelenmistir. Yabanil tip ve elde edilen mutant hiicreler kullanilarak
yapilan ekspresyon denemelerinde farkli besiyerlerinde, suslar arasinda ya da

zamana bagli EYE2 protein artisinda dikkate deger bir fark goriilmemistir.

Bu calisma, Prof. Dr. Atakan SUKATAR’m yiiriitiictisii oldugu 1157184
No’lu TUBITAK projesi ile desteklenmistir.

Anahtar sozciikler: Chlamydomonas sp., EYE2, Western blot, G6z noktas1






ABSTRACT

Investigation of The Change In EYE2 Protein Expression At
Chlamydomonas reinhardtii P.A. Dangeard 1888, With Regard To
Varying Parameters

Ozturk Yigit, Esra

Ph.D. Dissertation, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Atakan SUKATAR
July 2017, 84 pages

EYE2 one of these proteins is regulated the organization of pigment
granulation in the chloroplast stroma in the lack of photoreceptors. Interestingly,
eye2-2 mutant strain’s eyespot different from wild type strain, these reports led us
to the hypothesize that these proteins are functional in the system of redox signal
cascade. Based on this data, our aim was investigation of the change in EYE2
protein expression level with regard to time and medium in wild type and EYE2
mutant cells, which are formed through inclusion of two redox sistein residues.
For this purpose, mutant strains were constructed and the expression level of
EYE2 was explained by western blot in cells which were grown in TAP, R, M
medium. Expression experiments of EYE2, using wild type and mutant cells did
not reveal any significant difference in medium-dependent, strain-dependent or
time-dependent.

This study was supported by grant TUBITAK 1152184, under the principal
investigatorship of Prof. Dr. Atakan SUKATAR.

Keywords: Chlamydomonas sp., EYE2, Western blot, Eyespot
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1. GIRIS

Yesil algler birbirinden farkli tiim sucul ortamlarda ve karasal habitatlarda
yayilis gdsteren ve milyonlarca yildir global ekosistem i¢in 6nemli ve kritik roller
iistlenen bir alg boliimiidiir (Falkowski et al., 2004; O’Kelly, 2007; Leliaert et al.,
2011). Yesil alglerin endosimbiyozis teorisine gore 1.5 milyar yil kadar dncesinde
heterotrofik Okaryotik bir hiicrenin bir siyanobakteri hiicresini yakalamasi ve
birlikte yasamaya baslamalari ile olustugu One siiriilmektedir (Wallin, 1927;
Archibald, 2009; Keeling, 2010).

Bir ¢ok yesil alg model sistemler olarak ya da ekonomik 6nemleri nedeniyle
kullanilmistir.  Calvin  dongiisii  olarak bilinen 1518a bagli  fotosentez
reaksiyonlariin gosteriminde Melvin Calvin, Chlorella cinsini kullanmig (Calvin
and Benson, 1948), transplant demeleri i¢in Joachim Hammerling ise biiyiik
hiicreli Acetabularia cinsini kullanmistir (Leliaert et al., 2012). Tek hiicreli
flagellar yap1 gosteren Chlamydomonas reinhardtii ise uzun siiredir model
organizma olarak fotosentez, kloroplast olusumu kamg1 hareketliligi ve olusumu,
hiicreler arasi iletisim, sirkadiyen ritim ve hiicre dongiistiniin kontrolii gibi
caligmalarda yabanil tipi dahil bir ¢ok gen spesifik mutant susu ile birlikte
kullanilmaktadir (Rochaix, 1995; Harris, 2001; Grossman et al., 2003; Breton and
Kay, 2006).

Disardan gelen 15181 algilama ve bu 1518a gore yanit olusturma yetenegine
sahip olan yesil algler, fotoreseptér bakterilerin aksine sadece 1181 tarama
Ozelliginin yani sira 1518a yonelim yetenegine de sahip oldugu bilinmektedir. Yesil
alglerde 1s18a yanitin farkli sekilde olabildigi gosterilmistir. Bunlarin arasinda en
stk duyulanlar pozitif fototaksis (1s1ga yonelim) ve negatif fototaksis (1siktan
kagig) disinda, fotosok ya da diger adiyla fotofobik yanit (yiiksek 1s1k
yogunluguna yanit olarak yiizmenin aniden durmasi ve geriye dogru hareketin
baglamasi), fotokinesis (1s1k yogunluguna gore ylizme hizinin diizenlenmesi) gibi
hareket yetenekleridir. Bu hareket yetenekleri, fotosentez ig¢in dogru 1s18in
bulmasini saglamasi nedeniyle yasamsal oneme sahiptir (Hegemann, 1997;
Sineshchekov et al., 2002; Govorunova and Sineshchekov, 2005; Roberts, 2006).



Chlamydomonas reinhardtii yukaridaki tim bu 15182 bagh hareketleri ile
bilinmektedir. Diger yesil alglere benzer olarak, Chlamydomonas da s6z konusu
bu hareket yetisinin gerektirdigi dzel hiicresel dzelliklere sahiptir. Ik olarak goz
noktas1 (stigma, eyespot) olarak bilinen 6zel bir fotoreseptére sahip oldugu
gosterilmistir ki -bu yapinin basarili fototaktik hareket ve yetenekler i¢in oldukga
onemli oldugu bilinir- (Witman, 1993).

Chlamydomonas, molekiiler genetik ve klasik ¢alismalara kolayca yanit
verebilmesi nedeniyle gosterilen bu fotoreseptor sistem igerisinde goz noktasi
olusumun ve fonksiyonunun agiklanabilmesi amagli yapilan g¢aligmalarda da

oldukga sik kullanilmugtir.



2. CHLAMYDOMONAS’DA FOTORESEPTOR SISTEMLER

Chlamydomonas 1n 1518a yanitinda dort 6nemli bilesen gdsterilmistir; sinyal
alict (fotoreseptorler), sinyal arttirict (Pigment graniil tabakalari), yanit tiretici
(sinyal aktarim yolag1), yanit etkisi (iki kamg1). Sekil 2.1°de Chlamydomonas 1n

icerdigi tiim fotoreseptor bilesenleri goriilmektedir.

Pigment graniil tabakalar1 151k mikroskobunda parlak kirmizi-turuncu
benekler halinde hiicrenin ekvator diizleminde goriiliir. Yabanil tip hiicrelerde goz
noktas1 sadece bir tane ve hiicrenin yiizeyine yakin goriiniir. G6z noktasinin
olusumu hiicrede asimetri olusmasina da sebep olmaktadir (Holmes and Dutcher,
1989). Hiicre boydan boya ikiye boliindiigiinde olusan iki par¢adan birisi goz
noktasini igerirken digeri icermez ve bir kamgi ile bir goz noktasini igeren kisma
cis-kamg¢1, goz noktasinin igeremeyip sadece tek bir kamg1 igeren diger kisma ise
trans-kame¢1 adi verilmektedir (Roberts et al., 2001; Yoshimura et al., 2005).
Hiicreler diger diizlemde de ikiye ayrilmasi durumda da her iki kamg1 Sekil 2.1°de

ki gibi ayn1 diizlemde yer alacaktir.

Chlamydomonas’da g6z noktasi ile kamg¢1 vurus diizlemi arasinda 45°’lik
a¢1 bulunmaktadir, fotoreseptoriin bu 6zelligi 151k yoniiniin tek diizlem sizerinde
izlenmesi i¢in dnemlidir bu amagla hiicreler kendi ¢evrelerinde donerek yiiziip

sarmal bir yol izlemektedirler.



Trans kamgl
kamgl

Sekil 2. 1. Chlamydomonas fotoreseptor bilesenleri, Roberts et al., (2001), Thompson (2016),
Mittelmeier et al., (2015)’den alinarak yeniden diizenlenmistir.

2.1 Goz Noktasiin Asimetrik Yerlesiminin Fotoreseptorler Sistemlere Etkisi

Hiicre igerisinde g0z noktasinin asimetrik yerlesiminin fotoreseptor
sisteminin ylizme yoniine olan duyarliligini arttirdigi bilinmektedir (Foster and
Smyth, 1980). Soyle ki g6z noktast graniilleri, fotoreseptor, ve sinyal
mekanizmast i¢in uygun yerlesimin belirlenmesinin, hiicre igerisinde ki spesifik
hiicre i¢i elementlerinin ve bilesenlerin ortaklig1 ile saglandigi diistiniiliir.
Chlamydomonas’da her bir kamg¢1 bir bazal cisimcik ile iliskilidir ve bazal
cisimcik ile kamg¢1 hiicrenin 6n (bas) kisminda bulunmaktadir. Her bir bazal
cisimcik, iki mikrotiibiil kokeiigii (rootlet) ile iligkilidir. Bunlar iki numarali
kokgiik ve dort numarali kokgiik olarak isimlendirilir ve hiicrenin 6n kismindan
boylu boyunca uzanarak ve hiicrenin sonuna gelmeden sonlanirlar. Tim
Chlamydomonas hiicreleri, hiicrenin boliinmesinden 6nce olusmus bir tane bazal
cisimcik (Daughter (M) basal body) ve en az bir 6nceki boliinmeden kalmis bir

tane daha bazal cisimcik (mother (M) basal body) olmak iizere iki bazal cisimcik



icerir. GOz noktas1 ise yabanil tip hiicrelerde hiicre bolinmesi disinda 4 numarali

ogul mikrotiibiil kok¢iigiiniin yaninda bulunmaktadir (Sekil 2.2).

Kamgt Kamgt

Goz noktast

Sekil 2. 2. Chlamydomonas hiicresinde kamgi ve kamg¢1 kokgiiklerinin sematik ¢izimi. Bazal
cisimcikler kiiglik kutucuklar seklinde gosterilmistir ve her bir bazal cisimcik kamg1 kokciikleri ile
iligkilidir. Ogul bazal cisimcik (Daughter basal body, D) ile iligkili kamg¢1 kokgiik ve yapilart mavi
renklidir, Anag bazal cisimcik (Mother basal body, M) ile iliskili kam¢1 kdkgiik ve yapilart kirmizi
renkli verilmigtir. 2 ve 4 numarali kame1 kokgiikleri bazal cisimcikler ile iliskilidir. G6z noktasi
turuncu goriinmektedir ve D4 ile iliskilidir. D4 kame¢1 kokii digerlerinden uzundur. A. Hiicrenin
onden goriingliniin sematik ¢izimi, B. Hiicrenin {istten goriiniisiiniin sematik ¢izimi. Cizimler
Thompson (2016)’dan alinarak yeniden diizenlenmistir Roberts et al., (2001), Thompson (2016),
Mittelmeier et al., (2015)’den alinarak yeniden diizenlenmistir.

Hiicre boliinmesi diizlemi, g6z noktasinin iizerinden dogrudan dogruya
uzanir, bu siirecte goéz noktasi tim hiicre ylizeyinden kaybolur ve hiicre
bolinmesinin baglarinda hi¢ bir goz noktasi aktivitesi gériilmez (Morel-Laurens
and Bird, 1984; Holmes and Dutcher, 1989, Mittelmeier et al., 2015). Bu
kaybolmanin sebepleriyle ilgili 6ne siiriilen farkli fikirler bulunmaktadir,
bunlardan bazilari; graniil tabakalarinin diizensiz olmast (Holmes and Dutcher,
1989; Gaffal et al., 1993; Yang and Tsuboi, 1999). Kloroplastin derinlerinde
kaldig1 i¢in goriinmemesi seklindedir (Morel-Laurens and Bird, 1984). Hiicre
boliinmesinin ardindan yeni gbz noktasi ogul bazal cisimcik ile iligkili olan D4
mikrotiibiil kokgligiiniin yaninda gortiniir (Holmes and Dutcher, 1989; Gaffal et
al., 1993; Yang and Tsuboi, 1999; Mittelmeier et al., 2015). Yakin gegmiste
Mittelmeier et al.,, (2015) tarafindan yapilan imminfloresans mikroskobi
caligmalarinda hiicre boliinmesi sirasinda g6z noktasinin  ve hiicredeki

degisimlerin goriintiileri var olmakla birlikte yine de graniillerin bu siirecte



isleyisleri ile ilgili yeterli veri bulunmamaktadir. Ancak ge¢mis yillarda One
stiriilen iki olasilik s6z konusudur, ilki graniiller tamamen kaybolup, boliinme
sonras1 yeniden sentezlenmesi seklinde iken (Holmes and Dutcher, 1989; Yang
and Tsuboi, 1999), digeri graniillerin diizensizleserek dagildigi ve boliinme
ardindan ogul nesilde hiicresel bilesenlerin etkisiyle yeniden organize olarak ¢ok
tabakali graniiler yapiyr yeniden olusturdugu seklindedir (Morel-Laurens and
Bird, 1984; Yang and Tsuboi, 1999).

GOz noktast olusumu ile ilgili hala bilinmeyenler olsa da mikrotiibiil
kokgtiklerinin g6z noktast pigmentlerinin olusumundan hemen 6nce olustugu

bilinmektedir (Holmes and Dutcher, 1989; Mittelmeier et al., 2013).

Ogul bazal cisimcikten ¢ikan D4 mikrotiibiil kokeiigii ile g6z noktasinin es-
lokalizasyonunun  sebebi  olarak, D4’tin  kloroplast i¢inde pigment
graniilasyonunun ve plazma membraninda ki fotoreseptorlerin olusumunda hiicre
cekirdegi ile birlikte rol oynamasi, dolayisiyla hiicre icindeki 6nemli fonksiyonu
gosterilir. Bu varsayimin disinda bir diger diislince ise, D4’iin fotoreseptorler gibi
gorsel Dbilesenlerden birisi oldugu ve fotoreseptorlerin bu sayede pigment
grantillerinin uygun pozisyonu i¢in sinyal alabiliyor oldugudur. Her iki olasilikta
da ogul bazal cisimcikten ¢ikan D4 mikrotiibiil kokeiigii yapisal ve polipeptid ya
da protein igerigi olarak belirgin sekilde diger kokgiiklerden oldukga farklidur.
Ancak yine de hiicre bolinmesinden sonraki sinyal mekanizmasi ayrintili olarak

bilinmemektedir.

2.2. Goz Noktasi Pigment Graniillerinin Diizenlenmesi

Yesil alglerde pigment graniilleri karetonoid dolu yag graniilleri olarak
dizilmistirler. Chlamydomonas cinsinde de diger yesil alglere benzer olarak
pigment graniilleri kloroplast i¢inde kloroplast zarinin hemen altinda bulunurlar.
Chlamydomonas’da karetonoid graniillerinin alani yaklasik 1.3 pm? hiicre
yiizeyinde kapladigi alan ise %1 kadardir. C. reinhardtii’de pigment graniilleri
¢oklu tabakalar halinde bulunur (genellikle 2 olmasina karsin 3, 4’de olabilir). ilk
graniil tabakasi, kloroplast zar1 ve tilakoid membran arasina sikica paketlenmistir.

Sonra ki tabaka, tilakoid membranlar arasindadir. Graniil ve membranlarin bu



sekilde farkli diizenlenmesi goz noktasinin fonksiyonu i¢in olduk¢a onemlidir
(Foster and Smyth, 1980) ayrica g6z noktasinda ki bu tabakalar arasi bosluklar

g0z noktasinin yansitma 6zelligini destekledikleri i¢in de 6nemlidirler (Sekil 2.3).

Sekil 2. 3. C. eugametos goz noktast morfolojine ait gorlintii. A. Goz noktast (E) yaklagik 23
graniilden tek tabaka olarak olusur ve plazma membrani (PM)’nin altinda yerlesim gosterir
(belirtegler:0,2um). (B) Hiicrenin ylizeysel goriiniimii ve gbéz noktas: olarak yaklagik 100
graniilden olusan kristalimsi alana ait goriinti, kii¢iik resim; hiicre genel goriinimii (Kiiglik resim
belirte¢:0,5 pm). Walne and Arnott (1967).

2.2.1. Pigment graniil tabakalarinin fonksiyonu; golgelendirme ve yansitma

Chlamydomonas goérme yapist disaridan gelen 1sik yogunluguna oldugu
kadar 15181n gelis yOniine karsi da hassastir. Pigment graniilleri 15181in yoniiniin
algilanmasimi saglayan kritik bilesenlerdir. Sekil 2.4’de pigment graniil
tabakalarimin fonksiyonunu fototaksis’e karsi nasil kullandigi goriilmektedir. Sekil
2.4A’da 151k kaynagi goz noktasi ile aym1  yondedir. Isik fotoreseptdrlerini
aktiflestirecek potansiyele sahip sekilde direkt olarak gelir. Eger aktivasyon
olmazsa, 151k goz noktasina vurur ve fotoreseptorlere dogru tekrar potansiyel
aktivasyon enerjisi ile yansir (Kreimer and Melkonian, 1990; Schaller and Uhl,
1997). Sekil 2.4B’de ki gibi 151k kaynagi ile goz noktasi farkli yonde oldugunda
ise 1s1k fotoreseptorleri aktive etmek i¢in tiim hiicre boyunca ilerlemek
zorundadir. Bu durumda 1s181n kloroplast boyunca ilerlemesi gerekmektedir ki bu

da hiicre igerisinde 15181n fotosentez mekanizmalari tarafindan absorblanmalarina



dolayisiyla siddetinin azalmasina sebep olmaktadir (Crescitelli et al., 1992;
Kreimer et al., 1992).

Fotoreseptoriin  golgelendirilmesinde hiicrenin ve kloroplastin etkisi, goz
noktasinin farkli pozisyonlarda oldugu ve bu nedenle 1s1k siddetinin azaldigi,
mutant suslarda yapilan ¢aligmalar ile incelenmistir. Yabanil hiicrelerde yapilan
caligmalarda hiicre 6nden arkaya dogru kontrast degisimlerine bakilarak taranmig
ve 15181n fotoreseptorlere ulasiminda 8 kat farklilik oldugu 6ne siiriilmiistiir (Harz

etal., 1992).

Loob

Sekil 2. 4. Goz noktasinin, 15181n gelis yonii ile baglantisi. A. G6z noktast ile 151k kaynagi ayni
yonde oldugunda 151k yansitilir. B. G6z noktasi ile 151k kaynaginin yonii ters iken 151k absorblanir
Roberts et al., (2001), Thompson (2016), Mittelmeier et al., (2015)’den alinarak yeniden
diizenlenmistir.

Benzer Olciimler pigment graniillleri bulunmadigi icin goz noktasi
bulunmayan (eyel-3) mutant hiicrede de yapilmustir. eyel-3 hiicresi pigment
graniillleri icermemesine karsin hiicrenin 6n yiiziinden arka yiizene dogru yine de
2 kat kadar 1s1k degisimi gbzlenmistir ki bu da hiicrenin g6z noktasi olmasa da
1s1k absorbsiyonunun kismen gergeklestigi seklinde yorumlanmistir (Morel-
Laurens and Feinleib, 1983; Sineshchekov et al., 1989). eyel-3 mutant sus ile
yapilan diger ¢alismalar gz noktas1 olmayan bu susun disaridan gelen 1s18a yanit
olusturdugunu ancak fototaktik bir yanitin bulunmadigini gostermistir (Morel-
Laurens and Feinleib, 1983). Sonu¢ olarak gz noktasinin olmamasi yodn
duyarliligin1  azaltmakta, pigment graniillerinin olmamas1 ise fototaktik

yonlendirmenin gergeklesmemesine sebep olmaktadir (Roberts et al., 2001).



GOz noktasinin graniiliiniin  kompozisyonu incelendiginde, karetonoid
pigmentlerinden olustugu bu pigmentlerin ise 6ncelikli olarak; B,B-karoten, 3, ¥-
Karoten, likopen oldugu gorilmistir (Grung et al., 1994). Go6z noktasi
graniillerinde bu 06zel karotenoid kompozisyonu ilk olarak g6z noktasinin
absorbsiyon oOzelliklerini belirler. G6z noktast maksimum 530-550 nm dalga
boyunda 15181 yansitirken, saflastirilan graniiller maksimum 550 nm’dir. Bu
aslinda 151k tayfi ile fototaktik hareketlerinin arasinda dengeli bir iligki
gostergesidir soyle ki; en yiliksek hassashigin goriildiigi 503 nm iken, 550 nm tisti
dalga boyunda ise higbir fototaktik yanit goriilmemektedir. Yine de goz noktasi
graniillerinin kompozisyonu ile ilgili bilinenler géz noktasi aygitinin yon

duyarliligini agiklamak igin yeterli degildir.

2.2.2. Goz noktasinin yapisi

Chlamydomonas hiicresi ile yapilan elektron mikroskobu ¢aligmalarinda goz
noktas1 bolgesinde iyi sekilde organize olan yapilar gormiistiir (Walne and Arnott,
1967; Melkonian and Robenek, 1980). Hiicrenin incelenen ¢esitli kesitlerinde de
g6z noktasinin bulundugu boélgede, sikica paketlenmis gérme sistemi bilesenleri
bulundugu gosterilmistir. Sekil 2.5 elektron mikroskobu gorintiisiinii temsilen
¢izilmis bir diyagramdir. Bu incelemelerde g6z noktasinin 6ne cikan o6zelligi,
kloroplastin i¢inde bulunan karotenoid igeren lipid graniillerinden olusmasidir
(Nakamura et al., 1973). Bu graniiller altigen sekilde sikica paketlenmistir (g6z
noktasi graniilleri ifade edilirken halkasal gosterilmistir). Chlamydomonas’da g6z
noktas: birden fazla graniil tabakas: igerir. Ilk tabaka kloroplast zarmin hemen
altinda yer alir (OCM ve ICM), ilk graniiliin hemen altinda ise tilakoid membran

bulunur (T).

Kloroplast dis membraninin olduk¢a yakininda plazma zar1 bulunur, plazma
zar1 ayn1 zamanda fotoreseptorlerin lokalize oldugu boélgedir. G6z noktasinin
bulundugu bélgede membranlar oldukga 6zellesmistir (Melkonian and Robenek,
1980; Melkonian et al., 1981). Elektron mikroskobu ¢alismalarinda, gbz noktasi
bolgesinde plazma membrani1 ve kloroplast dis zar1 zarlar arasi partikiiller ile
oldukca yogun kaplamig olup ayni zamanda tilakoid tabakalar ise atipik olarak

diisiik yogunlukta membranlar arasi partikiil igermektedir. Plazma mebraninda yer
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alan partikiillerin ¢esitliligi 8 nm ile 12 nm c¢apinda degisim gosterir. Kloroplast
zarinda bulunan partiikiiller ise daha kii¢iik olup ¢aplart 2-6 nm arasinda degisir.
Bu partikiillerin 15181 algilayan proteinler igerdigi ve ilk 1s1k girigini taradigi

diistiniilmektedir (Melkonian and Robenek, 1980; Harris, 2001).

Kloroplast Zarlar
Tilakoid Membranlar

N

\ Plazma Membrani

D4 Mikrotiibiil Kokciik

& EYE3
= EYE2
Fotoreseptorler

Karotenoid pigment

‘ graniilleri

Sekil 2. 5. Chlamydomonas goz noktasinin yapisi ve organizasyonunun sematik ¢izimi, Roberts et
al., (2001), Thompson (2016), Mittelmeier et al., (2015)’den alinarak yeniden diizenlenmistir..

Ardagik gelen her graniil tabakasi bagka bir tilakoid membran tabakasi ile
iliskilidir. Tilakoid membranin tiim tabakalar1 graniil tabakalar1 ile yakin olarak
g6z noktasinda bulunmaktadir ayrica graniil tabakalari ve tilakoid membran
tabakalar1 arasinda da belirli bir bosluk bulunmaktadir. Aralarinda ki bu bosluk

g0z noktasinin fonksiyonu i¢in kritik 6neme sahiptir.

2.2.3. Fotosistem bilesenlerinde pigment graniillerinin fonksiyonu

Pigment graniillerinin hiicrenin 15181 algilamas1 ve fotoreseptorlerin
duyarhiligimi desteklediginin bilinmesine karsin bu diizende g6z noktasinin
fonksiyon ve yapisinin ne sekilde calistigi ile ilgili yeterli veri pek
bulunmamaktadir. Bu konuda yapilan calismalar da géz noktasinin yansitma
ozellikleri ile ilgili dikkate deger teoriler 6ne siiriilmiistiir. G6z noktasinin ¢eyrek

dalga boyu enterferans yansitmasi gibi is goriiyor olabilecegi fikri de bunlardan
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biridir (Foster and Smyth, 1980). Genel olarak enterferans yansitici, iki farkli
reaktif dizine ait materyallerin devamli alternatif sekillerde diizenlemeleridir.

Sekil 2.6°de ki diizenleme bunun i¢in 6rnek gosterilebilir.

Ayrica, gbz noktasimin yansitma Ozellikleri, 15181in dalga boyuna uyum
gosterir, bu maksimum yansitma, goz noktasinin disardan gelen 1518in agisina
bagli olarak g6z noktasinda ki degisim tarafindan yapilir. Foster and Smyth
(1980) gbz noktasinin bu maksimum yansitmayi saglayabilmesinin belki de dik
gelen 151k ile (6rnegin 90 derece) olabilecegi teorisini 6ne siirmiistiir (Sekil 2.6A).
Bu durumda 15181mn agis1 artar ya da azalirsa (2.6B, 2.6C) 1518in yansitilmasi da
azalacaktir. Bu teoriye gore fotoreseptorlerin 15181 yakalama miktarlari 1s181n
paralel ag1 ile gelmesi durumunda en azdir. Ozetle agiya bagl olarak 151310
yansitilmasi degisecek, 90 derece aci ile gelen 1sikta en yiiksek oranda yansitma
olurken ag1 degistikge artik¢a ya da azaldik¢a verim diisecektir. Foster and Smyth
(1980) bu teorisi, Uhl et al., (1987), Kreimer and Melkonian (1990), Kreimer et
al., (1992) Schaller et al., (1997) ve Bennett and Golestonian (2015) tarafindan
cesitli agilarda isiklar ile denemeler yapilarak denenmis ve s6z konusu teori
aciklanmaya ¢alisilmistir. Bu ¢aligmalara gore yansitma yogunlugu paralel agiyla
gelen 1gikta hi¢ goriilmemistir diger bir ifade ile paralel gelen isikta her hangi

yansitma séz konusu degildir.

Go6z noktasinin 15181 yansitma yogunlugunu ile 15181n gelis agis1 arasinda ki
iliski ayn1 zamanda fototaktik yonelim icin de oldukca Onemlidir. Isigin g6z
noktasinda dik aciyla geldiginde, yansitma yogunlugunun artisi, fototaktik yaniti
da en iyi sekilde olusmasini saglar. Isik g6z noktasina paralel geldiginde yansima
yogunlugu minimumdur ve bu durumda 1518a dogru ya da 1siktan kacis gibi

fototaktik yanit goriilmemistir.

Maksimum yonlendirme hiicreler 1518a dogru ya da isiktan uzaga hareket
ederlerken meydana gelir. SOyle ki; hiicre donerken fotoreseptorler tarafindan
algilanan dI/d0 oranin1 en aza getirir (151k yogunlugu doniisiin agisinin
fonksiyonuna bagli olarak degisecektir). Teoride 1518a dogru ya da 1siktan
uzaklasarak hareket eden bir hiicre, bu ikisi arasinda ki farki genel olarak ayirt

etmez ve fotoreseptoriin dI/dO® oraninin sifira yakin olarak taradigi her durumda



12

1s518a  baghi yonelim gerceklesecektir. Chlamydomonas hiicrelerinin - uygun
dogrultuda olup olmadiklarini nasil anladiklarin1 agiklamaya ¢aligmistir. Hiicrenin
sarmal bir ¢izginin i¢inde ya da disinda ilerlerken uygun yonelimi tarayabildigi

diistintilmustiir (Schaller et al., 1997; Kantsler et al., 2013).

© L

!

L

Sekil 2. 6. Isigin gelisinin a¢iya bagli degisiminin yansitmaya etkisi A. Dik aciyla gelen 151k,

B-C. Artan ve azalan agiyla gelen 151k. Roberts et al., (2001), Thompson (2016), Mittelmeier et al.,
(2015)’den alinarak yeniden diizenlenmistir.

GOz noktast hangi kamg¢imnin daha kuvvetli olduguna gore (cis ve trans)
sekillenen sarmal yol ile iliskili olarak olusur. G6z noktasinin 1sik yoOniiniin
belirlenmesindeki basarili kapasitesi diistiniildiigiinde, bu olusum genel olarak

inandirict gorlinir.

2.2.4. Chlamydomonas hareket yeteneginin genel modeli

Isiga bagl yonelim sematik olarak Sekil 2.6°da gosterilmistir. Yonelim ilk
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olarak g6z noktasinin {izerinde plazma zarinda yer alan fotoreseptoriin
aktivasyonu ile baglar. Aktivasyonun ardindan, g6z noktasinda lokalize olan
kalsiyumun (Ca'™) dan dolay1 bir sinyal iiretilmis olur. Bu kalsiyum transferinin
hizi, goz noktast bolgesinde ki plazma zarindaki kalsiyum kanallar1t ve
fotoreseptorler arasinda siki bir eslesmenin yansimasi sonucu belirlenir. Bu
stirecte iki farkli olasilik s6z konusudur. Fotoreseptorler kendileri 1s18a bagh
olarak kalsiyum pompasi gibi is goriiyor olabilirler ya da fotorseptorler kalsiyum
kanallar1 ile bir kompleks olusturuyor olabilirler (Deininger et al., 1995). Go6z
noktasindan kalsiyum akisi (PRC ile belirtilmistir), plazma zarinin {izerinden
kam¢1 zarina dogru elektriksel iletim ile yayilir. Bu yayilim kamgi zarinda
kalsiyum voltaj kanallarinin akimina neden olur bu ise kam¢i1 akimi (Elagellar
Current FC) olarak isimlendirilir. Diisiikk 151k yogunlugunda kamgi-kalsiyum

transferi tanimlanamamakla birlikte yine de bu transferin oldugu diistiniilmektedir.

In vitro verilere gbre, kalsiyum konsantrasyon miktarindaki kiiciik
degisiklikler bile fototaktik yanutn degisiminde olduk¢a 6nemlidir. Kalsiyum
konsantrasyonundaki kiigiik degisimler bile hiicrenin kamg¢i1 yanitin1 degistirir
(Kamiya and Whitman, 1984). Kamgiya dogru olan kalsiyum transferi bazi kamg¢1
proteinlerinin fosforilasyon diizeylerinde degisiklige sebep olur bu da degisim de
kame1 vurusunda degisiklige neden olur. In vivo arastirmalarda, he iki kamg¢inin
da farkli yanitlar vererek fototaktik doniislere sebep oldugu gdosterilmistir. Soyle
ki; diisiik 151k yogunlugunda transkame¢i vurus sikligini arttirirken, ciskamei vurus
sikligin1 azaltmaktadir. Bu da 151k kaynagina dogru doniisii saglar. Yiiksek 1s1k
yogunlugunda ise yanit tam tersi seklinde gercekleserek hiicre 1s1ik kaynaginin
tersine doniis yaparak uzaklasir. Daha yiiksek 151k siddetinde ise kamg1 kalsiyum
transferinin oldugu bununla birlikte kamgi kalsiyum konsantrasyonunda da
oldukca fazla artis oldugu goriilmiistiir. Kamg¢iya dogru olan bu yiiksek kalsiyum
gecisi yine bazi kamgi proteinlerinin fosforilasyon seviyelerinde degisikliklere
sebep olmus ve bu kame¢i vuruslarindaki asir1 degisim normal kamgi
hareketlerinde dalgalanmalar bigiminde doniisiime sebep oldugu goriilmiistiir. Bu
da hiicrenin normal ileri dogru yliziisiinii dalgal1 geri dogru yiiziis sekline getirir ki

bu degisim fotosok olarak isimlendirilir.
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2.3. Fotoreseptorler

Chlamydomonas’da  fotofobik ya da fototaktik yanitin eyleme
dokiilmesinde, retinal pigmentlerin, Fotosok ya da fototaktik yanitin her ikisi igin
fotoreseptér proteinlerin prostetik gruplar1 gibi is gordiigii distinilmektedir

(Foster et al., 1984; Kroger and Hegemann, 1994).

Yabanil tip Chlamydomonas tiiriinde yapilan arastirmalarda 503 nm dalga
boyunda ki 1s1ga Ornegin yiliksek duyarlilik gosterdigi goriilmiis ve
Chlamydomonas’da fototaktik yanitin olusmasi igin gerekli 1s1k siddetinin
omurgali g6z sisteminde fotoreseptor olan rhodopsin proteininin yanit verdigi 151k
siddetine benzedigi goriilmistiir (Beckmann and Hegemann, 1991: Suzuki et al.,
2003). Deneysel yapilan galismalarda bu hipotezi dogrular niteliktedir soyle ki;
harici retinal yapilar ve onun analoglar1 2 farkli karetenoid bulunmayan mutant
susda, fototaktik davraniglari yenileyebilmistir, bu suslar FN68 (carl) (Foster et
al., 1984; Foster and Saranak, 1988; Hegemann et al., 1988) ve CC2359 (jtsI-30)
(Hegemann et al., 1991; Lawson et al., 1991; Takahashi et al., 1991).

Bu konuda daha sonra yapilan ¢alismada ise isaretli 3H-retinal bilesenler,
g0z noktasi fraksiyonundan saflastirilmis ve chlamyopsin olarak isimlendirilen ve
fotoreseptér oldugu tahmin edilen molekiil icin cDNA analizi yapilmistir
(Deininger et al., 1995). 7-transmembran heliks ailesine dahil olan diger tim
opsinlerden farkli olarak, Chlamyopsin sadece 4-transmembran heliks icerdigi
diistiniilmektedir. Chlamyopsin’in  bu farkli yapisal tahmin tam olarak
aciklanamamasina karsin onceki tahminler ile birlestirildiginde opsin proteininin
olduk¢a Ozellesmis yapida oldugu disiiniilmektedir. Chlamyopsin’in plazma
zarinda Kalsiyum kanalinin bir kismini olusturdugu ve 1s18a bagh hareket i¢in bir
komponent icerdigi ya da kendisinin bakteriyel klorid iyon pompasi olan
Halorhodopsin gibi 1sikla indiiklenen iyon kanallari oldugu diisiiniilmektedir.
Giliniimlizde hala tam olarak aydinlatilamamis olan bu iliski hakkinda
bildiklerimiz chlamyopsin’i Chlamydomonas i¢in kesin in vivo fotoreseptor
denmesine yeterli olmaz. Foster and Smyth, (1980) fotoreseptorlerin hiicre
icerisinde asimetrik olarak plazma membrani {izerinde, chloroplast zarimin disinda

yer aldigimmi One siirmiistiir. Elektron mikroskobu fotograflar1 ile de bu
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aciklanmaya caligilmigtir.

2.4. Sinyal Tletim Yollar:

2.4.1. Kalsiyum kanallarimin rolii

Yapilan calismalarda, kame1 hareketliliginin, 1518a yanit olarak olusmasi
i¢in, hiicrenin gorsel fonksiyonlar1 olan bir iletim yolagina sahip olmas1 gerekliligi
One siirtilmiis, fototaktik ve fotofobik yanitlarin her ikisinin de hiicre dis1 kalsiyum
varligina isaret ettigi diisiiniilmistir. Bu fikirlerden yola ¢ikilarak yapilan
caligmalarda, Chlamydomonas hiicrelerinde (tek hiicrede) yapilan iyon akiminin
ve hiicre yogunlugunun odl¢iimleri; yiiksek yogunluklu 1sik ile hiicre igerisinde iki
iyon akimimnin olustugunu gostermistir (Hegemann et al.,, 1990; Harz and
Hegemann, 1991; Pazour et al., 1995; Holland et al., 1996; Nonnenga Ber et al.,
1996; Holland et al., 1997). ik akim olduk¢a hizlidir ve 15181n verilmesinin
ardindan 0.5 m/s sonra pik yaparken; ikinci akim daha yavas olup 1s1gin
verilmesinden yaklasimi ile 10-30 m/s kadar sonra gerceklesir. Ikinci akimin
olusup olusmamasi daha ¢ok 15131 siddeti ile iliskilidir. Ikinci akimm olusum
zamanit da aym sekilde 151k siddeti ile iliskilendirilebilir ve 11k yogunlugunun
siddeti ikincil iletimin aydinlanmadan sonra hizlica olusumunu saglar. Isiga
yanitinin olusum izi ve iyon aktarim izi birlestirildiginde, s6z konusu her iki akim

iletiminin, 15181510 emilimi yolaginda sinyal iletimi ile iliskili oldugu gortilmiistiir.

Mliskilerin gosterilmesi ile birlikte yapilan galigmalar iki akim iletiminin de
lokalizasyonlarinin farkli oldugunu gostermistir. Yiiksek 1sik siddeti durumunda
ilk akim goz noktasi bolgesinde olusur ve bu nedenle fotoreseptdr akimi
(Photoreceptor Current, PRC) adi verilmis iken olusan ikinci akim kamgilarda
lokalize olmustur ve kam¢1 akimi (Flagellar Current, FC) olarak isimlendirilmistir

(Harz and Hegemann, 1991).

Fotosok yanitina sebep olacak 1sik siddetinde goriilen kamg¢i akimin
genisligi ile 1518a olusacak yaniti tetikleyen 1s1k siddeti birbirinden bagimsiz olup
bu da kamgi akiminin, fotoreseptér akiminin genisliginin onu aktive etmeye
yetebildigi durumlarda olusan akim gecis yolu oldugu sonucuna varilmasini

saglamistir (Harz et al., 1992). Disiik 151k yogunluklarinda fototaktik yanitin
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goriildiigii durumlarda FC taranamamis olup bu da bir 6nce ki fikri kanitlar.
Diistik 151k siddetinde PRC FC’yi yine tetikler ancak bu tetikleme genisligi esit

degerin altinda kaldig1 i¢in tanimlanamaz.

Konuyla ilgili yapilan biyokimyasal denemelerde kamgilarda, fototaksis i¢in
kame1 vuruslarimi degistirmeye yetecek sekilde, kalsiyum miktarinda diisiik
mikromolar diizeyinde degisiklikler gozlenmis es zamanli yapilan ¢aligmalarda

FC diisiik 151k siddetinde saptanamamustir (Roberts et al., 2001).

Isigin gelisi ile birlikte gdz noktasi bolgesinde goriilen kalsiyum artisi,
hiicrede membran depolarizasyonuna sebep olur ve bu plazma membrani boyunca
devam eder. Voltaj-gegis kalsiyum kanallar1 kam¢i membrani boyunca agilir ve
kamg¢i1 kanallarinin bu agiligi FC gibi goriinlir. Kam¢1 boyunca olan bu kalsiyum
akimi, iki kam¢inin da kalsiyum konsantrasyonundaki degisime bagli olarak

kamg1 vurugunu degistirmesine sebep olur.

2.4.2. Sinyal iletimindeki Diger Etkenler

90’Ih yillarin baginda aragtirmacilar 1518 etkisi ve iyon akiminin gibi
konularda elde ettikleri kisith veriler nedeniyle ¢aligmalarini bir kisim arastirmaci,
G-protein tlizerine kaydirmistir. G-protein omurgalilarda rhodopsin sinyal
iletiminde fonksiyonel oldugu bilenen bir proteindir ve Sinyal iletiminde hizli
yanita imkan sagladigi diisiiniildiigi i¢in 6nemlidir. Chlamydomonas hiicrelerinde
kesfi ise 1989 yilinda Korolkov and Melkonian, tarafindan yapilmistir, g6z

noktasi olusumu sirasinda varligi gosterilmistir.

Yapilan calismalarda g6z noktasi olusum siirecinde bazi proteinlerin
fosforilasyon merkezlerinde kalsiyum ile birlikte degisiklige sebep oldugu
gosterilmistir (Linden and Kreimer, 1995). G6z noktasit bolgesindeki kalsiyum
akiminin gorme isleyisinin bir pargasi olmast nedeniyle
fosforilasyon/defosforilasyonun ~ goriis olayr i¢cin  Onemli  olabilecegi

diistiniilmiistir.

Ayn1 zamanlarda yapilan calismalarda G-proteinin algal goris ile iligkisini

kanitlamak adina ilerleme kaydedilmistir. Spermatozopsis’den yapilan géz noktasi
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izolasyonunda, ekstrakta 1s18in  GTPaz aktivitesini azalttigl, maksimum
inhibisyonun ise 502 nm dalga boyundaki 1sik altinda oldugu goriilmiistiir. Ayni
dalga boyunda, 151k yogunlugunun arttirilmasi, GTPaz aktivitesinin inhibisyonunu
daha da arttirmakla birlikte farkli dalga boylarinda yapilan benzer ¢alismalar da
ise ayni sonuca varilmamistir. Elde edilen veriler degerlendirildiginde, ilk olarak
fototaktik yanita sebep olan 1s18in dalga boyu ile goz noktast G-proteininin

aktivitesi arasindaki baglant1 goriilmektedir.

2. 5. Isiga Bagh Davranista Kamc¢i Yaniti

Kamgilarin yaniti, fototaktik yonlerdirilmenin kontroliinii, iki kamc¢inin
biyokimyasal kompozisyonundaki farkliliklara bagli olarak gergeklesen kalsiyum
konsantrasyonuna kars1 farkli duyarliliklar farkli yanitlara sebep olur (Kamiya and

Witman, 1984). Kamgilarda normal kalsiyum konsantrasyonu 10®M kadardur.

Sekil 2.7A’da hiicrenin dogal 151k siddetinde 360° kendi ¢evresinde donerek
ilerleyisi ve Sekil 2. 7B’de ¢esitli kamg1 yanitlar1 gosterilmistir. Hiicreler diisiik
151k siddetinde pozitif fototaksis yaptiklarinda cis-kame1 vuruslari zayiflamakta ve
trans-kam¢1 vuruslart aym1 kalmaktadir. Boylece hiicre 1s18a dogru doniis ve
yonelim hareketi gostermektedir. Isik siddeti arttiginda ve hiicreler negatif
fototaksis yapacaklari zaman ise trans-kamg¢1 vurusu zayiflarken cis-kamg1 vurusu
ayni sekilde kalmakta ve hiicre bu sayede 1siktan uzaklagmaktadir. Aniden gelen
yogun 1sik siddetinde ise hiicreler fotosok’a maruz kalmaktadir. Fotosok
mekanizmasinda kamg¢i hareketliligi digerlerinden tamamen farkli olup ani ve
yogun 1s1k, her iki kamg¢imnin da hareketini durdurur ve bu da hiicrenin oldugu
yerde kalmasi anlamina gelir. Ardindan normal kamg¢1 vuruslarindan farkli olarak
kamg1 hareketleri dalgalanma seklinde olmakta ve bu dalgalanma hiicrenin kisa
stireligine geri Qgitmesini saglamaktadir. Daha sonra, kam¢i hareketleri normal
sekline donmekte ve hiicre rastgele olarak isiktan uzaklasmaya calismaktadir.
Benzer caligsmalar negatif fototaktik popiilasyonlarda da denenmis ve aym

sonuglar alinmistir.
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Sekil 2. 7. Chlamydomonas hiicrelerinde 1s18a bagl hareketlerin sematik ¢izimi. A. Hiicrelerin
normal 1g1k altinda hareketi. B.Hiicrelerin farkli 151k siddetlerine verdigi yanitlar (Thompson,
2016).
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3. GOZ NOKTASI OLUSUMUNDA MUTASYONLARIN ETKISi

Chlamydomonas tiirleri mutasyon olusturulmasinin kolayligi ve haploid
yapisindan  Otiirii molekiiler  c¢aligmalarda  siklikla  kullanilmaktadir.
Chlamydomonas tiirleri kolayca eslestirilebilir ve diploid vejetatif hiicreler gerekli
durumlarda saflastirilabilir. Yine de tiim bu kolay ¢alisilabilir 6zelliklerine karsin
Chlamydomonas reinhardtii’den gbz noktatismin ilk eldesi 1995 yilinda
Deininger et al., tarafindan yapilmistir. G6z noktasinin saflastirilmasinda yagsanan
hiicre duvar1 ve biiyiik kloroplast’in 6rnegi kontamine etme sorundar1 nedeniyle
glinlimiizde goz noktasi ¢alismalar1 daha ¢cok genetik yontemler ile yapilmaktadir.
Bu nedenle g6z noktasi ile iligkili mutasyonlarin gerceklestirildigi suslar biiyiik

Onem tasimakadir.

Goz noktasinin formunda defektlere sebep oldugu bilinen dort bolge
tanimlanmistir, bunlar; EYE1, LTS1, CARI ve PTX4’diir. Bu bdlgelerde
tanimlanan mutasyonlarin olusturdugu mutant suslarda fototaksis defektleri ve
g0z noktas1 anomalileri bulunmasina karsin carl ve ltsl mutantlarr aslinda tam
olarak g6z noktasi olusumu ile degil de karotenoid pigmentlerinin biyosentezi ile
iligkilidir. Ancak pigment graniilleri igerisine paketlenmesi gereken karotenoidler
olmadiginda g6z noktasi tamamlanmis olmadig1 i¢in bu suslarda goz noktasi

anomalileri arasinda yer almistir.

G0z noktasi ile iliskili ilk mutant susun 1952 yilinda Hartshorne tarafindan
UV ile olusturulmus eyel-1 mutant sus oldugu ve susda karotenoid graniillerinin
bulunmadigi bildirilmistir (Roberts et al., 2001). S6z konusu bu sus yillarda
fototaksis defektli olarak diisiiniilmiis olmasina karsin yapilan ¢aligmalarda susun
fototaktik ozelliklerinin bulundugu ancak fototaktik yoneliminin yetersiz oldugu
gosterilmistir (Morel-Laurens and Feinleib, 1983; Lamb et al., 1999; Roberts et
al., 2001). Bu susla yapilan elektron ve 151k mikroskobu denemelerinde goz
noktast yapisinin zaman zaman oldukca diizgiin oldugu ancak hizli boliinen
kiiltiirlerde yabanil suslara gore daha diisiik reflekslere sahip oldugu ve bozuk goz
noktast yapisinin goézlendigi rapor edilmistir (Morel-Laurens and Bird, 1984;
Kreimer et al., 1992). Bu bozuk yap1 da hizli bolinen kiltirlerde 151k

oryantasyonunun diisiikliigiine neden olmaktadir. Ayni1 susun daha yavas boliinen
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kiiltiirlerinde ise géz noktasinin olusumu ve géz noktasinin 1s18a verdigi yanitta
yabanil suslar ile karsilagtirildiginda hig¢ bir fark ayirt edilememistir. Bu nedenle
bu susda bulunan mutasyon ile ilgili olarak ne tamamen graniil olusumunda bir
defekt vardir ne de hi¢ defekt yoktur demek miimkiin olmamaktadir. Bozukluk ise
graniillerin olusumunun yavaslig1 olarak agiklanmis fenotipik olarak sadece hizli

boliinen kiiltiirde ortaya ¢iktig belirtilmistir (Roberts et al., 2001).

Pazour et al.,, (1995), g6z noktasinda fenotipik farkliliga sebep olan
insersiyonel bir mutant sus tanimlamistir. ptx4-1 olarak bilinen sus fototaktik
degildir ve her bir hiicre birden fazla g6z noktasina sahiptir. Sus fotosok yanitini
gergeklestirmekte ve hatta 1s18a yanit igin gerekli bilesenleri de igermektedir.
Ancak hiicre 1518a bagh kalsiyum iletiminde defektlidir ve fotoreseptdr akimin

gerceklestirememektedir.

Lamb et al., (1999) UV-bagh bir ¢ok gbz noktas1 defekti bulunan mutant
suslar tanimlanmig, tanimlanan mutantlar dort gruba ayrilmis ve dort farkli
bolgeler ile iliskilendirilmislerdir. Bu siiregte, yiizebilen ve fotosentez yapan
ancak fototaksis yapamayan hiicreleri tercih etmistir ki bu ozellikleri tasiyan
yaklagik 170 mutant arasindan, goz noktasi morfolojisine gore yaptig1 ikinci
elemede, goz noktast bozuk olan 28 adet sus elde etmistir. Son olarak 2 adet gz
noktasi bulunmayan sus, bir adet birden fazla g6z noktasi bulunduran ve bir adet
normalden kiigiik tek bir géz noktasi bulunduran toplam dort sus tanimlamistir
(eye2, eye3, mltl, minl). Bu suslar fotoototrofik olarak gelisebilmekte ve
karotenoid biyosentezinde hi¢ bir defekt gostermemektedirler. eye2 ve eye3
mutantlarinda g6z noktast olmayan ve pigment graniillerininde goriilmedigi
suglardir. Yine de eye3 mutant eyel susuna benzer olarak yabanil suslar gibi
duragan fazda iken fototaktik yanit olusturabilmektedir. eye2-1 mutant sugda ise
hi¢ bir kosulda yabanil tip fototaktik yanit gézlenememistir. eye2 ve eye3 suslari
log fazda iken yapilan elektron mikroskobu ¢alismalarinda zaman zaman lipid
iceren graniiller goriilmiistiir ancak bunlarin g6z noktas1 pigment graniilleri mi
yoksa kloroplastta bulunan lipofilik graniiller mi oldugu belli degildir. Bu konuda

heniiz gelismeye rastlanamamastir.

mitl mutantlar1 da ptx4-1’e benzer olarak ayni hiicre igerisinde birden fazla
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g6z noktasi igermektedir. Coklu goz noktasi iceren mltl suslarinda goz
noktalarinin yerlesiminde degisiklikler gbzlenmis, gz noktalarindan biri yabanil
tip hiicrelerde bulunan ile benzer yerlesimde, digerinin ise genellikle kamgilarin
alt kismina yakin olarak bulundugu dikkat ¢ekmistir. Bazi1 hiicrelerde ise ikiden
fazla g6z noktasi goriilebildigi de belirtilmistir. Ayrica hiicrelerde kamg1
kokeiikleri yabanil hiicrelere gore daha kisa oldugu da goriilmiistir. mltl-3
susunda goz noktasmin yapisi da incelenmis ve ikinci goéz noktasiin farkli
olusumu hari¢ diger gbéz noktasinin yabanil tip ile benzer oldugu goriilmiistiir

(Roberts et al., 2001; Mittelmeier et al., 2015).

Yabanil tipte goriilen goz noktasindan daha kii¢iik olmasina karsin yabanil
tip ile ayni1 lokalizasyona sahip tek goz noktasi barindiran minl mutant hiicresi
Lamb et al., (1999) tarafindan tanimlanmistir. Sus ile yapilan elektron mikroskobu
calismalarinda g6z noktasinin olusumunda farkliliklar oldugu goézlenmistir soyle
ki, hiicreler asetat igeren besiyerinde kiiltiire edildiklerinde morfolojik olarak
boyutu disinda yabanil tip ile benzerlik gdosterirken, asetat bulunmayan
besiyerinde kiiltiire edilen hiicrelerde morfolojik yap1 bozulmaktadir.
Chlamydomonas hiicreleri fototrofik olarak kiiltiire edildiklerinde CO, Vi
kullanirken, heterotrofik olarak kiiltiire edildiklerinde ise asetat: kullanirlar bu
bilgiler dogrultusunda , g6z noktasindaki bu bozuk morfoloji MIN1 geninin

gorme ile iligkili rol oynadig1 goriisiinii 6ne ¢ikarmaktadir.

Yabanil tip hiicre genomunu belirlenmesi de son zamanlarda g6z noktasi
mutant suslarin se¢ilimini ve gen spesifik mutasyonlari da arttirmistir. Son
yillarda artis olsa da, bu gibi calismalar ilk olarak Kindle (1992) tarafindan
baglatilmis ve Chlamydomonas genomuna rastgele DNA transformasyonu
yapilmustir. Rastgele yapilan bu genoma entegrasyonda bilinen mutant hiicreler
kullanilmistir. Transformantlarin se¢iliminde ise ARG7 ya da CRY1 genleri
kullanilmistir olup giiniimiizde de bu genler sik¢a kullanilmaktadir (Mittelmeier et
al., 2015). Elde edilen mutantlar arasindan ise goéz noktasi anormalliklerine
bakilacak olur ise genellikle fototaktik olmayan suslar secildigi goriliir. Bu
sekilde ti¢ isaretli sus elde edilmistir. minl-5, kiigiik gbz noktasi ile karakterize
edilirdir. MIN1 lokusuna olduk¢a yakindir. eye2-2 goz noktasi bulunmayan

susdur ve eye2-1 mutasyonuna benzer. eye2-2 ve minl-5 mutantlari ARG7 maker
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geni ile secilmislerdir ve gdz noktas1 defekt fenotip gostermektedirler.

EYE2 gen bdlgesi (Crel2.g509250) ilk olarak mutant suslar arasinda ilk
izole edilen ve karakterize edilen gen bolgesidir (Roberts et al., 2001). Kloroplast
zarinda bulunan, thioredoksin ailesi proteinlerinden olan ve LysM domaini i¢eren
EYE2’nin kloroplastta ki géz noktasi proteinleri ile arasinda Onemli yapisal

baglant1 oldugunu diislindiirmiistiir.

MIN1 gen bolgesi ise (Crel2.g490700) bir sonra ki karakterize edilen gen
bolgesidir ve MIN1 proteininin de LysM domainlerini ig¢erdigi gosterilmistir
(Mittelmeier et al.,, 2008). Lysm domainlerinin hiicre duvarinda bulunan
peptidoglikan’a baglandigi bilinir (Buist et al., 2008). G6z noktasinda buna benzer
sekilde bir ¢ok LysM domaini igeren protein de gosterilmistir (Schmidt et al.,
2006). Bu veriler 1s18inda arastirmacilar LysM domaininin géz noktasinin bir

arada kalabilmesi gibi 6nemli bir fonksiyonu oldugu tahmin etmektedir.

Bir sonra ki karakterize edilen gen bolgesi EYE3’dir (Cre02.9g105600).
EYE3 protein pigment graniilasyonunda onemli oldugu bilenen bir Ser/Thr
kinaz’dir (Boyd et al., 2011a). MLT1 geni ise digerlerine gore daha az komplekstir
(Crel2.g509850) ve son yillarda yapilan c¢alismalarda mltl-1 mutasyonu
sekanslanmistir (Mittemeier et al., 2015).

Proteinlerin her birinin lokalizasyonunun anlagilmasi ile ilgili ¢aligmalar,
proteinlerin g6z noktasi olusum siirecindeki fonksiyonlarinin aydinlatilmasi
alanina dogru yonelmistir. Bu nedenle veri toplamak adma cesitli caligmalar
yapilmis ve goz noktasinda, EYE3 g6z noktasinda lokalize olabilmesi icin
EYE2’ya gereksinimi oldugu ve yine EYE2 bulunmadiginda ChR1 ile es-yerlesim
gosteremedigi belirtilmistir (Boyd et al., 2011b; Boyd et al., 2011c; Mittelmeier
et al., 2011). EYE3’nin EYE2Ya olan gereksiniminin yaninda EYE2 goz
noktasinda ki lokalizasyonu ya da ChR1 ile baglantisi icin EYE3’ye ihtiyag
duymamaktadir (Boyd et al., 2011a). Elde edilen bu veriler EYE3’nin degil de
EYE2 ve ChRI proteinlerinin regiilator gérevi goriiyor olabilecegi ve D4 kamg1
kokeiigii ile iligkili olabilecegi fikrini edinmemizi saglamistir ki bu ¢alisma da bu

fikir 1s181inda sekillenmistir.
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4. MATERYAL VE YONTEMLER

4.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

%30 Akrilamid bis-akrilamid (Sigma, Germany)
Agar (Applichem, Gatersleben, Germany)

Agaroz (Basica LE, Prona, EU)

Amonyum Asetat (Riedel, Hanovel, Germany)
Amonyum molibdat tetrahidrat (Sigma, Germany)
Amonyum nitrat (Fisher, Massachusetts, USA)
Amonyum persiilfat (APS) (Sigma, Germany)
Ampisilin (Sigma, Germany)

Arjinin (Santacruz, USA)

Aprotinin (Sigma, Germany)

Bakir (II) siilfat (Sigma, Germany)

Beta merkaptaetanol (Sigma, Steinheim, Germany)
Biotin (Sigma, Steinheim, Germany)

Borik asit (Sigma, Steinheim, Germany)
Bromfenol mavisi (Sigma, Germany)

Coomassie mavisi (Sigma, Germany)

Cinko klortiir (Sigma, Steinheim, Germany)

Cinko stilfat (Sigma, Germany)

Disodyum gliserofosfat 5H,0 (Sigma, Steinheim, Germany)

Disodyum hidrojen fosfat (Sigma, Germany)
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Dipotasyum fosfat (Sigma, Germany)

Demir ii¢ kloriir (Sigma, Steinheim, Germany)
Demir (II) siilfat (Sigma, Germany)
EDTA.H,0 (Sigma, Steinheim, Germany)
Etanol (Merk, Darmstadt, Germany)

Etidyum bromiir (Sigma, Steinheim, Germany)
Gliserol (Sigma, Germany)

Glisin (Sigma, Steinheim, Germany)
Gluteraldehit (Sigma, Germany)

HEPES Tampon (Sigma, Steinheim, Germany)
Hidroklorik asit (Merk, Darmstadt, Germany)
Isopropil alkol (Merk, Darmstadt, Germany)
Kalsiyum kloriir (Merk, Darmstadt, Germany)
Kloroform (Merk, Darmstadt, Germany)
Kobalt kloriir (Merk, Darmstadt, Germany)
Leupeptin (Sigma, Germany)

Manganez kloriir (Sigma, Steinheim, Germany)
Magnezyum siilfat (Sigma, Steinheim, Germany)
Maya ekstrakti (Sigma, Steinheim, Germany)
Metanol (Sigma, Steinheim, Germany)
N,N,N’,N’-tetrametil-etilendiamin (TEMED)

Pepstain (Sigma, Germany)
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PMSF (Sigma, Germany)

Ponceau S boyasi (Sigma, Germany)
Potasyum hidroksit pellet (Atabay, Turkey)
Potasyum dihidrojen fosfat (Sigma, Germany)
Potasyum fosfat (Sigma, Germany)

Potasyum kloriir (Fisher, Massachusetts, USA)
SDS (Applichem, Gatersleben, Germany)
Sodyum asetat (Sigma, Steinheim, Germany)
Sodyum kloriir (Sigma, Steinheim, Germany)
Sodyum molibdat (Applichem, Gatersleben, Germany)
Sukroz (Merck, Germany)

Thiamin (Sigma, Steinheim, Germany)

Tris baz (Sigma, Steinheim, Germany)

Tris-Cl (Sigma, Steinheim, Germany)
Tryptone (Sigma, Steinheim, Germany)
Tween 20 (Merck, Germany)

Yagsiz siit tozu (Pinar, Tiirkiye)

4.2 Kullanilan Cihaz ve Aletler

Bitki Biiyiitme Kabini (Grotech, TR)

Calkalamali inkiibator (Thermo, Massachusetts, USA)
Calkalayici (Roller) (Thermo, Massachusetts, USA)

Calkalayici (2-D) (Thermo, Massachusetts, USA)
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Derin dondurucu — 86 °C (Nuaire, Minneapolis, USA)
Derin dondurucu — 20 °C (Sanyo, Wood Dale IL,USA)
Derin dondurucu +4 °C (Argelik, Istanbul, Tiirkiye)
Dikey elektroforez diizenegi (Biorad, USA)

Elektroforez gii¢c kaynagi (Thermo, Massachusetts, USA)
Elektroporator (Biorad, USA)

Hassas terazi (Sartorius, Goettingen, Germany)

Isik Mikroskobu (Olympus, Japan)

Thoma lam1 (Marienfeld, Germany)

Manyetik Karistirict (IKA, Staufen, Germany)
Mikropipet (Thermo, Halbrook NY, USA)

Otoklav (Hirayama, Saitama, Japan )

Su banyosu (VWR, Goshen Parkway PA, USA)

Thermal cycler 1s1 blogu (Techne, Minnesota, USA)
Santrifiij (Sigma, Germany)

Sogutmal1 Santrifuj (Hettich, Kirchlengern, Germany)
UV Goriintiileme sistemi (Vilber Lourmat, Paris, France)
Vortex (Velp, Usmate, Italy)

Yatay elektroforez diizenegi (Thermo, Massachusetts, USA)

4.3 Kullanilan Cozeltiler

10X Transfer Tamponu
25 mM Tris base (pH 8.3)
2 M Gilisin



http://maps.google.com/maps?hl=tr&q=Plymouth,+MN+55447&lr=lang_pl%7Clang_tr%7Clang_en&um=1&ie=UTF-8&sa=X&oi=geocode_result&resnum=1&ct=title
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1X Transfer tamponu 1It (10X Transfer tampon kullanilarak taze olarak
hazirlanmistir.)

100 ml 10X Transfer tamponu

200 ml MeOH

1gr SDS

1000 mI’ye dH,O ile tamamlanmistir.

1X TBS-T (Tris-Buffered Saline-Tween 20)
50 mM Tris-Cl (7.4)

150 mM NaCl

0.1 % Tween 20

4X Laemmli Cozeltisi
0,25M Tris pH:6,8
%40 Gliserol

%20 B-merkaptoetanol
%8 SDS

%0,024 Bromfenol mavisi
Proteaz inhibitorlert;

5 ug/ml aprotinin,

5 ug/ml leupeptin,

1 pg/ml pepstatin A,

1.0 mM PMSF

%1 Gluteraldehit Cozeltisi

2 ml %50’1lik Gluteraldehit (Ticari konsantrasyon)
98 ml 1X PBS iginde hazirlanmistir.

Bloklama Tamponu (NFDM Coézeltisi)
%5 Yagsiz Siit Tozu (Non-Fat Dried Milk-NFDM)
1X TBS-T i¢inde hazirlanmustir.
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Coomassie Boyama Cozeltisi

0,4 gr Coomassie mavisi
400 ml Methanol

200 ml Glasiyal asetik asit
400 ml dH,O

Coomassie Yikama Cozeltisi
300 ml Methanol
100 ml Glasiyal Asetik Asit

dH.0 ile 1000 ml’ye tamamlanmustir.

Fosfar Tamponlu Tuz Cézeltisi (Phosphate Buffer Saline — PBS) Cozeltisi
10X
80 gr Sodyum klortir

2 gr Potasyum klortir
14,4 gr Disodyum hidrojen fosfat
2,4 gr Potasyum dihidrojen fosfat

dH,O ile 1000 ml’ye tamamlanmig ve HCI ile pH:7,4 olacak sekilde
ayarlanmistir.

Ponceau S Boyama Cozeltisi

2 gr Ponceau S boyasi
3 ml Triklosetik asit

dH0 ile 100 mI’ye tamamlanmuistir.
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4.4 Kullanilan Biyolojik Materyaller ve Ozellikleri

4.4.1 Calismada kullanilan C. reinhadtii suslar:

Yabanil tip C. reinhardtii susu (wild type mt'-137C): Calismamizda temel
aldigimiz sustur. Tez boyunca tiim asamalarda yer almistir. Tris-Asetat-Fosfat
(Tris-Acetate-Phosphate, TAP) besiyeri igerisinde kiiltiire edilmistir (Harris,
1989).

eye2-2 (Arg 7): EYE2 proteininin bulunmadigi susdur. Sus, arginini eksprese
edemedigi i¢in sadece TAP+Arginin besiyerinde yasamaktadir. Gerekli
durumlarda transformasyonlar ig¢in kompotent hale getirilerek kullanilmistir
(Lamb et al., 1999; Roberts et al., 2001).

pht: Phototropin geninde mutasyon olan susdur (Trippens et al., 2012).

Tezde kullanilan suslarin tamami, Prof. Dr. Carol Dieckmann’in laboratuvarindan

temin edilmistir.

4.4.2 C. reinhardtii kiiltiiriiniin hazirlanmasi

Bu calismanin cesitli asamalarinda farkli besiyerleri kullamlmstir. Ilk
kullanilan besiyeri TAP besiyeridir. TAP besiyerinin hazirlanmasinda kullanilan
TAP tuzlan ¢ozeltisinin bilesenleri Cizelge 4.1°de, fosfat ¢ozeltisinin bilesenleri
Cizelge 4.2°de ve iz elementler ¢ozeltisinin bilesenleri Cizelge 4.3°de verilmistir
(Gorman and Levine, 1965). TAP besiyerinin kompozisyonu ise Cizelge 4.4’de
verilmistir. Suglar fototaksis denemelerinde kullanilmak iizere asetat bulunmayan
Minimal (M) besiyerinde fototrofik olarak ya da protein ekspresyonu
denemelerinde asetat bulunan Zengin (Rich-R) besiyerinde heterotrofik olarak
kiiltiire edilmistir, besiyerlerinin igerigi Cizelge 4.5°de gosterilmistir. eye2-2
okzotrofik bir susdur ve kiiltiirii i¢in ayrica besiyerine 0,2 mg/ml arjinin ilavesi

yapilmigtir. Kati besiyeri hazirlamak i¢in 15 mg/ml agar ilave edilmistir.

Bu ¢alismada farkli 151k periyodlarinda EYE2 ekspresyonu incelenecegi i¢in

siklikla hiicreler kat1 besiyerinde hayat dongiisii 12:12 (aydinlik:karanlik) seklinde
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inkiibe edilmistir. Kiiltiirlerin istedigi bu 6zel hayat dongiisii kosullart aym
zamanda bitki biiyiitme dolaplari olarak da bilinen 6zel inkiibatorlerde yapilmistir.
S6z konusu sistemler disardan 11k almayacak sekilde olusturulmus igerisinde
farkli dalga boylarinda 1s1ma yapabilen lamba ve hayat dongiisiinii saglayabilecek
zamanlayicilar igermektedir. Bu ¢alismada 151k siddeti aksi belirtilmedigi siirece

60-80 pmol photon m™s™dir (Boyd et al., 2011c).

EYE2 proteini yapilan c¢alismalarda ve eye2-2 sus incelendiginde goz
noktasinin graniilasyonunun olusumunda etkili oldugu diisiiniilmektedir, sdyle ki
eye2-2 sus ile yapilan ¢aligsmalar s6z konusu susun goz noktasinin pigmentasyonu
ve graniilasyonunu gergeklestiremedigini gostermektedir. G6z noktasinin hayat
dongiisii boyunca aydinlik dongii siirecinde olustugu, karanlik dongii siirecinde ise
boliinmeyle birlikte kayboldugu diisiiniiliirse, EYE2 protein ekspresyonunun
karanlik dongii siiresince, 6zellikle karanliktan aydinliga gecis yaklastikca artmasi
beklenmektedir. Bu bulgular ve hipotezler dogrultusunda hiicreler protein
ekspresyonunun karanlik dongii siiresince degisimini belirlemek iizere, karanlik

dongii boyunca farkli zaman araliklarinda belirlenecek sekilde kiiltiire edilmistir.

Cizelge 4. 1. TAP tuz ¢ozeltisinin bilegenleri.

TAP Tuz Cozeltisi

NH,CI 15 gr
MgSO, 4 gr
CaCl, 29r
Distile su ile ¢ozelti 1 litreye tamamlandi.

Cizelge 4. 2. Fosfat ¢ozeltisinin bilesenleri.

Fosfat Cozeltisi
K:HPO, 28,8 gr
KH;PO, 14,4 gr

Distile su ile ¢ozelti 100 ml’ye tamamlandi.
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Cizelge 4. 3. Iz element ¢ozeltisinin (Hunter’s Trace Elements) bilesenleri.

Iz Metal Cozeltisi

Bilesikler Miktar Distile su miktari
EDTA disodium tuzu 50 ¢ 250 ml

ZnS0O, . 7 H,0O 229 100 ml

H3BO3 1149 200 ml

MnCl, . 4 H,0 5,06 g 50 mi

CoCl,. 6 H,0 1,619 50 mi
CuS0O,.5H,0 1,579 50 ml
(NH,)sM070,,. 4 H,0 1,10g 50 ml

FeSO,. 7 H,0 4,99 g 50 ml

%20 KOH 17 gr 85 ml

Tim bilesikler ayr1 ayr1 hazirlandiktan sonra birlestirilerek hacim 1 1t’ye distile su ile tamamlandi.

Cizelge 4. 4. TAP ve TAP+Arg besiyerlerinin bilesenleri.

TAP Besiyeri (1 It icin)

TAP+ARG (1 It igin)

Besiyeri Bileseni Miktar Besiyeri Bileseni Miktar
Tris 2,42 gr Tris 2,42 gr
TAP Tuz Cozeltisi 25 ml TAP Tuz Cozeltisi 25 ml
Fosfat Cozeltisi 0,375 ml Fosfat Cozeltisi 0,375 ml
Iz metal Cozeltisi 1ml Iz metal Cozeltisi 1ml
Glasiyal asetik asit 1ml Glasiyal asetik asit 1ml
Distile su 973 ml 10 mg/ml L-Arjinin 20 ml
Agar (Kati besiyeri igin) | 15 gr Distile su 953 ml
Agar (Kat1 besiyeri i¢in) | 15gr
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Cizelge 4. 5. Minimal (M) ve Zengin (R) besiyerlerinin bilesenleri.

M Besiyeri R Besiyeri
Cozelti Bilesenleri _ )

Miktar Miktar
%10 Sodyum sitrat 5ml 5ml
%1 FeCly 6H,0 1ml 1ml
%4 CaCl, 2H,0 1ml 1ml
%10 MgSO, 7H,0 3ml 3ml
%10 K,HPO, 1,7 ml 1,7 ml
%10 KH,PO, 1ml 1ml
%10 NH,NO; 3ml 3ml
2,2M NaAc - 10 mi
1z Metal Cézeltisi 1ml 1ml
Agar (Kat1 besiyeri i¢in) 15 gr 15gr
Distile su 983 ml 973 ml

Sekil 4. 1. C.reinhardtii siv1 kiiltiirii. A. 250 ml hacimde hazirlanan kiiltiirler B. 2-10 ml hacimde
hazirlanan kiiltiirler.
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Sekil 4. 2. C. reinhardtii’nin kat1 besi ortaminda biiyiiyen kolonilerine ait 6rnek plate gériintiisii.

4.5. Deneysel Calismalar

4.5.1 EYE2 geni bulunmayan eye2-2 (Arg 7) susuna, mutant EYE2 geni iceren
konstraktin hazirlanmasi ve transformasyonu

45.1.1 pEYE2 rekombinant plazmidinin eldesi

PARG plazmidi; sekil 4.3’de gosterildigi gibi 11.5 kb biiylikliikte ampisilin
direng geni (Ap") ve kloramfenikol diren¢ genini (Cm®) igermektedir. Plazmid
kopya sayis1 diisiik olan pPBR329’dan elde edilmistir (Purton and Rochaix, 1995).
EYEZ2 geninin mutasyon yapmak istedigimiz thierodoksin aktif bolgesindeki 190.
ve 193. pozisyonlarda ki Sistein (Cysteine; Cys) aminoasitlerinin TGC olan tglii
kodonlarinda Guanin-Sitozin ile degistirilmis ve TCC (Serin {iglii kodonu) elde
edilmistir (1658. pozisyon G-C ve 1667. Pozisyon G-C).

pPARG plazmidine dizisi Sekil 4.4’de verilmis olan EYE2 geni ECORV ve
HindIIl enzimleri ile klonlanmis ve elde edilen yeni plazmide pEYE2 adi

verilmistir.
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392 bp Hpal
Fragment of
X174

PARG7.8¢3 = 119 kb

Sekil 4. 3. pARG 7.8 plazmidinin haritas1 (Roberts et al. 2001).

1 GCCGTTTCAN CGGATCCGNC CATGGATTAA GGATCGCGGG TGCAGCAGCA GGTTGAAGCT GGCGTGCGTG TGGGGCAGTC
Bl GGTACTGITG CCGGCGCAGG CAGCGTGCAG GCCCCCGICG CCCAAGCCCC GTGCAGGACA CACAACGTCA GAGCTGCACT
161 CCTGATGAAG CAAGCTCACC TCTCATCGCT GCTTCCGGTG TCCGAGTCCG AGTCCGCGGC GTGCCGGGCG GGAGGCCCGC
241 CTCGCCGCTG AGCCCCAGCG GCGGTCCCCG CTTTATTAGT GGGGGCCTGA ACCTGCTCCT GCTCGTCGTC ACTGCTTGAA
321 TRACGCGGC;" ARAATATCCAT GGGARGGGCG GCTAGAGCAG GCGGCAGCGC TCCACACGCA ABACTATTTC AACTCGCGGT
401 ACGTTTCTGC ACAAATCTCG GGTTCAGGGG ACCACAGAGC AATCCTGGCG TACACGTGAC TATAGTGCAG CTTTTGGCGT
481 TTGACAARAC CCGAATGCAG TTCAATGCGT CGACCTGGTC CCGATTCCGT AARRACTTGTC ATCAGCCCAC CTGAGACACG
561 CTGGCTGAGT ATATGTACAT GTATTATACA CCCTGTATAT CTGGGTCAAC GCGTTCGCAA CACTTCGTTA AGTCTTCTAG
641 CGCTGTATAG CGCTGCATGC AAGCTCTATC ATTGATTCCA TTCTCTTTGA ACTGCTGCTG TATCGTGAGG TATATAGACA
M Q A L S LI P F 5 LN C c Cc I Vv R Y I DK
721 AGGGACATTC ACAGGCTCAC AATCAGCGCA TTCCACGACC CCTTCGCACA GCATAGCCGC GCCAGCCGCT TCAGCTTTGA
G H S8 Q A H N @ R I P R P L R T A Stop
B0l CAGCCTGTAC AACATCGTTC GTGTTATCTC TTGCGTGAGG CATACCCTTC CAGGTCGTCG GTCAGCGACA CATGCGTGCG
1 EYE2 Start M RA
B81 TTGAGCCCGC CGCTTCCGTC GCGGCTCCGG GCCAGCGTAA GCTCTGCCGT TGGAGCACAC CAGCCACGCC ATGAGCTCTG
4 L 8 PP L P S5 R L R A 5 VS s AV G A H QP R H E L C
961 TGCGRAATGGC ATGCGTGCGG CGCCAGCGTG TGTGGGCGCA GCGGCGGCCC CCGAACGGCA GTCCGGCGGG CGCAGTGCAG
31 AN G M R A A P A C vV G A A A AP E E Q S G G R 5 A G

1041 GCCGCAGCCT GACCGCTGCT CGCGCGACAG CCAAGGCGGA CCCCACGCCC GCCATCGTGA ACTACACGGT ACAGAAGGGC
58 R § L T A A R A TA K A D P T P A I VN Y T V Q K G
1121 GAGACACTAT GGGACGTAGC TGTGCAGCAC GGCGTGTCCA TGCGCACCAT CAAGGAGCTC AACAAGCTGA GCGGCAAGGA
84 E T L W D VvV A vV Q H G V S M R T I K E L N K L s G K E
1201 ACCCTTGCTC ARGGAAGGGC AGCAGCTGCT GGTACCGGCG TCCGGGATAT CGCAGCTGGC GGTGATGGAG GCGCCGGCCA
111 P L L K E G Q Q L L v P A § G I s Q L A V M E A P A T
1281 CGACAACCCC GGTGTTGGGC TCCGTCCCCG CGCGCGGCAT GTGGGGTGAG TTTCTGGCAT CACCGCTGCG CCGGTGCCGC
138 T T P VvV L G S V P A R G M w v/

1361 TACCACCGGT ATGCCGTATC GCCCGCAACG GTGCGCACTT GCTGCTCGTG CTGACAGGCA AGCCGCATGT AACCAGTAGG
1441 ACGTCCAATC TTCCGCTTGC CCTCCATACG GCCATACGCG CCTGCGGCCT CTCACCCGCC TCTGCCCCCG CCCATTTGCA
1521 TCCCGCTGCG CTCTTCCGTG CAGTGGGCTC GGAGTATGTG CGTCTGGCCA CCATCTCGGA CGCGCGGCAG CTGTACCTGT
153 / G s E Y V R L A T I 5 D A R Q L Y L s
1601 CCCAGTGCGA TCGCGCCAAC AGCCAGAACA CACTGCTGGT GCTGTACGCG CCCTGGTGCC CGCACTGCAG GGAGATGGAG
172 Q C D R A N S Q0 N T L L V L ¥ A P W C P H C R E M E
1681 GACGAGGTGG GGAGCGGCAA GTGGGAGCGG GGGGAGAGGA GGGAGGGACR GGGGAGGGCA GGGCGGGTGG TCATGTGGGC
198 D E /

1761 GTGGTAGCTT GGTGCCTGTA AGGGATGGCG TGCGGAGTGC GTCGCGTTGC GACGTTGTGT TGGCGGACAG GACCTACCGG
1841 ACGTCCTCTG ACGGCGCTCA GGTCTAGGTC TTATTCAGCA TGTGTGCACT ACTTGGCCAA TCATTCTTGT TATTGTCCCA
1921 TCATTCTGTG CCTGTCTCAG CTGGAGCGGC TGGCGGAGGG GCTGTCGCAC GAGCAGAACG TGCGTGTGGT GGCGGTGAAC
200 /L E R L A E G L § H E Q N V R V ¥ A V N
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2001 GGTGACTCAC CCGAGGGCCG CATCTTCTCA CGCGAGGTGA GCAGGGGCAT GTGGGAGTCT GATGCGGCTG AGGGTTGCAA
220 6 DS P E GR I F 8 R E/

2081 AGACAGGAGT TACCGTGCTT GGATTCAAAG TTGAACACAA TCTGCCAGCG CCCCGTAAAC CACACTGTTC TCCTCACCCC
2161 CCACTCACAT GCCCAGGTGC TGGGCGTTGC GTACTACCCC TCCATAATTT CCTTCCCGGA GCACTCCCGC ACCTTCTACA
232 /VvVL 6 VA Y Y©P 85I IS P FE HSUR T F ¥ K
2241 AGTACAAGGG CCGCCAGCGC GACGCGGAGT CGCTCCTGCG CTTTCTCAAT ATGACCTGCT GCAGCCGGGC GCGGGAGGAC
254 Y K G R QR DAES L LR FLN M TOCC S RBA RE D
2321 CAGATGTGGA CGCTGCGGCC GGCGGGCACA CGCTCGACTG TGGCGGCATT GCCAGGCGCG AGCACGGTGG GTGGTATTAA
280 Q M W T L R P A G T RS TV A AL P GA § T/

2401 TCAAGGAAGT GGTAGACGGT AGACCATCTT GGGTGGTGGG GCCGGGGCAC ACGAGCGAGT GGGGCGGTGC CCGGCATGGC
2481 AGACACACCT CTGAGCACCT CTTGGACTGT CTGGAGTTTG AGCATGACCG GTACCTTCCT CCGCGCAGTT CCTGCCAATC
302 /F L P I
2561 GGCATGTCGC CCAGCGCTCT GGCGGCTGGC GTTGGCTCCG CGGCGCTGGC ACTGGTGGGC ATTGCGGCTT CCTGCGCACG
306 G M 5 P S AL AAG VGSA ALA LV G I ABAS CAR
2641 CGGCGCCCCA TGCAGTCAGA TGTGGTGGCT GAGCTGGACA GCAGTGTGGG CCGCATGCTG GGGCTGCTGC TGCGCGCGCT
333 G A P C S Q M WWUIL S WT AV WA ACW G COC CA AT RTW
2721 GGGCACACGC GTGGCGCTGG TGCTGGGGCT GGGCCGCAAC GAGGAGGCAC AGGCCGCAGC CGCAGTGGIC GCAGCCGTGC
360 AR HA WRW €CWGW A AT RRH RPOQP QWS QP C

2801 CTGCCGCCCC AGCGGCGGAT GCTACCGCCG CTTCGGTGCC GGCGGCGCCC GCAGAGGCTG ACGCTGCGCC GGTGCCGETC
386 L P P Q R R M L P P L R C R R R P Q R L T L R R C R S
2881 GATGCCGCAG AGGTTGCGCA GGTGTCAGCC GCGCCCACAG CACTGGCACC CGCGGCAGCT GCTGAGGCGC CTATCCCGGT
413 M P Q R L R R cC Q P R P Q H W H P R Q L L R R L §8 R W
2961 GGTGGTCGCC GAGGTGCTTG CTCCTGCGGC GCCCGCGCCT GTGGACGCCG CTGCGCCCGC CGCCGCGGCG CCCGCTTCAA
440 W s P R C L L L R R P R L W T P L R P P P R R P L Q
3041 CAGCGAATGG CAACGGCGTG GGGACGACAG CAGCGACCGC ACCTGCTGCT GCTGGGACGG CTGCTGCTGC GGCGGCGGCG
466 Q R M A T A W G R Q Q R P H L L L L G R L L L R R R R
3121 GCAGTGTCAG CAGCCACTGC GGTTGCGCGC GAGCTGACAG CTGAAGAGCG CATGCGGCTG ACGCGGCTGA CGGATGACGA
493 Q C Q Q P L R L R A 5 5Stop

3201 GTTAATCGCG CTGGTGAACA GTGATCCAGA TCTGGACAAG GTGCTGTCGC GGCTGCTGGG AGACAAGTGA TGGGAGGGGC
3281 GGATGATGAT GGGCCCTGGG TAGGATGGGC TGAAAGCGAT CGTgGGATCG GCGCGAGAGC GCTGCGCGGT ATGTGATGTA
3361 GATGCTGGGC GAACAACTGC CGCGCCAAGG TGGTTATGGT GTGTGCGCTG CGGGACCATA AACACAGAGG CGCGCATCAA
3441 GCTTTCARAT GGCAGGGGGA TGGTAAGTGT ATGGGGAGGG AGGGAGCTAC AGTACGCTAC TGCACCGCAC AGAATGCGGT
3521 GCTGCAATGA TTCTTGTCGG GACGCCGAGG TTGATGTGTG GCACAACAGG AGGCTTTGCA ATACAATAAA ACCTCACGTC
3681 GTTTGTGTGT TCCGATGCCG TAATTTTCGC GGTGTGAGCT TCGATGCGTG TTCATACCCG TGTAAATCAT CCTGCGAACA
3761 AAGTTGCTCA ACACTGCTAA GACCGCGCGC TCTGGACTAG CTAAAACAAA GCTTCTAACA AGACAACATT GAGATGTCAC
3841 TCTCAAGCGC TCTCTTGCTG TTGGCCCTAT CGGCGCTACC TGCAGCTCTG ACAGAAAGCT GTAGAGCCAT ACTCAATGCA
3921 ACTGTGCCAG GAAACAACAG CCTTTGGGTC GATGATAAGC TGTCAAACAT CAGGAGCTCC GGAAGCTARA ATGGA

Sekil 4. 4. pARG plazmidi igerisine klonlanan EYE2 geni dizisi.

Rekombinant plazmid, kimyasal olarak kompetent hale getirilen
Escherichia coli (E. coli) DH5a hiicresine geleneksel sicaklik soku yontemi ile
transfer edilmis ve secici olarak ampisilin (Amp) direng geni kullanilmistir.
Transformantlar 100ug/ml Amp igeren kati LB (Luria Broth) besiyerinde 37°C’de
16-20 saat inkiibe edilmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4. 5. pEYE2 plazmidinin E. coli DH50 kompetent hiicresine transferi sonrasi kati besi
ortaminda biiyiliyen kolonilerin yer aldig1 drnek plate goriintiisii.

Bakteri hiicrelerinden plazmid DNA izolasyonu asagida verilen protokole
gore gergeklestirilmis ve elde edilen plazmid DNA’lar ilk olarak %1°lik agaroz
jelde kontrol edildikten sonra restriksiyonel enzim kesimi ile lineer hale
getirilerek analiz edilmistir (Cizelge 4.6).

45.1.2. pEYE2 plazmid DNA ’stnin izolasyonu

1. Bakteri pelleti iizerine 250 ul buzda sogutulmus soliisyon (Soln. I) (100 mM
Tris pH:8.0, 10mM EDTA, RNase) eklenmis ve alt-iist edilerek yavasca

karigtirilmistir.

2. Orneklere 250 pl taze hazirlanmis olan Soln. IT (200 mM NaOH, %1 SDS)
eklenerek, tiipler birkag kez alt-ilist edilerek yavagca karistirilmistir.

3. Orneklere 400 pl buz iizerinde sogutulmus Soln. III (3M KoAc pH:5,6)
eklenerek, tiipler birkag kez alt-list edilerek yavagca karistirilmistir.

4. Ornekler 13000 rpm’de 20 dak. santrifiij edilmis ve iist faz yeni ependorf

tiiplerine transfer edilmistir.

5. Orneklere 600 ul isopropanol eklenmis ve tiipler alt iist edilerek drnegin iyice

karigmasi1 saglanmistir.
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6. Ornekler 13000 rpm’de 30 dak. santrifiij edilmis ve iist faz dikkatlice
uzaklastirilmistir (DNA pellettedir).

7. Tiplere 500 pl %70’lik etanol eklenerek ornekler 13000 rpm’de 1 dak.

santrifiijlenmistir.

8. Siipernatant tamamen uzaklastirildiktan sonra tiipler kapaklar1 agik olarak oda
sicakliginda tamamen kurumalari ig¢in 10-15 dak. bekletilmistir.

9. Niikleik asit pelleti tizerine 75 ul TE tamponu (pH: 8.0) eklenmis, ve 6rnekler
vortekslenerek DNA  ¢oziilmistiir. Elde edilen plazmid DNA’lar
restriksiyonel enzim kesiminde kullanilmig ya da -20 °C de saklanmustir.

10. Restriksiyon enzim kesim reaksiyonu da yogun lineer DNA gereksiniminden

otiirti 1000ul icinde gerceklestirilmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4. 6. Restriksiyon enzim kesim reaksiyonu bilesenleri.

Bilesenler Miktar (ul)
Plazmid DNA (60 ng/ul) 884

EcoRI restriksiyon enzimi (10u/pl) 6

10X restriksiyon enzim tamponu 100

Distile su 10

Son hacim 1000

Enzim reaksiyonu Onerildigi sekilde 37°C’de 60 dak. inkiibe edilmistir.
Kesim sonrasi yine %]1’lik agaroz jelde kontrol ettigimiz iiriinler, Thermo marka
“GeneJet PCR Purification Kit” PCR Temizleme Kkiti ile temizlenerek
kullanilmistir. S6z konusu bu kit 20 kb’ye kadar olan DNA f{iriinleri i¢in uygun
oldugunda segilmistir. Bu islem sonrasi elde edilen yaklagik 5000 ng lineer

DNA’nin 1000 ng’1 C. reinhardtii ‘nin transformasyonunda kullanilmistir.

C. reinhardtii’nin plazmid DNA’s1 ile transformasyonu, hiicrelerin
kompetent hale getirilmesi ve elektroporasyon olarak iki basamakta

gerceklestirilmis takip edilen deneysel prosediir asagida verilmistir.
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4.5.1.3. C. reinhardtii hiicrelerininin kompotent hale getirilmesi

1.

250 ml TAP ya da TAP+Arg besiyeri igerisinde calkalamali inkiibatorde,
stirekli 1s1k altinda ve 25°C kiiltiire edilen C. reinhardtii hiicreleri, hiicre
yogunlugu 1-5X10° oldugunda kiiltiir 250 ml’lik steril santrifiij tiiplerine
aktarilmig, 4000 rpm’de 5 dakika (dak.) santrifiijlenmis ve st faz atilmigtir
(Sekil 4.6).

Dipte kalan yesil renkli hiicreler (pellet), TAP+Arg+ 50mM Sukroz (TAS)
icinde hiicre yogunlugu 3,5X10° olacak sekilde ¢ozdiiriildiikten sonra siirekli
151k altinda ve 25°C calkalama olmadan 2 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrast hiicreler santrifiijlenerek {ist faz atilmistir. Dipte kalan -pellet-

kompotent hale gelmis hiicreler transformasyon i¢in kullanilmistir.

4.5.1.4. Chlamydomonas hiicrelerinin pEYE2 plazmidi ile transformasyonu

1-

300ul elektrokompetent Chlamydomonas hiicresi tizerine 4.5.1.2°de
aciklandig sekilde lineer hale getirilen ve temizlenen plazmid DNA 20ul -
25ul (=100ng) eklenerek, kompetent hiicre ve lineer DNA’nin karigmasi
saglanmistir. Transformasyon o©ncesi hazirlanan bu 6rnek buz iizerinde
4mm’lik elektroporasyon kiivetinin igerisinde 10 dak. inkiibe edilmistir.

Ardindan elektroporasyon gergeklestirilmistir (Sekil 4.7).

Elektroporasyon kosullart; kapasitans 25uF, voltaj 0,8 kV, direng 1000Q

olarak ayarlanmistir.

Elektroporasyon sonrasi hiicreler oda sicakliginda elektroporator kiiveti
igerisinde 10 dak. inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu takiben hiicreler 10 ml TAP
igerisine aktarilmig ve 25°C’de ¢alkalama olmadan ve siirekli 1s1k altinda 12-
18 saat inkiibe edilmistir (Sekil 4.8).

Santrifiij ile Uist faz (300ul kadar tiip dibinde kalacak sekilde)

uzaklastirilmistir.

Tiip icerisinde kalan transformantlar TAP ya da hiicre ve transforme edilen
DNA’da kullanilan segici gene bagli olarak TAP+Arginin kat1 besiyerine
yayma ekim yapilmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4. 6. C. reinhardtii hiicrelerinin inkiibasyonu. A-Hiicreler, kompetent hale gelmesi igin
calkalamal1 inkiibator icersinde siirekli 151k altinda istenilen yogunluga ulasana kadar inkiibe
edilmistir. B- Inkiibasyonun ¢esitli asamalarindan iki kiiltiir 6rnegiden acik renkli olan kiiltiir 2
giinliik inkiibasyon sonrasi istenilen yogunluga ulasamamis iken koyu renkli kiiltiir 3 giinliik
inkiibasyondan sonra istenilen yogunlugu astigi i¢in kullanilamamistir. Bu gibi durumlari
engellemek igin hiicrelerimiz 2 giin inkiibasyon sonrasi sik sik thoma lami ile sayilmistir. Thoma
lamu ile hiicre sayimi 4.5.2°de agiklandig1 sekilde yapilmustir.

Sekil 4. 7. C. reinhardtii hiicreleri transformasyon oncesi elektroporasyon kiivetlerinin goriintiisi.
C. reinhardtii hiicreleri transformasyon oOncesi elektroporasyon kiivetleri igerisinde oda
sicakliginda 10 dak. inkiibe edilmistir.
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Sekil 4. 8. C. reinhardtii hiicreleri transformasyon sonrasi besiyeri igerisinde ki goriintiisii. C.
reinhardtii hiicreleri transformasyon sonrasi sivi besiyeri i¢inde siirekli 151k altinda 12-18 saat
inkiibe edilmistir.

Sekil 4. 9. Transformasyon sonrasi ekimi takiben alinan plate gériintiisii C. reinhardtii hiicreleri
transformasyon sonrasi inkiibe edildikten sonra santrifiijlenmis ve kati TAP+Arjinin besiyerine
ekimi yapilmistir.

Elektroporasyon sonrasi elde edilen koloniler (Sekil 4.10), hiicre sayisini
arttirmak amaclh Sekil 4.11°de goriildiigii gibi tek bir agar besiyerine 24 faklh
koloni ekimi yapilmis ve besiyerinde 3-6 gilin biiylimesi beklenmistir. Sekil
4.11°de ki gibi biiyliyen kolonilerde dogru gen bélgesinin olup olmadigi western
blot ile mutant EYEZ2 proteininin ekpresyonunun incelenmesinden Once,
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction; PCR) ile de kontrol
edilmistir.  Dogrulugu gosterilen suslarda, mutant EYE2 proteininin

ekspresyonunun olup olmadiginin belirlenmesi i¢in western blot yapilmstir.
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Sekil 4. 10. Lineer pEYE2’nin eye2-2 susuna transformasyonu sonrasi bilyilyen Cys mutant
kolonilerin gériintiisii.

Sekil 4. 11. Transformasyon sonrasi bilyiiyen koloniler, bu koloniler yeni besiyerine diizenli olarak

aktarilmistir.

4.5.2. Thoma lamu ile hiicrelerin sayimi

Thoma lami, C. reinhardtii c¢alismalarinda hiicre saymmi ig¢in
laboratuvarlarda sik¢a kullanilan bir metoddur. Thoma lami ile syimda amag
mikroskop altinda Imm?® alanda ki hiicrelerin sayimini yaparak Iml’de hiicre

sayisinda ve dolayisiyla hiicre yogunlugunun sayisal ifadesine ulagmaktir.

Thoma lami ile sayim bu c¢alismada, denemelerin tamaminin baslangi¢

asamasinda iken asagida ki sekilde yapilmistir.
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1- Hiicreler uygun besiyeri igerisinde kiiltiire edilmistir.

2- 90 pl hiicrenin iizerine 10 pl %1°lik hazirlanmis gluteraldehit ¢ozeltisi
eklenmis ve hiicrelerin fikse edilmeleri icin 2 dakika beklenmistir. Bu
asama hiicreleri fikse ederek kamgi hareketliligini azaltmak igin

yapilmistir.

3- Hiicreler hazir oldugunda thoma lami tizerine 10 pl 6rnek birakilmis ve
lamel kapatilmistir. 10X ve 40 X objektifler kullanilarak hiicreler

sayilmistir.

4- Thoma lami igerisinde tam ortaya gelecek sekilde 16 adet orta boy
birbiriyle esit kare bulunmaktadir hiicre sayiminda bu kareler Sekil
4.12°de goriildiigi gibi 0,25mm genisligindedir. 16 karenin igerisinde
bulunan hiicrelerin tamami, karenin dis cizgilerin iizerinde bulunan
hiicreler dahil edilmeden 40X objektif kullanilarak dikkatlice sayilmistir.

5- Elde edilen hiicre sayist (N) 10* ile carpilarak ml’de ki toplam hiicre

sayisina ulagilmistir (NX104 hiicre/ml).

Sekil 4. 12. Thoma lanmu 6rnek goriintiisii (University of the Basque Country, 2017).
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45.3. Transformasyon sonrasi secici besi ortaminda biiyiiyebilen
hiicrelerdeki rekombinant plazmidlerin PCR ile dogrulanmasi

Transformasyon sonrasi biiyiiyen koloniler sivi TAP besiyerinde kiiltiire
edilmis ve biiyliyen transformantlardan geriye doniik plazmid DNA izolasyonu ve
transforme edilen gen iirliniiniin PCR ile c¢ogaltilmas1 asagidaki sekilde

gergeklestirilmistir.

45.3.1. C. reinhardtii hiicresinden hizli DNA izolasyonu

1- Siv1 besiyerinde kiiltiire edilen hiicreler 13000 rpm’de 1 dk. santrifiijlenmis

iist faz uzaklastirilmistir.

2- Pellet 50 pul, 10 mM EDTA igerisinde ¢oziilmiis 10 sn. vortekslendikten sonra
98-100 °C’de 10 dk. inkiibe edilmistir.

3- Inkiibasyon sonras1 drnek hizlica buz iizerine alimmis ve 1 dk. buz iizerinde

sogumasi saglanmstir.

4- Buz ilizerinde inkiibasyondan sonra 6rnek 10 sn. vortekslenmis ve 13000
rpm’de 1 dk. santrifiijiin ardindan iist faz PCR icin kalip DNA olarak

kullanilmustir.

PCR reaksiyonunda kullanilan primerlerin listesi, reaksiyon bilesenleri ve
reaksiyon kosullar1 sirasit ile Cizelge 4.7, Cizelge 4.8 ve Cizelge 4.9°da

verilmistir.

PCR iirtinleri %1°lik agaroz jelde kontrol edilmis ve beklenen biiyiikliikte
(700bp) bandlarin eldesinin ardindan transformantin dogrulugu restriksiyonel
enzim kesimi ile de dogrulanmistir. Restriksiyonel kesim i¢in Eco721 restriksiyon
enzimi kullanilmis ve reaksiyon kosullar1 Cizelge 4.10°da verilmistir. Reaksiyon
onerildigi sekilde 37°C’de 60 dak. inkiibe edilmistir. Kesim sonrasi {iriinler

%1°lik agaroz jelde kontrol edilmistir.
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Cizelge 4. 7. Kullanilan primerlerin dizisi.

Primerin adi

Primerin dizisi (5’ — 3”)

F1

AGATCTCTCACCGCCGTCGCTTGC

R1

GCAGCAGTTCAAAGAGAATGG

Cizelge 4. 8. PCR reaksiyonu bilesenleri ve konsantrasyonlari.

Reaksiyon Konsantrasyon | Final Miktar
Bilesenleri Konsantrasyon | (ul)
Taq Buffer 10X X 2,5
MgCl, 25 mM 2,0 mM 15
dNTPs 10 mM 0,2 mM 0,5
Forward primeri 10 uM 0,4 uM 1
Reverse primeri 10 pM 0,4 uM 1
Betaine 5M 1M 5
Taq Polimeraz 5U/ ul 2,0 U/ ul 0,4
dH,0 - - 12,1
DNA - 50-100 ng 1,0
Toplam Hacim 25,0

Cizelge 4. 9. PCR reaksiyon kosullar1.

Reaksiyon Kosullar: Sicaklik - Siire | Dongii Sayisi

Baglangi¢ Denatiirasyonu 98 °C —2dk. -

Denatiirasyon 98 °C - 30 sn.

Baglanma 55°C-30sn. 30
Polimerizasyon 72 °C - 1 dk.

Son Uzama 72 °C - 3 dk. -

Cizelge 4. 10. Restriksiyon enzim kesim reaksiyonu bilesenleri.

Bilesenler Miktarlar: (ul)
PCR firiinii DNA 10

Eco72l restriksiyon enzimi (10 pl) 0,5

10X restriksiyon enzim tamponu 15

Distile su 3

Son hacim 15
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4.5.4. Mutant hiicrelerde EYE2 protein ekspresyonunun belirlenmesi

4.5.4.1 Hiicrelerden protein eldesi

Total protein eldesinin gergeklestirilmesi i¢in;
Kat1 TAP besiyerinde;

1-

2-

3-

25°C’de inkiibe edilen C. reinhardtii hiicreleri 6ze ile toplanmis ve 500 pl
stvi TAP besiyeri iceren ependorf tiipiine alinmustir.

7000 rpm’de 5 dak. santrifiijlenerek toplanan hiicrelere 200 pl 4X Laemmli
yiikkleme tamponu iginde ¢ozdiiriilmiistiir (Laemmli, 1970).

Ornekler, 95°C’de 5 dk. inkiibe edilmis, hemen kullanilmis ya da -20 °C’de

saklanmustir.

S1vi TAP besiyerinden yapilan kiiltiirlerde;

1-

2-

Hiicreler, 2 ml TAP i¢inde 1-2 giin siireyle 25°C’de inkiibe edilmistir.

Belirlenen zaman araliginda tamami tiipe transfer edilen hiicreler

santrifiijlenmis elde edilen pellet 4X Laemmli buffer iginde ¢ozdiiriilmiistiir.

Ornekler, 95 °C’de 5 dk. inkiibe edilmis, hemen kullanilmis ya da -20 °C’de

saklanmistir.

4.5.4.2 SDS-PAGE

Total protein eldesinin ardindan EYE?2 protein ekspresyonunun incelenmesi

icin western blot yontemi kullanilmistir. Denatiire edici Page jeli olarak da bilinen

SDS-PAGE sistemine adim1 veren, Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) anyonik bir

deterjandir ve proteinleri alt birimlerine ayirir, ayn1 zamanda negatif (-) yiik

tasidigr icin peptidlere baglanarak karisik elektriksel yiike sahip olan peptidlerin

tamaminin negatif ylikle yiiklenmesini dolayisiyla jel i¢erisinde sadece molekiiler

agirliklarina gore ayrigimini saglamaktadir. Yontem agagidaki sekilde yapilmustir.

1.

Ayirma jeli %10’luk hazirlanmis ve jel diizenegin 2/3inii dolduracak sekilde
diizenek icerisine dokiilmiistlir tizerine hizlica izopropanol eklemis ve 1 saat

inkiibe edilmistir (Cizelge 4.11).



2. Izopropanol dokiilmiis ve alkol iyice uzaklastirilmustir. Yiikleme jeli %4,5’luk

hazirlanarak diizenegin kalan kism1 doldurulmus ve 1 saat donana kadar inkiibe

edilmistir (Cizelge 4.11).

3. Eger giin igerisinde kullanilmayacaksa jellerin, kurumasmi engelleyecek

sekilde jel diizenegi nemli kagit ile sarilip iizerine stre¢ film kaplanmis ve

4°C’de saklanmustir.

4. Jel dokme diizeneginden c¢ikartilan jel, ornek yiliklenmesi icin yine 06zel

diizenegi kullanilarak tankin igerisine yerlestirilmis ve protein molekiiler
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agirlik standardi ve drnekler sirasi ile yliklenmistir.

Cizelge 4. 11. SDS-PAGE jeli hazirlamak igin kullanilan yiikleme ve ayirma jeli kompozisyonlari.

SDS-PAGE jeli Bilesenleri Yiikleme Jeli (%4,5) | Ayirma Jeli
(%10)

%30 Akrilamid bis-akrilamid 2,65 ml 450 pl

1 M Tris (pH;8,8) 3mi -

0,5 M Tris (pH;6,8) - 1,56 ml

%20 SDS 40 ul 15 pl

%10 Amonyum persiilfat (APS) 40 pl 30 ul

N,N,N’,N’-tetrametil-etilendiamin 4,0 ul 5,0 ul

(TEMED)

H.O 2,16 mi 640 ul

Toplam Hacim 7,884 mi 2,700 ml

4.5.4.3. Western Blot

SDS-PAGE jelinde molekiil agirliklarina gore jel iizerinde ayrigmalari saglanan
proteinler standart western blot teknikleri kullanilarak PVDF (Polyvinylidene

difluoride) membran tizerine transfer edilmistir.

Uygulanan Western blot yontemi asagidaki basamaklari icermektedir;

1- Orneklerin jel iizerinde yiiriimesi tamamlanmasma yakin blotlama igin

kullanilacak membran uygun boyutlarda kesilerek hazirlanmistir.

2- Membran, PVDF kullanildiginda 1 dak. MeOH’dan gegirilmis ve 3 kere

distile su ile yikanip transfer tamponu i¢inde inkiibasyona birakilmistir.




3

4

5-

6

7

8

9

10-

11-

12-

13-
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Jelin yiirtimesi bitince, jelin {ist kismu (stacking) kesilerek uzaklastirmis ve jel
transfer tamponu igerisine alinarak 10 dak. inkiibe edilmistir.

Tanka transfer buffer eklenerek transfer diizenegi hazirlanmistir.

Filtre kagitlar1 ve siingerler transfer tamponu ile islatilmis, tabakalar arasinda

hava boslugu kalmamasina dikkat edilmistir.
500 mA’de 1,5 saat transfer gerceklestirilmistir.

Tranfer sonras1 membran dikkatlice kalem ile isaretlenmis ve daha sonra

bloklama tamponu igersine alinarak, 1 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasi bloklama tamponu uzaklastirilmis ve primer antikor
(1°AB) ¢ozeltisi eklenerek (%5 NFDM + 1:500 1°AB*) gece boyu 4°C’de

inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasi 1°AB ¢ozeltisi uzaklastirilarak membran 3X10 dak
1XTBS-T tamponu ile yikanmaistir.

Sekonder antikor (2°AB) ¢6zeltisi hazirlanmistir (1s1k duyarli oldugu igin son

anda hazirlanmistir).

Membran 2°AB ¢ozeltisine transfer edilerek 2 saat oda sicakliginda (Room
temperature; RT) inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonrasit membran 1XTBS-T
ile yikanmig ve boyanarak goriintiilenmistir. Kemiliiminesans boyamada
substrat olarak Thermo marka Femto ve Pico kitler 7:3 oraninda karistirilarak
kullanilmigtir (Thermo Femto kit:34095, Thermo Pico kit: 34080).

Transfer sonrast membran gerekli goriildiiglinde Ponceau S boyas1 ile
boyanarak transfer kontrol edilmistir. Boyanmasi gereken kosullarda,
membran bloklama tamponu 6ncesi Ponceau S boyama ¢ozeltisinde 5 dak.

inkiibe edilmis sonrasinda saf su ile yikanmigstir.

Boyama sonrast membran dikkatlice yikanarak wester blot basamaklari

bloklama agamasindan itibaren aynen devam etmistir.
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Prob ¢ozeltileri ilgilenilen proteine bagl olarak asagida ki konsantrasyonlarda

bloklama tamponu igerisinde hazirlanmistir.

1° Antikor Cozeltisi
EYE2 i¢in rabbit polyclonal anti-EYE2 (1:1000),

Tubulin proteini i¢in mouse monoclonal anti-tubulin (clone B-5-1-2, 1:10000)
(Pozifit kontrol olarak kullanildi)
ChR1 igin rabbit polyclonal anti-ChR1 (1:5000)

2° AB Antikor Cdozeltisi
EYE2 ve ChRI i¢in antiRabbit (1:5000)
Tubulin i¢in antiMouse (1:5000)

Western blot sonrasi elde edilen protein badlarindan yola ¢ikilarak hedef
proteinin ekspresyon seviyesi hakkinda fikir sahibi olmak SDS-PAGE jeline esit
miktarda toplam protein yliklenmesini gerektirir. Jele esit miktarda protein
yiiklenmesi amaciyla SDS-PAGE 0Oncesinde oOrneklerdeki toplam protein
miktarlar1 Bradford yontemi ile belirlenmistir (Bradford, 1976). Bradford yontemi
toplan protein miktarini belirlenmesi i¢in skica tercih edilen bir yontemdir. Temeli
Coomasiie mavisinin protein ile baglanarak 465-595nm dalga boyunda
olusturdugu absorbansin 6l¢iimiine dayanir. Bu yontemde Bovine Serum Albumin
(BSA) kullanilarak olusturulan standart grafige gerek duyulmaktadir. Olusturulan
standart grafikten sonra saflastirilan proteininin dl¢timleri yapilarak elde edilen
absorbans grafik iizerinde kontrol edilmis ve protein miktar1 belirlenmistir.

Bradford yontemi ile protein miktarmin belirlenmesi asagida ki sekilde
yapilmistir.

1-  Standart grafik olusturmak igin BSA seyreltilerek cesitli konsantrasyonlarda
hazirlanmstir.
2-  Spektroskobik Ol¢lik almak icin Cytoskeleton marka “Advanced Protein

Assay Reagent” Protein Olgiim Belirteci kullanilmistir.

3-  Belirteg firmanin 6nerdigi dogrultuda 1X konsantrasyonda seyreltilmis ve
10ul 6rnek Iml 1X belirtecin igerisine eklenmistir.
4-  Spektrometrede ilk olarak belirte¢ tek olarak okutulmus ardindan standart

grafik olusturmak i¢in ¢esitli konsantrasyonlarda hazirlanan BSA’lar1 igeren
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ornekler spektro kiivetine alinmis ve herbiri ayr1 ayr1 590nm’de okutulmus
ve absorbsiyon degisimleri (O.D.) kaydedilmistir.

Standart grafik, Sekil 4.13’de verilmistir.

Protein 6rnekleri de 10ul 6rnek Iml belirte¢ olacak sekilde hazirlanmis ve
spektro kiivetlerine alinarak 590nm’de ol¢limleri yapilmistir.

Elde edilen O.D. degerleri grafik iizerinde yerlestirilerek toplam protein
miktar1 hesaplanmustir.

Grafiki le ayn1 anda yapilan 6rnek Olgiimlerinde O.D degeri 0,146 olan
ormek i¢cin protein miktarinin  175pl/ml  olarak grafik iizerinde
hesaplanmistir. Toplam protein miktarinin belirlenmesini gerektiren tiim

denemelerde standart grafik olusturmak igin yapilan 6lgtimler yenilenmistir.

Cizelge 4. 12. Bradford yontemi ile elde edilen standart grafik tizerinde BSA’nin
konsantrasyonuna bagli olarak O.D. degisimi.
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Caligmamizda ihtiya¢ duyulmas: durumunda protein miktarmnin kalitatif

analizine olanak verecek sekilde jel ya da membran iizerinde ‘Coomassie brillant

mavi’ boyama ile protein miktar1 kontrol edilmistir.

Coomassie Boyamasi asagida ki sekilde yapilmustir.

1- Jel kiigiik bir boyama kabina alinmistir.

2- Coomassie ¢ozeltisi eklenmis ve 90-120 dak. karistiricinin iizerinde inkiibe

edilmistir.
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Inkiibasyon sonras1 boyama ¢ozeltisi dokiilerek yikama ¢dzeltisi eklenip tek

bir kere hizlica jelin yikanmasi saglanmuistir.

Ornek iizerine tekrar jel yikama ¢ozeltisi eklenip gece boyu 4°C’de karistirict

tizerinde inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonras1 6rnekler saf su ile yikanarak proteinler incelenmistir.

4.5.5. eye2/pht ikili mutant suslarin olusturulmasi ve olusturulan hiicrelerin

taranmasi

Bu asamada amaglanan, yurt dis1 danismanimiz Dr. Dieckmann’in araciligi

ile edinmis oldugumuz Chlamydomonas phototropin mutant sus ile eye2-2 susunu

mating ile birlestirerek her iki proteinden de mutant olan ikili mutant sus elde

etmeye caligmaktir.

Eslesme sonucu, elde edilen koloniler PCR ile asagida ki sekilde taranmis

ve her iki gen bolgesinin de negatif oldugu sus taranmistir.

4.5.5.1. eye2-2 ve pht suslarini eslestirme ve PCR calismasi

1.

eye2-2 ve pht suslari ayri ayr1 250 ml uygun besiyeri igerisinde siirekli 11k

altinda kiiltiire edilmistir.

Hiicre yogunluklari 2,5x10%ml — 3,5x10%ml degerine ulastifinda hiicreler
santrifiijlenerek (3000 rpm, 5 dk.) toplanmis ve ardindan TAP-N besiyeri

icerisinde 24 saat siirekli 151k altinda inkiibasyona devam edilmistir.

Inkiibasyon sonrasi hiicreler santrifiij ile ¢oktiiriilmiis ve 150 ml TAP-N
besiyerlerinde ayr1 ayr1 ¢oziilmiistiir. Hiicreler son asama olarak 1 L’lik erlen
icerisinde kanistirllmis ve 20-50 rpm’de hafifce karistirarak 2 saat

eslesmelerinin saglanmast amagl inkiibe edilmistir.

Eslesmenin ardindan elde edilen koloniler gruplar halinde denenmis, EYE2
ve PHT proteinini kodlayan genlerin bulunmadig: ikili mutant sus PCR ile

aranmistir.

PCR reaksiyonunda her iki gen bdlgesinin negatif oldugu mutant susun
bulunabilmesi durumunda PCR reaksiyonunun dogrulugundan emin olmak
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icin internal kontrol olarak C. reinhardtii 18S Ribozomal RNA gen bdlgesi

kullanilmustir.

6. Her ti¢ gen bolgesine ait primerler ayni tiipte olacak sekilde PCR reaksiyonu
kurulmustur (Tablo 4.13).

7. PCR reaksiyon kosullart; 94°C-3 dak.; 94°C-30 sn; 55°C-30 sn; 72°C-1 dak.
(40 dongii); 72°C-1 dak.’dir. PCR reaksiyon iriinleri %2’lik agaroz jelde
gorlntiilenmistir. PCR bilesenleri Tablo 4.14’de verilmistir.

Cizelge 4. 13. Kullanilan primerlerin dizileri.

Primerin adi Primerin dizisi (5’ - 3°) Uriin (bp)
Phot Forward ATACGACCAAGGACCATGCA 420 bp

Phot Reverse CGTTAGCAAATGGTGGGAGG

EYE2 Forward GCGAGACACTATGGGACGTA 210 bp
EYEZ2 Reverse CAGAAACTCACCCCACATGC

18SR Forward AACCTGGTTGATCCTGCCAG 500 bp
18SR Reverse CACCAGACTTGCCCTCCA

Cizelge 4. 14. PCR reaksiyon bilesenleri ve konsantrasyonlari.

Reaksiyon Stok Cahisma Miktar (ul)
Bilesenleri Konsantrasyonu | Konsantrasyonu

Taq Buffer 10X 1X 2,5
MgCl, 25 mM 2mM 2,0
dNTPs 10 mM 0,2 mM 0,5
Phot-F 10 uM 0,4 uM 1,0
Phot-R 10 uM 0,4 M 1,0
EYE2-F 10 uM 0,4 uM 1,0
EYE2-R 10 uM 0,4 uM 1,0
18SrRNA-F 10 uM 0,28 uM 0,7
18SrRNA-R 10 uM 0,28 uM 0,7
Betaine 5M 1M 5,0
Taq Polimeraz 5 U/ul 2 U/ul 0,4
DNA - 50-100 ng 1,0
dH,0 - - 8,2

Toplam Hacim 25,0
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5. BULGULAR

5.1. Mutant eye2 Geninin Hazirlanmas1 ve EYE2 Geni Bulunmayan eye2-2
(Arg 7) Susuna Transformasyonu

Bu asama icin yurt dis1 proje ortagimiz Prof. Dr. Carol Dieckmann’in
laboratuvarindan temin edilen eye2 geninin klonlandigi pARG 7-8 plazmidi
kullanilmistir. pARG 7-8 plazmidi Arjinin (Arginine-ARG) besin belirtecini
icermekte ve bu Ozelligi ile aktarildigir hiicrelerin segilimini saglamaktadir.
Chlamydomonas eye2-2 susu ise EYE2 genini bulundurmadigr gibi ARG genini de
bulundurmaz ve kiltirii i¢cin TAP besiyerine ilave olarak 0,2mg/ml arjinin

ilavesini gerektirir.

Bu oOzelliklerden yola ¢ikarak planlanan c¢alismamizda, pARG7-8
plazmidine ARG geninin hemen arkasina klonlanan mutant eye2 geni
elektroporasyon ile Chlamydomonas eye2-2 susunun genomik DNA’sina

aktarilmistir.

Elektroporasyonun basarili olmasi durumunda ARG geninin ekspresyonu
gerceklesmekte ve dolayisiyla arjinin bulunmayan TAP besiyerinde biiyiiyen s6z
konusu bu transformantlarda teorik olarak ARG geninin pesi sira klonlanan EYE2

geninin de ekspresyonunun gerceklesmesi de beklenmektedir.

Ancak gerek bu asamada gerekse daha dnce bu mantikla yapilan klonlama
ve transformasyon calismalarinda her zaman tiim transformantlarda hedef
proteinin ekspresyonu gozlemlenememistir. Bu nedenle transformasyon sonrasi
elde edilen koloniler benzer ¢alismalarda western blot ve/veya immunofloresans
mikroskobi ile protein ekspresyonunun goézlemlenmesi i¢in incelenmistir

(Mittelmeier et al., 2015)
5.2. pEYE2 Rekombinant Plazmidinin Dogrulanmasi

PEYE?2 rekombiant plazmidi hazirlandiktan sonra saflastirilmis, 4.5.1.2°de
aciklandigr sekilde plazmid DNA izolasyonu yapilmigs ve transformasyonda

kullanilmak tizere ECORI enzim kesimi yapilmistir.
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Caligmamizdaki  pespese  yapilan  basarisiz  transferler  sonrasi,
Chlamydomonas hiicresine transfer edilecek lineer DNA nin konsantrasyonu 30-
60ng/ul ve transfer edilecek toplam DNA miktar1 da 400-600ng araliginda olmak
lizere optimize edilmistir. Bu yogunlukta lineer DNA elde etmek i¢in asagida
aciklanan plazmid DNA izolasyonu 30 ml kiiltiir i¢in 2ml’lik 14 ependorf tiipiinde
es zamanli olarak yapilmis, elde edilen DNA’lar tek tiipte birlestirilerek
restriksiyon enzim kesimi i¢in kullamilmistir. Calismamizda biiylik miktarda
plazmid DNA izolasyonuna imkan veren o6zel kitler de kullanilmistir ancak
sonucun ayni olmasi nedeniyle kit kullanmadan standart plazmid DNA izolasyonu
ile deneylere devam edilmistir. Plazmid DNA izolasyonu sonuglar1 Sekil 5.1°de

verilmistir.

1000
700

500

Sekil 5. 1. pEYEZ2 plazmidinin saflastirilma sonrasi enzim ile kesim dncesi ve sonrasina ait agaroz
jel goriintiisii (%1 Agaroz jel). Uygulamalar sirasiyla 1; DNA molekiiler agirlik standardi, 2-3;
kesilmemis pEYE2 plazmid DNA’lari, 4-5. ECORI enzim kesimi yapilmis pEYE2 plazmid
DNA’lar1.

Lineer pEYE2 plazmidi 4.4.1.3 ve devaminda anlatildigi sekilde
Chlamydomonas hiicrelerine transforme edilmistir. Transformasyon sonrasi
bliyliyen koloniler PCR ile dogru gen bolgesini igerip icermediklerinin

incelenmesi i¢in kontrol edilmistir.
5.3. Transformantlarin PCR ile Dogrulanmasi

PEYE2 plazmidi lineer hale getirildikten sonra Chlamydomonas eye2-2

susuna aktarilmistir. Transformasyon sonrast elde edilen koloniler TAP
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besiyerinde Kkiiltiire edilmis ve transformantlarin pPEYE2 plazmidini alip

almadiklarinin dogrulanmasi i¢in PCR yapilmistir.

PCR ile ¢ogaltilan bolge pARG plazmidine klonlanan EYE2 gen bdlgesini
de igerecek sekilde tasarlanmis olup, boylelikle EYE2 gen bolgesi bulunmayan
mutant susa transformasyon ile EYE2 gen bdlgesinin aktarilip aktarilamadiginin
belirlenmesi hedeflenmistir. Ancak transformanti, PCR ile kontrol etmenin yani
sira elde edilmis olan 700 bp’lik lineer PCR {irlinii i¢erisinde iki yerden tanima
bolgesi olan Eco72I enzimi ile muamele edilmis bdylece dogrulugunun ispati

amaglanmistir (Sekil 5.2A ve B).

1000
700

500

Sekil 5. 2. A. Transformantlara ait PCR iriinii jel goriintiisii. A. Transformantlarin PCR sonucu
elde edilen {riinlerine ait 6rnek sirasi; Uygulamalar sirasiyla 1- 1kb marker DNA, 2- transformant
no:1, 3- transformant no:2, 4- Pozitif kontrol olarak pEYE2 plazmid DNA kullanilmistir. B.
Transformantlara ait PCR driinlerinin enzim kesimi sonucu elde edilen DNA fragmanlarinin
goriintiisii. Ornek Sirast; 1- 1kb marker DNA, 2- transformant no:B1, 3- transformant no:B2, 4-
Pozitif kontrol olarak pEYE2 plazmid DNA (Beklenen enzim kesim 58 bp, 200 bp ve 442 bp’dir.)

Enzim PCR f{iriinii olan bolgeyi 58 bp, 200 bp ve 442 bp olacak sekilde 3
fragmana ayirmaktadir. Sekil 5.2.A ve 5.2.B’de goriildiigii gibi transformantdan
beklenen biiyiikliikte PCR fragmanlar1 ve beklenen biiyiikliikte enzim kesim
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tiriinleri elde edilmistir. PCR reaksiyonu ve enzim kesimi denemelerinde aktarilan

plazmid DNA (pEYEZ2) pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

5.4. Mutant Hiicrelerde EYE2 Protein Ekspresyonunun Belirlenmesi

Transformantlarin  tamami PCR ve enzim kesim reaksiyonlar1 ile
tanimlanmistir ancak denememizde EYE?2 protein ekspresyonunun gerceklesmesi
de temel alindig1 i¢in bu dogrulamanin ardindan, dogrulanan transformantlarda
EYE2 proteininin ekspresyonunun olup olmadiginin incelenmesi i¢in western blot
yaptlmis ve Tubulin proteini pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
Transformantlarin western blot sonucu elde edilen goriintiileri Sekil 5.3’de

verilmistir.

EYE2 70kDa
Tubulin 50kDa

Sekil 5. 3. Western blot goriintiisii. Uygulamalar sirasiyla; 1-Yabanil hiicrede EYE2 ve Tubulin
protein ekspresyonu, 2- Transformasyonda kullanilan mutant susda Tubulin Protein ekspresyonu
3- Transformant no:1, 4- Transformant no:2, 5- Transformant no:3, 6- Transformant no:4, 7-
Transformant no:5, 8- Transformant no:6, 9- Transformant no:7.

Sekil 5.3’de 1 numarali sira; yabanil tip Chlamydomonas hiicresinde, EYE2
protein ekspresyonunu ve pozitif kontrol olarak kullanilan Tubulin protein
ekspresyonunu gostermektedir. 2 numarali sira; transformasyonda kullanilan
Chlamydomonas eye2-2 susuna aittir ve EYE2 protein ekspresyonu ve Tubulin
protein ekspresyonu incelenmis ancak sadece Tubulin protein ekspresyonu
goriilmistiir ki bu da bu hiicreden elde edilen transformantlarda EYE2 proteinin
goriilmesi  durumunda transformasyonun basarili  oldugu ve protein
ekspresyonunun transforme edilen gen bolgesi sayesinde gergeklestigi anlaminin
cikarilabilemesini saglayacaktir. 3 numarali sira; 1 numarali transformant hiicreye
ait EYE2 ve Tubulin protein ekspresyonuna aittir ve transformantta Tubulin

protein ekspresyonu goriilmiistiir, bu da protein ekspresyonunun dogru calistigi
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seklinde yorumlanmig, EYE2 proteininin goriilmemesi ise bu  durumda
ekspresyonun gergeklesmemesi seklinde yorumlanmistir Bu nedenle ¢aligmanin
ilerleyen asamalarinda bu transformant kullanilmamistir. 4 numarali 6rnek; 2
numarali transformanta ait EYE2 ve Tubulin protein ekspresyonuna aittir.
Transformantta Tubulin protein ekspresyonu goriilmiistir bu da protein
ekspresyonunun dogru calistigi seklinde yorumlanmis, EYE2 proteininin ise ¢ok
diistik ekspresyonu goriilmektedir. Bu nedenle galismanin ilerleyen asamalarinda
bu transformant kullanilmamistir. 5 numarali 6rnek; 3 numarali transformanta ait
EYE2 ve Tubulin protein ekspresyonuna aittir. Transformant hiicrede goriilen
EYE2 proteininin ekspresyon miktar1 calismanin ilerleyen asamalarinda bu
transformantin  kullanmasinin tercihini saglamistir (Transformanta B1 kodu
verilmistir). 6, 7 ve 8 numarali siralar; sirasiyla 4, 5, 6 numarali transformant
hiicrelere ait EYE2 ve Tubulin protein ekspresyonuna aittir. Transformantlarda
Tubulin protein ekspresyonu goriilmiistiir, bu da protein ekspresyonunun dogru
calistig1 seklinde yorumlanmis EYE2 proteininin goériilmemesi ise bu durumda
ekspresyonun gerceklesmemesi seklinde yorumlanmistir ve bu nedenle ¢alismanin
ilerleyen asamalarinda bu transformantlar kullanilmamistir. 9 numarali 6rnek; 7
numarali transformanta ait EYE2 ve Tubulin protein ekspresyonuna aittir.
Transformant hiicrede goriilen EYE2 proteininin ekspresyon miktar1 ¢alismanin
sonra ki asamalarinda bu transformantin Kullanilmasinin tercih edilmesini

saglamistir (Transformanta B2 kodu verilmistir).

Transformantlar, 151k mikroskobu ile g6z noktasinin iriligi ya da ata sus olan
eye2-2’ya gore morfolojik herhangi bir farklilik olup olmadiginin belirlenmesi
amaciyla incelenmistir. Yapilan mikroskobik ¢aligmalarda dikkate deger bir
farklilik belirlenememistir. GOz noktasinin biiylikliigii ve morfolojik yap1
karsilagtirilabilir 6zelliktedir. Sekil 5.4’de yabanil tip ve g6z noktas1 mutant C.

reinhardtii hiicrelerine ait 151k mikroskobu fotograflar verilmistir.
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Sekil 5. 4. Hiicrelerin 151k mikroskobu ile ¢ekilmis 6rnek goriintiileri. A. Yabanil tip hiicre,

B.Transformant hiicre.

5.5. eye2/pht ikili Mutasyon Tastyan Suslarin PCR ile Taranmasi

Bu asamada, Dr. Dieckmann’in laboratuvarindan temin edilen phototropin
mutant sus (pht) ile eye2-2 susunu eslesme ile birlestirerek her iki proteinden de

mutant olan ikili mutant susun elde edilmesi amag¢lanmistir.
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Eslesme sonrasi elde edilen koloniler PCR ile taranmis ve her iki gen
bolgesinin de negatif oldugu sus aranmistir. PCR sonucu elde edilen {irlinlere ait

jel goriintiisti Sekil 5.5°de verilmistir.

Marker (bp) 1 2 3 4

I8SrRNA

Phot

EYE2

Sekil 5. 5. eye2/pht ikili mutant sus adaylarina ait PCR firiiniine ait 6rnek agaroz jel goriintiisii.
Uygulamalar sirasiyla; 1- eye2 ve phot mutant 6rnek, 2- phot mutant 6rnek, 3- eye2 mutant 6rnek,
4- Mutasyon bulunmayan yabanil tip 6rnek ,Sekil 5. 5, calismamizda elde ettigimiz cesitli mutant
hiicrelerden 6rnekler segilerek hazirlanmis bir 6rnek goriintiisiidiir.

EYE2 ve Phot gen bélgelerinde ki mutasyonlar nedeniyle planlanan ikili
mutant susda EYE2 ve Phot gen bolgeleri bulunmadigi i¢in PCR sonucu iiriin
beklenmemektedir. Sekil 5.5’de hazirlanan 6rnek gorintiide internal kontrol

olarak kullanilan 18SrRNA gen bolgesi kullaniimistir.
5.6. Zamana Bagh Degisimin Western Blot ile Belirlenmesi

Calismada EYE2 proteinin ekspresyonundaki degisiminin incelenmesi
amaciyla yapilan western blot denemelerinden once ekstrakte edilen total
proteinler SDS-PAGE ile kontrol edilmistir (Sekil 5.6). Protein eldesinde sorun

olmadig goriilen 6rnekler ile caligmalara devam edilmistir.
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Sekil 5. 6. SDS-PAGE sonras1 Coomassie boyasi ile muamele edilmis jel goriintiisi.

wt  wt wt WI WI Wr

12A° 12K 24K 12A 12K 24K
wm wm wm
12A 12K 24K

70 kDa EYE2

50 kDa Tubulin

Sekil 5. 7. Yabanul tip, C. reinhardtii suglarinin farkli besiyerlerinde ve farkli zaman araliklarinda
protein ekspresyonlarinin belirlenmesi amaciyla yapilan 6rnek western blot goriintiisii. “wt” ile
ifade edilen 6rnek; TAP besiyerinde kiiltiire edilen yabanil tip C. reinhardtii susu kullanilarak
yapilan protein ekspresyonuna, “wr” ile ifade edilen ornek; karbon kaynag olarak asetat kullanilan
R besiyeri igerisinde kiiltiire edilen C. reinhardtii susu kullamilarak yapilan protein ekspresyonuna,
“wm” ile ifade edilen 6rnek; karbon kaynagi kullanmadan hazirlanan M besiyeri igerisinde kiiltiire
edilen C. reinhardtii sugu kullanilarak yapilan protein ekspresyonuna ait verileri ifade etmektedir.

Sekil 5.7.’de “wt” ile ifade edilen ornek; TAP besiyerinde kiiltlire edilen
yabanil tip C. reinhardtii susu kullanilarak yapilan protein ekspresyonuna ait
verileri ifade etmektedir. “wr” ile ifade edilen 6rnek; karbon kaynagi olarak asetat
kullanilan R besiyeri igerisinde kiiltiire edilen C. reinhardtii susu kullanilarak
yapilan protein ekspresyonuna ait verileri ifade etmektedir. “wm” ile ifade edilen
ornek; karbon kaynagi kullanmadan hazirlanan M besiyeri igerisinde kiiltiire
edilen C. reinhardtii susu kullanilarak yapilan protein ekspresyonuna ait verileri
ifade etmektedir. Kiiltiirler 12:12 (Aydmlik (A):Karanlik (K)) hayat dongiisiinde
ve 24 saat karanlikta inkiibe edilmistir. 12A; Aydinlik dongiisii baslangicinda
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alman Ornek i¢in kullanilmistir. 12K; Karanlik dongiisii baslangicinda alinan
ornek i¢in kullanilmistir. 24K; 24 saat karanlikta inkiibe edilen 6rneklerden 24.
saat sonunda alinan ornek i¢in kullanilmistir. Western blot ile EYE2 protein
ekspresyonu incelenmistir yaklasik 70 kDa olan protein ile birlikte pozitif kontrol
olarak Tubulin proteini de ayni membranda incelenmistir. Tubulin proteini
yaklagik 50 kDa biiyiikliigiindedir.

et et et ct ct ct
12A 12K 24K 12A 12K 24K

EYE2
Tubulin

Sekil 5. 8. eye2-2 ve cys mutant C. reinhardtii suslarinin TAP besiyerinde ve farkli zaman
araliklarinda protein ekspresyonlarimin belirlenmesine amaciyla yapilan 6rnek western blot
goriintlisii. “et” ile ifade edilen 6rnek; TAP besiyerinde kiiltire edilen EYE2 gen bolgesi
bulunmayan mutant C. reinhardtii susu kullanilarak yapilan protein ekspresyonuna, “ct” ile ifade
edilen ornek; TAP besiyerinde kiiltiire edilen Cys gen bolgesinde mutasyon olusturdugumuz cys
mutant C. reinhardtii susu kullanilarak yapilan protein ekspresyonuna ait verileri ifade etmektedir

Sekil 5.8.’de “et” ile ifade edilen 6rnek; TAP besiyerinde kiiltiire edilen
EYE2 gen bolgesi bulunmayan mutant C. reinhardtii susu kullanilarak yapilan
protein ekspresyonuna ait verileri ifade etmektedir. “ct” ile ifade edilen Ornek;
TAP besiyerinde kiiltiire edilen Cys bolgesinde mutasyon olusturdugumuz cys
mutant C. reinhardtii susu kullanilarak yapilan protein ekspresyonuna ait verileri
ifade etmektedir. Western blot ile EYE2 protein ekspresyonu incelenmis ve
yaklagik 70 kDa olan protein ile birlikte pozitif kontrol olarak Tubulin proteini de

aynt membranda incelenmistir. Tubulin proteini yaklasik 50 kDa kadardir.
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Sekil 5. 9. cys mutant C. reinhardtii suslarinin R ve M besiyerlerinde ve farkli zaman araliklarinda
protein ekspresyonlarinin belirlenmesine ait western blot goriintiisii. “cr” ile ifade edilen 6rnek;
karbon kaynagi olarak aasetat kullanilan R besiyerinde kiiltiire edilen EYE2 gen bolgesi
bulunmayan cys mutant C. reinhardtii susu kullanilarak yapilan protein ekspresyonuna, “cm” ile
ifade edilen 6rnek; Karbon kaynagi eklenmeden hazirlanan M besiyerinde kiiltiire edilen Cys
bolgesinde mutasyon olusturdugumuz cys mutant C. reinhardtii susu kullanilarak yapilan protein
ekspresyonuna ait verileri ifade etmektedir.

Sekil 5.9.°da “cr” ile ifade edilen 6rnek; karbon kaynagi olarak aasetat
kullanilan R besiyerinde kiiltiire edilen EYE2 gen bdlgesi bulunmayan cys mutant
C. reinhardtii susu kullanilarak yapilan protein ekspresyonuna ait verileri ifade
etmektedir. “cm” ile ifade edilen 6rnek; Karbon kaynagi eklenmeden hazirlanan
M besiyerinde kiiltiire edilen CYS gen bolgesinde mutasyon olusturdugumuz cys
mutant C. reinhardtii susu kullanilarak yapilan protein ekspresyonuna ait verileri
ifade etmektedir. Kiiltiir kosullar1 yukarida belirtildigi sekildedir. Western blot ile
EYE2 protein ekspresyonu incelenmistir yaklasik 70 kDa olan protein ile birlikte
pozitif kontrol olarak Tubulin proteini de ayni membranda incelenmistir. Tubulin
proteini yaklagik 50 kDa kadardir. Kiiltiirler 12:12 (Aydinlik (A):Karanlik (K))
hayat dongiisiinde ve 24 saat karanlikta inkiibe edilmistir. 12A; Aydinlik dongiisti
baslangicinda alinan oOrnek i¢in kullamilmistir. 12K; Karanhik donglsi
baslangicinda alinan Ornek i¢in kullanilmistir. 24K; 24 saat karanlikta inkiibe
edilen Orneklerden 24. saat sonunda alinan ornek i¢in kullanilmistir. Western blot
ile EYE2 protein ekspresyonu incelenmistir yaklasik 70 kDa olan protein ile
birlikte pozitif kontrol olarak Tubulin proteini de ayn1 membranda incelenmistir.
Tubulin proteini yaklasik 50 kDa kadardir.
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ct ¢t ¢t ct ct ct et et et
Os 3s 6s 9s 12s 24s 0s 12s 24s

Sekil 5. 10. Cys mutant C. reinhardtii susunun ve farkli zaman araliklarinda protein
ekspresyonlarinin belirlenmesine ait western blot goriintiisii. “ct” ile ifade edilen ornek; TAP
besiyerinde kiiltiire edilen Cys bélgesinde mutasyon olusturdugumuz cys mutant C. reinhardtii
susu kullanilarak yapilan protein ekspresyonuna ait verileri, “et” ile ifade edilen ornek; TAP
besiyerinde kiiltire edilen eye2-2 mutant C. reinhardtii susu kullanilarak yapilan protein
ekspresyonuna ait verileri ifade etmektedir.

Sekil 5.10.’da “ct” ile ifade edilen 6rnek; TAP besiyerinde kiiltiire edilen
Cys bolgesinde mutasyon olusturdugumuz cys mutant C. reinhardtii susu
kullanilarak yapilan protein ekspresyonuna ait verileri ifade etmektedir. Kiiltiirler
12:12 (Aydinlik (A):Karanlik (K)) hayat déngiisiinde inkiibe edilmistir. Ornekler
karanlik dongiiniin baglangic saati 0. (sifir) saat sayilmak iizere 3. saat, 6. saat, 9.

saat, 12. saat ve 24. saat baslarinda toplanmistir ve membran iizerinde sirastyla Os,

3s, 6s, 9s, 12s, 24s, olarak ifade edilmistir.

Sekil 5.10°da “et” ile ifade edilen 6rnek; TAP besiyerinde kiiltiire edilen
eye2-2 mutant C. reinhardtii susu kullanilarak yapilan protein ekspresyonuna ait
verileri ifade etmektedir. Kiiltirler 12:12 (Aydinlik (A):Karanlik (K)) hayat
déngiisiinde inkiibe edilmistir. Ornekler karanlik déngiiniin baslangi¢ saati 0.
(sifir) saat sayilmak tizere 12. saat ve 24. saat baslarinda toplanmistir ve membran

iizerinde sirasiyla Os, 12s, 24s, olarak ifade edilmistir.
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Western blot ile EYE2 protein ekspresyonu incelenmistir yaklasik 70 kDa
olan protein ile birlikte bir fotoreseptdr protein olan ChR1 protein ekspresyonu da

incelenmistir. ChR1 proteini yaklasik 70 kDa kadardir.

wt wit wt wt wt
0s 3s 6s 9s 12s

EYE2

Sekil 5. 11. Yabaml tip, C. reinhardtii tiriiniin ve farkli zaman araliklarinda protein
ekspresyonlarinin belirlenmesi amaciyla yapilan 6rnek western blot goriintiisii. “wt” ile ifade
edilen 6rnek; TAP besiyerinde kiiltiire edilen yabamil tip C. reinhardtii susu kullanilarak yapilan
protein ekspresyonuna ait verileri ifade etmektedir.

Sekil 5.11.’da “wt” ile ifade edilen 6rnek; TAP besiyerinde kiiltiire
edilen yabanil tip C. reinhardtii susu kullanilarak yapilan protein ekspresyonuna
ait verileri ifade etmektedir. Kiiltiirler 12:12 (Aydinlik (A):Karanlik (K)) hayat
dongiisiinde inkiibe edilmistir. Ornekler karanlik déngiiniin baslangig saati 0.
(sifir) saat sayilmak iizere 3. saat, 6. saat, 9. saat ve 12. saat baslarinda
toplanmistir ve membran iizerinde sirasiyla Os, 3s, 6s, 9s, 12s, olarak ifade
edilmistir.

Western blot ile yaklagik 70 kDa olan EYE2 protein ekspresyonu

incelenmistir.
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6. TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alismada, Chlamydomonas reinhardtii goz noktasinin hiicre
boliinmesinin ardindan yeniden olusumu siirecinde fonksiyonel oldugu diisiiniilen
EYE2 proteininin, bu ¢alisma kapsaminda olusturulan redoks aktif bolgesinde iki
Cys rezidiilerini hedefleyen ikili mutant sus ile yabanil tip suslardaki ekspresyon
degisimlerinin incelenmesi amaglanmistir. Bu dogrultuda EYE2 geninin
thierodoksin aktif bolgesindeki Cys rezidiilerinde ait TGC ii¢lii kodonlarindaki
guanin, sitozin ile degistirilmis ve TCG (Serin) ti¢lii kodonu elde edilmistir. Bu
sekilde olusturulan mutant EYE2 proteinini eksprese etmesi beklenen dizinin
klonlandig1 plazmid, EYE2 geninin defektli oldugu Chlamydomonas eye2-2
susuna aktarilmis ve mutant EYE2 proteininin ekspresyonunun degisimi

incelenmistir.

Tek hiicreli yesil alglerden olan Chlamydomonas sp., kamg1 hareketliligi,
kloroplast dinamigi, hiicre duvarinin 6zel yapisi ve 1siksiz ortamda karbon
kaynag1 olarak asetat1 kullanmasi nedeniyle genetik arastirmalarda biiyiik 6nem
tagimakta ve model organizma olarak kullanilmaktadir. Genom yapis1 2007°de
aydimlatilan C. reinhardtii hayat dongiisiinde icerdigi karanlik ve aydinlik evre ile

bir ¢ok organizmadan ayrilir (Merchant et al., 2007).

Goz Noktasi ise Mast (1916), tarafindan Volvocaceae alg ailesine dahil
iyelerde bulunan, 151k mikroskobu seviyesinde karetonoid pigmentlerinin
konsantrasyonunun yiiksek olmasi sebebiyle parlak turuncu renkte goriilen, géz
noktasi ya da stigma, hiicrelerin ylizmeleri esnasinda 15181 algilamasina yardimci
olan bir organel olarak tanimlanmistir. C. reinhardtii géz noktasi, iki ya da daha
fazla, yaklasik olarak 80-130 nm ¢apinda, elektronca zengin, diizenli graniillerden
olusan tabakalar icermektedir ve her bir tabaka, tilakoid membran tarafindan
birbirine baglanmaktadir (Morel-Laurens and Feinleb, 1983). S6z konusu olan bu
graniillii tabakanin ve dolayisiyla goz noktasinin olusumu her bir hiicre
boliinmesinin ardindan yenilenmektedir. Fakat bu yeniden olusum siirecinde goz
noktasinin graniilasyonunun sekillenisi hala cevaplanmay1 bekleyen bir sorudur.
Konuyla ilgili yapilan c¢aligmalarda Ozellikle ii¢ proteinin Onemli oldugu
diistiniilmektedir; bunlardan PHT g6z noktasinin iriliginin kontroliinii saglarken,

EYE2 ve EYE3 kloroplast stromasinda pigment graniilasyonunu saglar. G6z
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noktasinin yeniden olugumu siirecinde rol oynayan proteinler yapilan caligmalar
sonucunda edindikleri gorevlere gdre genel olarak ii¢ gruba ayrilmistir. Ik grup,
gdz noktast olusumunun diizenlenmesinde fonksiyonel oldugu diisiiniilen
proteinlerden olusurken, ikinci grubu, g6z noktasi graniillerinin 4 numarali kamg1
koketigii iizerinde ki yerlesimini diizenledigi diisiiniilen proteinler olugturmaktadir
(Dieckmann, 2003; Lamb et al., 1999; Mittelmeier et al., 2008; Trippens et al.,
2012). Son grup proteinlerin ise karotenoid dolu lipid graniillerinin, diizenlenmesi
ve kloroplast igerisindeki yerlesiminden sorumlu olan proteinlerin olusturdugu
diisiiniilmektedir. Bu grup igerisinde géz noktasi olusumunu baslatan proteinlerin
oncelikli olarak géz noktasinin yerlesiminden sorumlu olan ikinci grup proteinler
olabilecegi, bu grup proteinlerin aktivatdr ya da reseptdr gibi davranarak diger
grup proteinleri dogrudan ya da dolayli olarak tetikliyor olabilecekleri konuyla
ilgili yapilan ¢alismalarda One siiriilmiistiir (Roberts et al., 2001; Dieckmann,
2003; Kreimer, 2009). ikinci grubun etkisi ile baglayan siirecin son grup proteinler
ile devam ettigi bir diger 6nemli nokta olmustur. Lokalize olacag: yer belirlenen
g0z noktasi i¢in ikinei grup proteinlerin lipid graniillerini hazirlamaya basladigi ve
bu agsamanin g6z noktasinin olusumu i¢in énemli oldugu diistiniilmiistiir ancak ilk
grup proteinler olmadan karotenoid dolu lipid graniillerin yerlesiminin
diizenlenmesinin gergeklesmesinin olast olmayacagi da one siiriilmektedir. Bu
gibi fikirler 15181nda EYE2 ile yapilan mRNA diizeyinde ki ¢alismalarda ya da
yine kamgili ve goz noktasi bulunan yesil alglerden olan Spermatozopsis similis ’in
g6z noktas1 fraksiyonlar1 ile yapilan calismalarda, EYE2’nun birinci grup
proteinler icerisinde olabilecegi, g6z noktasinin yapisal seklinin olusumunda ve
diizenlenmesinde fonksiyonel olacagir disiiniilmiis ancak tam anlamiyla

kanitlanamamistir (Reninger et al., 2001).

EYE2’nun ilk grup proteinler arasinda girebilme olasiligint diistindiiren
icerdigi Thioredoksin aktif bolgedir (Morisse et al., 2014). Thioredoksin ailesi
redoks reaksiyonlar1 katalizleme Ozellikleri ile gosterilmistir (Lemaine et al.,
2004). Bu bolge EYE2’da 2. ekzon igerisinde 186-194. amino asitler arasinda
olup iki adet Cys igermektedir. Cys bolgeleri yapilan ¢caligmalarda, elektron iletme
mekanizmalart nedeniyle protein katlanmalarinda ve enzimatik reaksiyonlar gibi
hiicre igerisinde 6nemli gelisimsel yolaklarda yer aldig1 gosterilen bolgelerdir. Bu

nedenle EYE2 thioredoksin bolgesinin igerdigi Cys’lerin proteine diizenleyici ve
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kontrol edici bir rol vermis olabilecegi fikrinin edinilmesini saglamistir (Netto et
al., 2007). EYE2 proteini iizerinde tek bir Cys bolgesinin mutasyona ugratildigi
caligmalar bulunmaktadir ve EYE2 ekspresyonunda degisiklik goriilmemistir
(Roberts et al., 2001). Bu calismada literatiirdeki caligmalarda elde edilen veriler
dogrultusunda Cys bolgeleri proteinin fonksiyonun belirlenmesi i¢in ¢ikis noktast
olarak secilmis bu dogrultuda, literatiirden farkli olarak iki Cys bdlgesinde
mutasyon yapilmis ve EYE2 proteininin ekspresyon seviyesi yabanil tipe gore
bliyiik bir farklanma gostermemistir. Bununla birlikte bu ¢alismada planlanana
benzer sekilde, iki Cys bolgesi mutasyona ugratilarak farkli proteinler iizerinde
yapilan ¢alismalarda bulunmaktadir. Pulcu et al.,, (2015) tarafindan yapilan
caligmalarda alfa-hemolizin proteinin Cys mutasyonlari denenmis ve etkileri
incelenmigtir, ve Cys Dbolgeleri proteinin fonksiyonel bdlgesi olarak
tanimlanmistir. Tiim bunlarin disinda diigtiniildiigii gibi Thierodoksin aktif bolge
icerisinde bulunan Cys bolgelerinin fonksiyonel olmadigi durumlarda rapor
edilmistir. Calismada elde edilen verilerde cys mutant suslarda g6z noktasinin
olusumunun engellendigi goériilmemistir. Hiicrelerde g6z noktas: bulunmakta ve
1s18a yonelim gergeklesmekte ancak 1s18a karst alinan yanit yabanil hiicrelere gore
daha yavag olmaktadir. Benzer sonuglar Roberts ve ekibi (2001) ile Lamb ve ekibi
(1999) tarafindan da rapor edilmis benzer sonuclarin alindigi mutasyonlar
gosterilmistir. Yine ayni calismada, Roberts ve ekibi (2001) tek Cys bdlgesi
mutantasyonlu EYE2 mutant suslarla ¢alismis, edindigi benzer sonuglar1 graniil
olusumunda olabilecek bir hasar ile agiklamustir, bu ifade edilen sonuglar ile de
uyumludur ancak Roberts et al (2001)’e gore tekli mutant 1518a verdigi yanita
gore yabanil tipten farklilik gostermemekte sadece hizli boliinen kiiltiirlerde goz
noktasi olusumunda fenotipik bozukluk goriilmektedir. Bu ¢alismada buna benzer
veriler elde edilmemis, goz noktasindaki fenotipik bozukluk hizli ya da yavas
boliinen tim kiiltiirlerde gozlenmistir (Roberts et al. (2001)” un ¢aligmasinda Cys
mutasyonlarinin sebep oldugu fenotipik bozukluk, EYE2 proteininin géz noktasi
diizenlenmesine iligkin ilk grup proteinler arasinda yer aldig1, karanlik sonras1 goz
noktasinin yerlesimini belirleyen proteinlerin ardindan sentezlenen lipid
graniillerinin diizenlenmesi ile iliskili olabilecegi, yapilan mutasyon nedeniyle
hiicrede lipid graniilleri olusumu gergeklesmis ve graniiller 4 numarali kame1
kokgtigline dogru yakinlagmig olsalar da diizenlenemediklerinden dolay: diizenli

tek bir gbz noktasi goriilemedigi seklinde yorumlara neden olmustur.
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Bu galismada Cys mutant suslarda gz noktasinin fenotipik bozukluk olsa
da olusmus olmasi ve 1518a yonelimin gergeklesiyor olmast ilgilenilen bdlgede
bulunan Cys bdolgelerinin protein fonksiyonunu tamamen durduracak kadar
fonksiyonel olmadigini diistindiirmektedir. Bu da yine her zaman Thioredoksin
aktif bolgelerinin disiiniildiigli kadar biiyiikk fonksiyonlar1 olmayabilecegi
goriiglerini dogrulamaktadir. Bununla birlikte EYE2 proteini 3. ekzonda ikinci bir
Thierodoksin aktif bolge igermektedir ve bu bolgede de iki Cys bolgesi
bulunmaktadir, proteinin fonksiyonel bolgesinin bulunmasi i¢in bu iki bélgenin de

incelenmesi gerektigi diisiiniilmektedir

EYE2 protein ekspresyonu incelenmistir. Yabanil tip ile birlikte cys mutant
susda zamana ve besiyerine bagli olarak EYE2 protein ekspresyonunun
gosterildigi suslardandir. Bu calismada EYE2 proteini diisiildiigli gibi géz noktasi
lipid graniillerinin diizenlenmesinden sorumlu ise protein ekspresyonunun goz
noktasinin kayboldugu karanlik kosullarda yeniden olusumu tetiklemek igin
artmasinin, g6z noktasinin bulundugu aydinlik kosullarda ise artik diizenlenmis
g6z noktast bulundugu i¢in ekspresyon seviyesinde diisiis goriilecegi beklenmistir.
Zaman etmeni disinda literatiirde taranan goz noktas1 mutant suslarda besiyerinin
onemi de vurgulanmaktadir. Lamb et al (1999) elde ettigi normalden kiigiik gz
noktas1 bulunan mutant susda yaptigi c¢alismalarda susun asetat bulunmayan
besiyerinde kiiltiire edildiginde géz noktasinin fenotipik bozukluklar igerdigini
ancak siradan asetat igeren besiyeri ile kiiltiire edildiginde fenotipik olarak goz
noktasinin diizglin oldugunu gostermistir. Bu da suslarin fototrofik ya da
heterotrofik kiiltiire edilmelerinin gdz noktas: proteinlerinin fonksiyonlarini

etkiledigini gostermistir (Lamb et al., 1999).

Bu ¢alismada ti¢ farkli besiyeri kullanilmistir, ilk besiyeri TAP’dir, ikinci
besiyeri heterotrof olarak kiiltiire edilmelerini saglayacak olan karbon kaynagi
olarak asetat’in bulundugu, literatiirde heterotrof besiyeri olarak kullanilan “R”
besiyeridir (Heifetz et al., 2000, Therien et al., 2014). Son olarak ise literatiirde
karbon kaynagi icermeyen, hiicrelerin fototrofik kiiltiirliniin yapildigi “M”
besiyeridir. M besiyeri, hiicrelerin kamg1 hareketlerini arttirdigr ve fotosentezi
zorunlu hale getirdigi icin, literatiirde goz noktasi, kam¢1 hareketliligi ve 1518a

yonelim ile baglantili ¢alismalarda sik¢a kullanilmigtir. Ancak son yillarda M
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besiyeri daha ¢ok biyoreaktdr c¢alismalarinda fotosentez verimliligi igin

kullanilmigtir (Lamb et al., 1999; Tamburic et al., 2012; Zheng et al., 2012).

Tamburic et al., (2012) ¢alismasinda biyoreaktorler igin Chlamydomonas
hiicrelerini M besiyerinde kiiltiire etmistir ancak bu kiiltiir gelisimi i¢in fotosentez
gerekli oldugunda kiiltiirlerin gece biiylimedigi dolayisiyla hiicre gelisiminin diger
besiyerlerine gore en az oldugunu belirtmistir. Tamburic et al., (2012) g6z noktasi
ile ilgili ¢alisma yapmamis olmasina karsin sonuglari Lamb et al., (1999) ile de
uyumlu goriilmiistiir. Bu calismada elde edilen veriler de benzer sekildedir. M
besiyerinde kiiltiire edilen hiicrelerde biiyiime digerlerine gore yavas olmustur
ancak bu kiiltiirlerde yapilan fototaksis denemelerinde digerlerine gore ¢ok daha

basarili sonuglar alinmistir.

Farkli besiyerlerinde yabanil tip sus ile yapilan EYE2 protein ekstraksiyonu
sonuclar1 Sekil 5.7°de verilmistir. Western blot denemesinde pozitif kontrol olarak
Tubulin kullanilmistir. Tubulin kamg¢1 ve kamgi kokeiiklerinde yogun olarak
bulunan bir proteindir ve hiicre igerisinde ekspresyon miktar1 degismeyen
proteinlerdendir. Yapilan ¢alismalarda protein ekspresyonu denemelerinde
ekspresyondaki degisimin dogrulanmasi amagl kullanildigi bildirilmistir (Roberts
et al., 2001; Mittelmeier et al., 2015). Bu calismada da benzer amagla Tubulin
kullanilmistir. Sekil 5.7°de TAP besiyerinde EYE2 proteininin karanlik dongii
baslangic1 ile birlikte arttigi goriilmiistiir. Karanlik dongii baslangicinda
gergeklesen ekspresyon artisi, EYE2 proteininin géz noktasinin karanlik dongii
baslangicindan sonuna kadar ayn1 seviyede kalmistir. Bu sonuglar, Reninger et al.,
(2001), Roberts (2001) ve Morisse et al., (2014) onerdigi sekilde, proteinin
icerdigi aktif bolgeler nedeniyle proteinin regiilatér gorevi gormesi ve goz
noktasinin yeniden diizenlenmesi fonksiyonlarina sahip oldugu bu nedenle protein
ekspresyonunun zamana bagli olarak karanlik dongii boyunca arttigi goriisiine
uygun goriinmemektedir. Ancak ekspresyonun karanlik baglangicinda artmig
olmas1 EYE2’nun regiilator gérevi nedeniyle tiim dongii boyunca ayni ekspresyon
seviyesi ile kaldig1 bu sekilde g6z noktasinin lokalizasyonu ve lipid graniillerinin

diizenlenmesini basindan itibaren kontrol ettigini diisiindiirmektedir.

Yabanil tip sus ile farkli besiyerlerinde yapilan benzer denemelerde de
benzer sonuglar almmustir. Sekil 5.7°de goriildiigii gibi TAP besiyeri ile
karsilagtirildiginda 6zellikle M besiyerinde EYE2 protein ekspresyon miktari tim
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saat araliklarinda birbirlerine benzer oranlarda diisiis gostermistir. Bu da Lamb et
al., 1999’un belirttigi gibi fototrofik kiiltiirlerde EYE2 proteinin goz ile iliskili
olabilecegi seklinde yorumlanmistir. Zheng et al., (2012)’'un da caligmasinda
belirttigine benzer sekilde R besiyerinde TAP besiyerine oranla kiigiik olsa da
ekspresyon miktarinda azalma gozlenmistir ancak yorum yapacak kadar belirgin
bir farklilik gozlenmemistir. Her iki besiyeride karbon kaynagi icermesi nedeniyle

sonu¢ anlasilabilir olmustur .

EYE2 protein ekspresyonu cys mutant suslarinda da zamana ve besiyerine
bagli olarak incelenmis (Sekil 5.8 ve 5.9) ve anlamli bir degisiklik
gbzlenememistir. Protein ekspresyonlari yabanil tip suslara benzer olarak karanlik
dongiiniin baslangic1 sonrasi artmis ve ardindan sabit kalmigtir. Roberts et al.,
(2001)’da da belirtildigi gibi mutant hiicrelerin normal yabanil tip hiicrelere oranla
gelisimlerinin yavas olmasi nedeniyle hiicreler 6zellikle, M besiyeri igerisinde ve
karanlik dongiide yabanil tip susa gore daha yavas biiyiimiistiir. Bu da protein

ekstraksiyonu ve sonug eldesini giiclestirmistir.

Bu calismada yabanil tip sus ve Cys mutant sus karanlik dongii boyunca
TAP besiyerinde kiiltiire edilerek sadece zaman faktoriine bagl olarak ayrintili
incelenmis, EYE2 protein ekspresyonu gozlenmistir. Sekil 5.10°da cys mutant
susda karanlik dongiiniin baglangicindan bitisine kadar EYE2 protein ekspresyonu
ve fotoreseptor oldugu bilinen ChR1 proteinine ait ekspresyon degisimi
verilmistir. EYE2 proteininin karanlik dongii baslangicinda artan ekspresyon
seviyesi karanlik dongli boyunca degismemistir. Bu da once ki verilere uygun
goriinmektedir. ChR1 ekspresyonunun ise CyS mutant susda 6. saat sonrasi
karanlik dongii bitimine kadar artig gosterdigi goriilmistir. Mittelmeier et al.,
(2015) minl mutant susda yaptigi calismalarda fotoreseptor proteinlerin goz
noktast olusumunda ki rolii ve Onemini aciklamis olasi protein ekspresyon
artiglarina dikkat cekmistir, bu da ChRI1 ‘de gordiiglimiiz artisin anlamini
artirmigtir. Kateriya, S., (2004) ve Berthold et al., (2008) de calismalarinda
ChRI’in ChR2’ye gore hiicrede yikimmin ge¢ oldugu bunun da fotoreseptdr
olarak ChR1’in daha kuvvetli aday oldugunu belirtmislerdir. Bu calisma ile
edinilen ekspresyon degisimi verilerinin de yine ge¢cmis calismalar1 destekledigi

diistiniilmektedir.
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Sekil 5.11°de yabanil tip hiicrede EYE2 protein ekspresyonu incelenmistir
ancak yine edinilen diger sonuglart dogrular sekilde karanlik boyunca
ekspresyonda artis oldugu goézlemlenmis ancak gozlenen artis dikkate deger bir

aralikta olmadig1 diisiintilmektedir.

Bu calismada, mavi 151k reseptorii oldugu bilinen ve gbz noktasinin 151k
yogunluguna bagl olarak iriliginin degisimininin regiilasyonunda gorevli olan
PHT proteininin bulunmadigi pht mutant sus ile olusturulacak olan eye2/pht ikili
mutant susda gz noktasmnin iriliginin degisimi mikroskobik yontemler ile
incelenmesi de hedeflerden birini olmusturmustur. Huang and Beck (2003)
yaptiklart ¢alismada PHT’in Chlamydomonas hiicre dongiisii i¢in kilit rol
oynadig1 ve hayat dongiisiinii diizenledigini bildirmis ve bu veriyi PHT gen
bolgesi susturularak elde edilen mutant suslar ile dogrulamistir. Proteinin bu etkisi
olas1 151k reseptoril aktivitesine baglanmistir. Yine yapilan ¢alismalarda Trippens
et al., (2012) elde ettigi pht mutant sus ile 151k reseptor aktivitesini gostermistir.
Calismamizda elde edilen phot/eye? ikili mutant sus ile yapilan ¢alismalarda g6z
noktasi eksikligine bagl olarak yasamsal bir eksiklik s6z konusu olmamis ancak
hiicrelerde fototaktik yanita rastlanmamistir. Bu da iki proteinin géz noktasi ile

baglantisi oldugu goriisiinii dogrulamistir.

Tim bu calismada s6z konusu mutant suslarin eldesi ic¢in yapilan
transformasyonlarda, plazmid DNA’nin konsantrasyonu ile ilgili bir ¢ok deneme
yapilmistir.  Prokaryotik  transformasyonda  10-100ng  plazmid DNA
transformasyon icin yeterli geldigi bilinmektedir. Mayalarla yapilan ¢aligmalarda
ise ayni sekilde 10-100ng arasi1 plazmid DNA kullanildigi bilinmektedir. C.
reinhardtii ile yapilan transformasyon denemelerinde ise en az 500 ng plazmid
DNA ile yapilan transformasyonlarda sonu¢ alinmistir. Yamano et al., (2012)
yaptig1 calismada C. reinhardtii transformasyonunu hizli ve verimli yapmayi
amaglamis ve her 1000 ng plazmid DNA i¢in yaklasik 500 transformant elde
ettigini gostermistir ancak bu ¢alismada veriler, Shimogawara et al., (1997) ve
Mittelmeier et al., (2015)’e benzer olarak daha diisikk koloni sayisini
gostermektedir ve her 1000 ng plazmid DNA i¢in en iyi olasilik ile en fazla 50
transformant elde edilmistir. Bu sonugta transformasyon i¢in kullanilan kompetent

suslarin da 6nemli oldugu diislintilmektedir.
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Bu c¢alismada, sonug¢ olarak, EYE2 proteini iizerinde Thiredoksin aktif
bolgede bulunan iki Cys bolgesinde mutasyonlar yapilmis olup, mutant sus elde
edilmistir. Elde edilen bu mutant sus ve yabanil sus EYE2 protein ekspresyonu
bakiminda zamana ve besiyerine bagli olarak incelenmis EYE2 proteininin
fonksiyonu ve aktif bolgesi belirlenmeye calisilmistir. Elde edilen veriler EYE2
proteininin Thiredoksin aktif bolgesinde bulunan Cys aminoasitlerinin proteinin
etkilesim yolagmni degistirmedigini ve protein ekspresyonunun yabanil tip
hiicrelere benzer sekilde gergeklestigini gostermistir. Farkli besiyerlerinde yapilan
denemelerde elde edilen sonuglara gore ise yabanil tip ve mutant hiicrelerin
tamami M besiyeri igerisinde en yavas biiyiirken, g6z noktasimin iriligi de bu
besiyeri igerisinde en kiiciik olarak belirlenmistir. EYE2 protein ekspresyonu,
kullanilan ii¢ farkli besiyeri icerisinde kiiltiire edilen hiicrelerde zamana bagl
artiglar gostermis olsa da bunlarin anlamli artislar olmadigini diisiinmekteyiz. Elde
edilen bu veriler 1s18inda bu calismanin EYE2 proteininin ikili mutant suslar
olusturularak fonksiyonel bolgesinin gdsterilmesi ayrica protein ekspresyonunun
da incelenmesi agisindan 6nemli oldugunu ve ileride yapilacak c¢alismalara oncii

olacagi inancinda bulunmaktayiz.
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7. ONERILER

C. reinhardtii son yillarda 6zellikle molekiiler ¢aligmalarda gen dizisinin
bilinmesi ve haploid organizma olmast nedeniyle sik¢a kullanilmaktadir.
Organizmanin icerdigi g6z noktasi ise hiicrenin gerek hayat dongiisii siiresince
tekrar tekrar boliinmelerinde ki yeniden olusumu gerekse fotosentez ile olasi
baglantis1 nedeniyle biiyiilk 6nem tagimaktadir. G6z noktasi ayrica 1s18a gosterdigi
hassasiyet ve kamg1 hareketliligi i¢in gerekli olan sinyal iletimi yolagi acisindan
da bir ¢ok fizik¢i tarafindan ilgi duyulan bir alandir. G6z noktasinin yeniden
olusumu ve kamg¢1 dinamigi birbirinden kopamayacak iki konudur ve ¢aligmalarda
da birbirleri ile olan baglantilar1 gosterilmistir. Yapilan tim bu caligmalara ve
gosterilen ilgiye karsin yine de g6z noktasinin olusum siirecinin yol izi ve gorevli
proteinler halen tam olarak bilinmemektedir. Fonksiyonel oldugu diisiiniilen
proteinlerin de gorevleri ve fonksiyonel gruplari hakkinda yeterli veri yoktur. Bu
proteinlerden biri olan EYE2 g6z noktasinda lokalize oldugu ve kamgci
hareketliligi i¢in gerekli oldugu bilinen bir protein olmasina ragmen gorevi ve
fonksiyonel grubu halen agiklanamamistir. Bu nedenle yapilan bu arastirmada
EYE2 proteininin fonksiyonel bolgesinin gosterilmesi ve kamgi dinamigi ile
baglant1 kurulmasina yonelik ¢alismalar yapilmistir. S6z konusu bu ¢alismanin bir
¢ok aragtirmaya da yol gosterecegi disiiniilmektedir ve konuyla ilgili ¢esitli

oneriler sunulmustur.

Bu calismada, EYEZ2 protein ekspresyonu analizlerinde kullanilan western
blot yontemine ilave olarak protein ekspresyonunun daha maliyetli ve tecriibe
gerektiren yontemler olmasina karsin immunofloresans mikroskobi ya da
konfokal mikroskobi gibi hiicre icerisinde proteini belirlemeyi ve ekspresyon

miktarini tespit etmeyi saglayan yontemlerin kullanilmasi 6nem arz etmektedir.

EYE?2 proteini iizerinde iki sistein bolgesi mutant olan suslar elde edilmis ve
ekspresyonlar1 incelenmistir. Ileride yapilacak calismalarda EYE2 proteininde
bulunan diger Cys bolgeleri iizerinde mutasyonlarin yapilmas: ve proteinin aktif
bolgesinin bulunmasina yonelik caligmalarin devam etmesinin 6nemli oldugu

diistiniilmektedir.

C. reinhardtii hiicresinde gtz noktast ve kamgi hareketliligi birbirinden

ayrilmaz iki bilesendir. Ayni sekilde yolaklarimin da birbiri ile iliskili oldugu
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diistiniilmektedir. Bu dogrultuda tek basina protein ekspresyonunun ve aktif
bolgesinin belirlenmesi ile birlikte protein etkilesiminin belirlenmesinin de 6nemli
oldugu fikri éne ¢ikmaktadir . Protein etkilesiminin “Maya Iki Hibrit”, “Immiin
Coktirme” ve ardindan “Kiitle Spektrometresi”, gibi  yontemler ile

belirlenmesinin de yol izinin aydinlatilmasinda biiyiik ilerlemelere neden

olacagina inanmaktay1z.
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Sakarya’da dogmustur. Ik dgrenimini, Hendek Atikehanim ilkokulu (1991-1993)
ve Hendek Cumhuriyet {lkokulunda (1993-1996), orta 6grenimi ve lise dgrenimini
Hendek Atikehanim Anadolu Lisesi’nde tamamlamistir. 2003 yilinda bu liseden
mezun olduktan sonra ayn1 yil Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’ne
girmigtir. 2008 yilinda Cevre Agirlikli Ogretim Programi’nda “Aquaporinler”
konulu lisans tezini tamamlamis ve Biyolog diplomasi alarak mezun olmustur.
Aym yil Ege Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dali
Hidrobiyoloji Bilim Dali’nda Yiiksek Lisans egitimine baslamis ve 2010 yilinda
Yiiksek Lisans egitimini “Chlamyopsin-5 Sensory Rhodopsin (Cop5) Protein
Ekspresyonunun Isiga Bagh Degisiminin RT-PCR Metodu Ile Belirlenmesi”
konulu tezini vererek tamamlamistir. 2010 yilinda ayni anabilim dalinda doktora
egitimine baslamis ve aymi y1l Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinde
Arastirma Gorevlisi olarak goreve baslamistir. Halen Ege Universitesi Fen

Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’'nde Arastirma gorevlisi olarak ¢aligmaktadir.
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