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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

ORTAM KOSULLARININ Schizosaccharomyces pombe’DE Recl2 GEN
ANLATIMI VE HOMOLOG REKOMBINASYON UZERINE ETKISi

Deniz YILMAZ

Istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Damisman : Yrd. Do¢. Dr. Semian KARAER UZUNER

Schizosaccharomyces pombe’nin Recl2 geninin proteini, 345 amino asit i¢erir ve ¢apraz
gecisli  krosingoverli rekombinasyon i¢in gereklidir. Homolog rekombinasyon,
prokaryotik ve dkaryotik organizmalarin genom kararliligini siirdiirmesinde énemli rol
oynamaktadir.

Bu calismada tek hiicreli ve 6karyotik bir model organizma olan Schizosaccharomyces
pombe’de cesitli  stres kosullar1 altinda Recl2, gen anlatim1 ve homolog
rekombinasyonundaki degisikliklerin karsilastirmali olarak arastirilmasi amaglanmastir.

Rekombinasyon frekansini artirmak i¢in ayni kromozom fiizerinde, birbirinden uzakta
yerlesmis genler bakimindan mutan Schizosaccharomyces pombe wklar Istanbul
Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik laboratuvarmin stoklarindan segilerek
caprazlandi ve %90 oraninda zigot asamasida bulunan hiicrelere, CuSO4 ve H20: stresi
uygulandi. Kontrol ve stres uygulanmis 6rneklerden, Random Spor Analizi yapildi. Stres
uygulanmis ve uygulanmamis zigotlardan RNA izole edildi ve revers transkripsiyon PCR
yontemi ile cDNA elde edildi. Ger¢ek Zamanli PCR (RT-PCR) yontemi kullanilarak,
Schizosaccharomyces pombe Recl2 geninin farkli kosullardaki anlatimi degerlendirildi.

Ayrica stres kosullarmm homolog rekombinasyon iizerine etkisinin anlagilmasi icin
Random Spor analizi yontemi ile elde edilen rekombinasyon frekansi, molekiiler
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yontemi kullanilarak, Schizosaccharomyces pombe Recl2 geninin farkli kosullardaki
anlatimi degerlendirildi.

Ayrica stres kosullarmm homolog rekombinasyon iizerine etkisinin anlagilmasi icin
Random Spor analizi yontemi ile elde edilen rekombinasyon frekansi, molekiiler
teknikler ile birlikte degerlendirildi. RT-PCR verileri ile karsilastirilma yapildiginda,
gen anlatiminin azaldig stres kosullarinda, homolog rekombinasyon frekansinda diisiis
belirlendi.

Florasan mikroskobu ile yapilan goriintiillemede CuSOg stresi uygulanmis askuslarinin
bazilarinda morfolojik farkhiliklar gozlendi.

Ekim 2016, 74 sayfa.

Anahtar kelimeler:  Schizosaccharomyces  pombe, recl2 geni, homolog
rekombinasyon, stres.
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

THE EFFECT OF ENVIRONMENTAL CONDITIONS ON Rec12 GENE
EXPRESSION AND HOMOLOGOUS RECOMBINATION IN
Schizosaccharomyces pombe

Deniz YILMAZ

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Science and Engineering

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor : Asst. Prof. Dr. Semian KARAER UZUNER

Schizosaccharomyces pombe Recl2 gene is coding 345 amino acid protein and it is
required for crossover recombinations. Homologous recombination is important for
prokaryotic and eukaryotic organisms to maintain their genome stability.

In this study, our aim was to carry out a comparative research about how stress conditions
are affecting the gene expression and homologous recombination of the unicellular,
eukaryotic model organism Schizosaccharomyces pombe’s Recl2 gene.

In order to increase the recombination frequency, suitable Schizosaccharomyces pombe
mutant strains were chosen from Istanbul University Molecular Biology and Genetics
Laboratory collection, which possess distant located genes on the same chromosome, and
were crossbred. When zygotes were observed at the rate of %90, CuSO4and H>O: stress
conditions were applied. Random Spore Analysis was performed for some control and
stressed samples. RNA isolation was performed for control and stressed zygotes and
cDNA's were obtained by reverse-transcription PCR method. Schizosaccharomyces
pombe Recl2 gene expression level was analyzed by RT-PCR.

In order to understand how stress conditions affect homologous recombination,
recombination frequency was evaluated along with molecular techniques. Results that
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In order to understand how stress conditions affect homologous recombination,
recombination frequency was evaluated along with molecular techniques. Results that
have been presented here showed that, recombination frequency and gene expression
levels decreased proportionally depending on the stress condition.

Observation by fluorescence microscopy showed morphological changes on some
CuSOs stressed asci.

October 2016, 74 pages.

Keywords: Schizosaccharomyces pombe, recl2 gene, homologous recombination,
stres.
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1. GIRIS

Homolog rekombinasyon, homoloji gosteren DNA dizileri arasi etkilesimi ifade eder ve
prokaryotik ve O0karyotik organizmalarm genom kararliligmi siirdiirmesinde 6nemli rol
oynar. Mitotik hiicrelerin ¢ift iplik kiriklarin1 “’Double-strand Breaks’” (DSBs) ve tek
iplik boslugunu tamir etmek gorevleri arasindadir (Krogh ve Symington, 2004).
Schizosaccharomyces pombe Recl2 proteini, 345 amino asit igerir ve topoizomeraz VI
katalitik alt biriminin mayoza 6zgii ortologu olup rekombinasyonu baslatan DNA c¢ift

iplikli kiriklarmi katalize eder. (Sharif ve dig., 2002).

Hiicre dongiisii diizenlenmesi, esey farklilasmasi ve hiicre biiyiimesi ¢alismalarinda
kullanilan 6nemli bir organizma olan S. pombe (Lundblad ve Struhl, 2008), vejetatif ve
sekstiel yasam dongiileri arasindaki gegislerin anlasilmasi i¢in Onem tagimaktadir

(Hayles ve Nurse, 2016).

Schizosaccharomyces pombe (S. pombe), dkaryotik tek hiicreli bir organizma olup,
"Fisyon Mayasi1" olarak bilinen Ascomycota subesine dahil bir maya tiiriidiir (Hoffman
ve dig., 2015). Vejetatif biiyiime gosteren hiicreler normal sartlarda haploid halde
bulunmaktadir. Besin aghiginda 6zellikle de azot kaynagi eksikliginde, ortamda karsi

esey tipinde birey mevcut ise zigot meydana gelmektedir (Egel, 2004).

Rekombinasyon frekansini hesaplamak, komplementasyon analizi yapmak, ayni
bblgede bulunan farkli alleller arasi baglantinin dogrulanmasinda ve genetik tarama
uygulanirken baglant1 analizi yapmak i¢in kullanilan bir yontem olan Random Spor
Analizi, cok miktarda sporun incelenmesine olanak sagladigi icin, rekombinasyon
haritalamasinda ve yeni suslarin elde edilmesinde siklikla bu yontemden yararlanilir

(Forsburg ve Rhind, 2006) (Khare ve dig., 2011) (Moreno ve dig., 1991).

Rekombinasyon frekansi ile karsilastirmali analiz yapmak i¢in uyguladigimiz gergek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR veya qPCR) floresan raportor
(“’Reporter’’) molekiillerini kullanarak, polimeraz zincir reaksiyonu esnasinda her bir

dongilide meydana gelen iiriin miktarinm tespit edilmesini saglar. RT-PCR teknolojisi,



DNA’nin ¢ogaltimi sirasinda orantili bir sekilde artis gosteren floresan sinyallerin
degerlendirilmesine dayanir. Belirli sayida dongii sonrast olusmus DNA miktarinin
Ol¢timii yerine, RT-PCR dongiiler esnasinda ilk PCR iirliniiniin olustugu noktay1 belirler

(Bustin, 2005).

Bu tez ¢calismasinda farkl stres kosullarinin S. pombe’nin Recl2 geni iizerindeki etkileri
arastirilmistir. RT-PCR yontemi ile gen anlatimidaki degisimler incelenmistir ve

Random Spor Analizi ile homolog rekombinasyondaki farkliliklar saptanmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. Schizosaccharomyces pombe
Mayalar, mantarlar aleminin igerisinde Ascomycetes ve Basidiomycetes olmak iizere iki
ana gruba ayrilir. Bu ayirim, sekerleri fermente etme yetenekleri ve tek hiicreli yasam
sekillerine bagli olarak yapilir. "Fisyon Mayas1" olarak da bilinen Schizosaccharomyces
pombe (S. pombe), Ascomycota subesine dahil bir maya tiriidiir. Bu subenin
karakteristik 6zelligi, seksiiel sporlarin "askus" adi verilen 6zellesmis bir yap1 i¢inde

bulunmasidir (Hoffman ve dig., 2015).

DNA dizileme verileri ve proteinler esas alinarak incelendiginde, Schizosaccharomyces
cinsi Taphrinomycetes sinifina dahil, 'temel' Ascomycete olarak belirtilmektedir

(Hoffman ve dig., 2015).

Schizosaccharomyces pombe ve Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) arasinda
bulunan evrimsel uzakligm, memeliler ve diger mayalar arasinda bulunan uzakliga denk
oldugu belirtilmektedir (Sipiczki 2000; Heckman ve dig., 2001). Ancak, S. pombenin
ortak atadan ayrildiktan sonra ¢ok daha az evrimsel degisimden gegtigi gozlendigi igin,
S. cerevisiae'ye kiyasla daha "eskiden kalma" oldugu diisiiniilmektedir (Hoffman ve

dig., 2015).



Hemiascomycotina --- Saccharomyces --——---—- Saccharomyces cerevisiae
Taphrina Schizosaccharomyces
Euascomycotina pombe
Ascomycota 5
4 Archi - 6 Schizosaccharomyces SC"_TIZOSGCCW ongces
chiascomycotina octosporus
Basidiomycota - Pneumocystis ——

Schizosaccharomyces

2 Mantarlar 4 3 Glomus - Jjaponicus

Chytridiomycota -
1 Metazoa -
Bitkiler ---
Prostistalar —

Zamanlar: (1) 1,200 milyon il dncesi (Myg): (2) 1,100 - 1,000 Mya: (3) 600 - 50 Mys: (4) 400 Mys: (5)
420 - 330 Mys: (6) 250 Myg. (Sipiczki, 2000).

Sekil 2.1: Fisyon mayalarimin filogenetik siniflandirilmasi (Sipiczki, 2000).

1940'arin sonunda Urs Leopold’un girisimi ile S. pombe'de calismalar baslamigtir

(Leupold, 1993).

S. pombe, 972" (heterotallik) , 975k (heterotallik) ve 968h*° (homotallik) olmak iizere
farkli esey tiplerine sahiptir (Kohli ve dig., 1977). 968h°° kendi kendine eslesebilme
ozelligi gosterir ancak 975h* ve 972h yalmzca birbirleriyle eslesip diploid hiicre
meydana getirebilirler. Vejetatif biliylime gosteren hiicreler normal sartlarda haploid
halde bulunmaktadir. Besin acliginda 6zellikle de azot kaynagi eksikliginde, ortamda
kars1 esey tipinde birey mevcut ise zigot meydana gelmektedir (Egel, 2004).

S. cerevisiae ve S. pombe kapsamli bir sekilde karakterizasyonu yapilmis ve genomlar1
tamamen dizilenmis 6karyotik model organizmalardir. Maya genomu boyutunun kiiciik
olmasma karsin, yiliksek Okaryotlarin sahip oldugu genetik o6zelliklerin ¢ogunu
icermektedir. Cogu hiicresel siirecin farkli 6karyotik tiirler arasinda korunmus olmasi,
mayalar1 molekiiler biyolojide ©nemli model organizmalar haline getirmektedir

(Lundblad ve Struhl, 2008).

Schizosaccharomyces pombe hiicreleri morfolojik olarak silindirik sekillidir ve kenarlar1
yarim kiiresel bi¢imlidir. Zengin besiyerinde, logaritmik fazda, yaklasik 3.5 pm

capmdadir. Yeni olugmus hiicreler yaklasik 8 um uzunlugundadir ve hiicre dongiileri



boyunca, caplar1 degismeden uzamaya devam ederler. Boylece; hiicrenin yasi, boyu

Olctilerek belirlenebilmektedir (Hoffman ve dig., 2015).

S. pombe genom projesi ile, S. pombe'de genom boyutunun 13.8 Mb oldugu
belirlenmistir (Wood ve dig., 2002). S. cerevisiae ile yaklasik ayni1 degerlerdeki genom
boyutuna ragmen, S. pombenin 5.7 Mb (Kromozom I), 4.6 Mb (Kromozom II) ve 3.5
Mb (Kromozom III) boyutunda {i¢ biiylik kromozomu bulunmaktadir (Hoffman ve dig.,
2015). S. pombe'de protein kodlayan gen sayisi (S. pombe veritabani olan PomBase

verileri temel alinarak) 5118 olarak belirlenmistir.

S. pombe memeli hiicrelerine benzer sekilde, ortadan ikiye boliinerek esit biiyiikliikte iki
yavru hiicre meydana getirmektedir (Hoffman ve dig., 2015). Niiklear DNA mitozdan
cok kisa bir siire sonra replikasyon gecirir (Nasmyth ve dig. 1979). Dolayisiyla, mitoz
ile hiicre boliinmesi arasinda, septum ikiye boliinene kadar iki tane eslenmemis
nukleusun bulundugu, kisa bir Gl faz1 gergeklesir. S fazinda septum olusumu
goriilmeye devam ederken yeni meydana gelen kardes hiicreler G2 fazinda belirginlesir.
Hiicreler sitokinezden sonra, yagsam ¢evrimlerinin yaklagik iicte birini, bir sonraki mitoz
bolinmeye kadar G2 fazinda bekleyerek gecirirler. Buna bagl olarak, cogalan bir
popiilasyonda bulanan, neredeyse tiim haploid hiicreler iki takim kromozomal kopya

icerirler (Hoffman ve dig., 2015).

S. pombe; hiicre dongiisii diizenlenmesi, esey farklilagmasi, kromozom dinamikleri ve
hiicre biiyiimesi ¢aligmalarinda kullanilan 6nemli bir organizmadir (Lundblad ve Struhl,
2008). Vejetatif ve seksiiel yasam dongiileri arasindaki gecislerin anlasilmasi i¢in de

Oonem tasimaktadir (Hayles ve Nurse, 2016).

2.2. HOMOLOG REKOMBINASYON
Rekombinasyon, DNA molekiilleri aras1 degis-tokusu ya da transferi ifade eder.
Homolog rekombinasyon ise homoloji gosteren DNA dizileri aras1 etkilesimi kapsar.

Homoloji gdstermeyen veya ¢ok az gosteren diziler arasi rekombinasyonlar ise homolog



olmayan rekombinasyon (Nonhomologous Recombination End Joining “NHEJ’) olarak

adlandirilir (Krogh ve Symington, 2004).

Homolog rekombinasyon, prokaryotik ve dkaryotik organizmalarin genom kararliligini
stirdiirmesinde 6nemli rol oynar. Birincil gérevi, mitotik hiicrelerin ¢ift iplik kiriklarini
“Double-strand Breaks’’ (DSBs) tamir etmektir. Ayrica replikasyon catalinin zarar
gormesinden dolayr veya DNA’ya zarar veren ajanlarin yarattii hasarlardan dolayi
meydana gelmis tek iplik boslugunu tamir etmektedir. Homolog rekombinasyon, mayoz
esnasinda, homolog kromozomlar arasinda fiziksel bir etkilesim yaratmaktadir (Krogh

ve Symington, 2004).

Mayalarin 6karyotik organizmalarda rekombinasyonun arastirilmasi i¢in 6nemli bir

sistem oldugu ortaya konulmustur (Krogh ve Symington, 2004).

S. pombe’de mayotik DNA kiriklarinin olusmasi i¢in birden fazla genin iiriinii is gortir.
Rec6, Rec7, Recl2, Recl4 ve Recl5 proteinleri mayotik rekombinasyon ve DNA
kiriklarinin olugsmasi i¢in ¢ok gereklidir. Dolayisiyla, S. pombe’de rekombinasyon ve

DNA kiriklar1 birbirleri ile baglantilidir (Young ve dig., 2002).

Prokaryotik organizmalarda gdzlenen rekombinasyon igslemi, homoloji gésteren DNA
ipliklerinin birinde cift-iplikli kirigin tetiklenmesi ile baslamakta, recB, recC ve recD
proteinlerinin iiriinii olan RecBCD proteininin DNA ¢ift iplik kirigina baglanmasi ile
devam etmektedir (Sekil 2.2). RecBCD proteini DNA’y1 5'-GCTGGTGG-3’ dizilerini
iceren ve “Crossover Hotspot Instigator” (Chi veya x) olarak adlandirilan diziden DNA
helikaz aktivitesiyle ¢ozmektedir. RecBCD proteinin ¢ift iplik ve tek iplik ekzoniikleaz
ve tek iplik endoniikleaz aktivitesi bulunmaktadir. Bu aktivite, RecBCD proteininin,
RecA proteini ile sarili tek iplik ucu olusturmasina olanak saglamaktadir (Sekil 2.3)

(Weaver, 2011).
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Sekil 2.2: Homolog rekombinasyonda RecBCD yolagi (Weaver, 2011).

(a) RecBCD proteini ¢ift iplikli DNA kirigina baglanir ve DNA helikaz aktivitesi ile DNA’y1
Chi bolgesine dogru yonlendirir. Boylelikle, RecA proteini (sar1 daireler) kapli tek iplikli 3°- ug
meydana getirir. (b) RecA proteini D-ilmegini olusturarak diger DNA ¢ift sarmalina girisi
saglar. (c) RecA proteini, alict gorevi iistlenen cift iplikli DNA’da homoloji gosteren bolgenin
bulunmasina yardimeir olur. iplik, homolog bélge ile baz eslesmesi gerceklestirdiginde
RecA’dan ayrilir. (d) Homolog bolge bulunduktan sonra ilmekte kirilma meydana gelir. Diger
DNA’daki tek iplikli bolgede baz eslesmesi meydana gelir. (e) Geriye kalan bosluklar
doldurulur ve kiriklar DNA ligaz tarafindan birlestirilir, Holliday baglantis1 olusur. (f) Dal gogii
meydana gelir. (g) ve (h) Yapi, krosingoverli rekombinant veya heterodupleks olmak iizere iki
molekiile ayrilabilir.

Holliday baglantisinda icteki zincirler kirilirsa krosoversiz rekombinantlar, baglanti
noktasinda distaki iplikler kirilirsa krosoverli rekombinantlar serbest kalmaktadir

(Weaver, 2011).
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Sekil 2.3: Holiday baglantisinin ayrilmas1 (Weaver, 2011).

(a) 1 ve 2 noktalarinda kirilmayla olusan {iriin heterodupleks DNA pargasi igeren dupleks
DNA’dir. (b) 3 ve 4 noktalarinda kirilmayla olusan iiriin krosingoverli rekombinant molekiildiir.

Okaryotik organizmalarda gozlenen rekombinasyona ¢ift iplik kiriklar1 tamir

mekanizmasi 6rnek verilebilir (Smith ve dig., 2001) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4: Cift Iplik Kiriklarinin (DSB) tamir mekanizmasi (Smith ve dig., 2001).

(1) ve (2) Spoll niikleazt DSB’leri baslatir. (3) Tek iplikli 3°- u¢lardan bir tanesi d-
ilmeginin yerine gecer. (4) Cift Holliday baglantis1 olusur ve dal gécii meydana gelir. (5) ve
(6) Yapi, krosoverli rekombinant veya krosoversiz rekombinant olmak {izere iki molekiile
ayrilabilir.

2.3. CALISMADA HEDEFLENEN RecI2 GENI
Schizosaccharomyces pombe Recl2 (S. cerevisiae ortologu Spoll) geninin proteini,
topoizomeraz VI katalitik alt biriminin mayoza 6zgii ortologudur ve rekombinasyonu
baslatan DNA ¢ift iplikli kiriklarimi katalize eder (DeWall ve dig., 2005). Recl2, 345
amino asit iceren bir proteindir ve ¢apraz geg¢isli krosingoverli rekombinasyon i¢in ve

Mayoz I’de kromozomlarm kiazmatik ayrigmasi i¢in gereklidir (Sharif ve dig., 2002).
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Spoll homologlar1 bir¢gok Okaryotta tanimlanmistir ve Spoll-bagimli ¢ift iplik
kirilmalar1 ile mayotik rekombinasyonun baslamasi, bu mekanizmanin evrim siiresince
korunmus oldugu gostermektedir (Sharif ve dig., 2002). S. cerevisiae’de ¢ift iplik
kiriklarinin olusumunun baslatilmasi i¢in en az 10 genin liriinii is goriir (Kee ve Keeney,
2001). Spol1 proteini, mayozun ilk asamalarinda gergeklesen ¢ift iplik kiriklarindan
sorumludur ve Spoll araciligi ile olusturulmus kiriklar, mayotik rekombinasyonun
baglatilmas1 icin gereklidir (Lichten, 2001). Spoll, tanimlanmis ilk rekombinasyon
genlerinden biridir (Esposito ve Esposito, 1969).

Mitotik hiicrelerde onarilmamis tek bir ¢ift iplik hasar1 6liimciil olabilir ve homolog

rekombinasyon DNA hasar1 onarim1 yapmak i¢in kullanilir (Resnick ve Martin, 1976).

Rec12 proteininin etkin bolge ’active site’’ tirozini, krosoverli rekombinasyonu igin
gereklidir. Rec12 proteinin, Mayoz I’de iki ayr1 gorevi daha vardir: Katalitik olarak
aktive edilmis Rec12 kiazmatik ayrisma i¢in gereklidir. Katalitik olarak inaktive edilmis
Rec12 proteini akiyazmatik ayrigmaya olanak saglar. Ek olarak, Rec12 ve aktif tirozin
bolgesi Mayoz II’de gergeklesecek diizgiin bir kromozomal ayrisma icin gereklidir

(Sharif ve dig., 2002).

S. pombe mayotik rekombinasyonu homolog kromozomlarin tetratlar halinde ekvator
diizlemine siralanmasi, DSB’lerin olusmas1 ve DSB’lerin tamir edilmesi olmak {izere li¢
asamada gergeklesir. Birinci ve ikinci asamalar mayoza 0zgii iken, son asama mitotik

DNA tamiri ile ortak goérev yapmaktadir (Cromie ve Smith, 2007).

DSB’ler, diger proteinlerle uyum i¢inde calisan Rec12 proteini tarafindan olusturulur ve
kardes kromatitin veya homolog kromozomun homolog DNA bdlgesi ile etkilesimi
sayesinde tamir edilir (Cromie ve Smith, 2007). Recl2 niikleozomlar ile direkt iliski
icindedir ve histon modifikasyonlarmin, kromatin-Spoll1/Recl2 etkilesimlerini

degistirdigi diisiiniilmektedir (Acquaviva ve dig., 2013).

Mayotik rekombinasyon, recl/2 geni eksikliginde, baska DNA bdlgeleri tarafindan
indiiklenebilir (Farah ve dig., 2002).
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2.4. Schizosaccharomyces pombe’DE OKSIDATIF STRES
Canl hiicreler, i¢inde bulunduklar1 ortamdaki degisiklikleri algilayip, tepki verirler. Tek
hiicreli organizmalar, ortamlarindaki degisikliklere karsi ¢ok daha hassastirlar ve pH,
osmotik basing, sicaklik degisimi ve toksinlere karsi tepki gosterirler. Gen anlatiminin
diizenlenmesi, bu tepkilerin en 6nemlilerinden biridir. Gen anlatimindaki degisikliklerle
cesitli koruyucu proteinlerin miktar1 artar ve daha az onemli hiicresel aktivitelerde
azalma goriliir. Bunun sebebi, hiicresel kaynaklarin stres adaptasyonu icin
kullanilmasma ve =zarar gOrmiis makro molekiillerin tamir edilmesine olanak

saglamaktir (Reiter ve dig., 2008).

Insan viicudundaki hiicreler giinde yaklasik 1012 oksijen molekiiliinii metabolize
ederler ve bunun sadece ~%1°1 Reaktif Oksijen Tiirlerine (ROS) doniisiir. Siiperoksit
anyonu (O;-), hidroksil radikali (OH-) ve hidrojen peroksit (H>O) reaktif oksijen
tiirlerine ornektir. Bu molekiiller yiiksek reaktivite gosterikleri i¢in, dogrudan ya da
dolayli olarak DNA dahil ¢esitli hiicre makro molekiillerine zarar verirler (Ikner ve

Shiozaki, 2005).

Hiicreler, DNA’ya verilen zarar1 onarmak i¢in geri mutasyon, hatali eslesme onarimi
(“Mismatch Repair’’) ve DNA eksizyon yolagi gibi ¢esitli tamir mekanizmalari
gelistirmiglerdir (Gros ve dig., 2002). Aerobik olarak gelisim gdsteren organizmalar,
ROS’larin bozulmasi i¢in tersine etki yaratan enzimler (katalaz, siiperoksit dismutaz,
peroksidaz) ve siipliriici molekiiller (glutatyon, tioredoksin) gibi ¢esitli yollar
bulundurmaktadirlar. Bu enzim ve molekiiller, oksidatif zarara karsi birincil olarak

gorev almaktadirlar (Ikner ve Shiozaki, 2005).

Cesitli maya wrklar1 ile yapilan calismalarda (S. pombe, S. cerevisiae, C. albicans) MAP
(Mitojen aktive eden protein) kinaz kaskadi, cok adimli fosforil (’Phosphorelay’’) ve
AP-1 (Aktivator protein 1) benzeri transkripsiyon faktorii olmak uzere ii¢ adet
korunmus oksidatif stres sinyal yanit1 tantmlanmistir (Ikner ve Shiozaki, 2005). Stres ile
aktif hale gecen MAP kinaz yolagi, tiim Okaryotlarda ortaktir (Reiter ve dig., 2008).
MAP Kinaz kaskadlari, homeostasi, proliferasyon, hiicre 6liimii gibi bir¢ok hiicresel

stirecin diizenlenmesinde gorev almaktadir (Ikner ve Shiozaki, 2005).
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S. pombe’de stres yanit1 olarak, MAP Kinaz yolag: aktif hale geger ve bu yolak, ii¢ adet
korunmus protein kinaz seti (Styl, Atfl, Papl) icerir. Styl, osmotik stres, oksidatif stres
ve yiiksek sicaklik streslerine yanitta cok dnemlidir (Shiozaki ve Russell, 1995). Atfl ve
Papl transkripsiyon faktorleri, Styl tarafindan tetiklenir. Atfl osmotik stres altindaki
hiicrelerin boliinmesinden sorumludur, Papl ise oksidatif stres altindaki hiicrelerdeki

stres yanitinda gorev alir. (Chen ve dig., 2003) (Reiter ve dig., 2008).

Papl transkripsiyon faktorti, Styl’le karsilastirildiginda, hidrojen peroksit stresine karsi
cok daha fazla duyarhdir. iki yolak da oksidatif stres kosullar1 altinda hiicrelerin hayatta
kalmas1 i¢in gereklidir ancak aerobik biliylime sirasinda hiicrelerin yasayabilme

yeteneklerini siirdiirmeleri i¢in gerekli degillerdir (Vivancos ve dig., 2006).

Gegis metalleri, elektron alip-verme yeteneklerinden dolayi, ¢cok biiyiik 6nem tasirlar ve
demir, bakir, manganez gibi metaller, redoks reaksiyonlarini katalize eden proteinlerde
bulunurlar. Ancak bu metal iyonlarinin miktarmin fazlalagmasi, hiicrelerde toksik etki

gosterir (De Freitas ve dig., 2002).

Hemen hemen tiim canli hiicreler, demir tasmmasi, oksidatif stresten korunma, hormon
iiretimi, kan pihtilagsmas1 ve hiicre biiyiimesi gibi biyolojik siirecler i¢cin bakira ihtiyag

duyarlar (Puig ve Thiele, 2002) .

Bir¢ok enzimin kofaktorii olan bakir, konsantrasyonuna bagli olarak mikro
organizmalarda genis ¢apli zararlara yol agabilir. Bakir, hidrojen peroksit ve siiperoksit
anyonu ile rahatlikla tepkimeye girer ve karbonhidratlari, amino asitleri, fosfolipidleri
ve niikleik asitleri okside edebilen hidroksil radikallerinin agiga ¢ikmasina sebep olur

(Halliwell ve Gutteridge, 1989).

Bunun sonucunda biiylime baskilanmasi, fizyolojik aktivitenin azalmasi, membran
biitlinliigliniin bozulmasi, mutagenez ve hiicrenin canliligini yitirmesi gozlenebilir
(Halliwell ve Gutteridge, 1989). Ayni zamanda, maya plazma membranmin spesifik

olmayan geg¢irgenliginin artmasina sebep olur (Ohsumi ve dig., 1988).

Bakir tasinmasinda 6dnemli olan Ctr protein ailesi, mayalarda, bitkilerde ve memelilerde

korunmustur Hiicre i¢ine bakir alinirken, S. cerevisiae’de bagimsiz Ctrl ve Ctr3 bakir
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tastyic1 “’transporter’’ molekiilleri, S. pombe’de ise Ctrd4, Ctr5 ve Ctr6 proteinlerinin
olusturdugu heteromerik kompleks yapi is goriir. Tiim Ctr proteinleri birbirleri ile

yapisal olarak baglantilidir (Puig ve Thiele, 2002) (Rustici ve dig., 2007).

S. cerevisiae’de bakir baglayan Atx1, Ccsl ve Cox17 isimli {i¢ protein belirlenmistir.
Bu proteinler, bakir1 spesifik hiicre i¢i bolgelere tasiyan saperonlardir. S. pombe’de bu
proteinlerin homologlarinin bulundugu diisiiniilmektedir ancak deneysel olarak sadece
Pccs isimli bir tanesi kanitlanmustir. Bu protein, S. cerevisiae’de bununan Ccsl
proteinin ortologudur ve fisyon mayasinin bakir ve kadmiyum stresine maruz kaldigi
durumlarda, yasamini devam ettirmesi i¢in onem tagimaktadir (Laliberte ve dig., 2004)

(Chardeen ve dig., 2008).

Bakir iyonlar1 redoks Ozelligi araciligi ile ATP sentezi, ROS yikimi gibi 6nemli
metabolik reaksiyonlara katilirlar (Waggoner ve dig., 1999). Aym ozellikten dolayi,
yliksek konsantrasyonlarda kuvvetli toksin o6zelligi gosterirler. Bakirin hiicre igi
konsantrasyonu ve aktivitesi, homeostatik mekanizmalar tarafindan siki bir bigimde

kontrol altinda tutulmaktadir (Tarhan ve Sarikaya, 2012).

2.5. CALISMADA KULLANILAN YONTEMLER

2.5.1. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR veya qPCR) floresan raportor
(“’Reporter’’) molekiillerini kullanarak, polimeraz zincir reaksiyonu esnasinda her bir
dongiide meydana gelen iirlin miktarinin tespit edilmesini saglar. Bu yontem, DNA
cogaltimin1 ve saptanmasini tek bir adimda birlestirerek, iiriinlerin jel elektroforezi ile

tayin edilmesi ihtiyacini gereksiz kilmaktadir (Bustin, 2005).

RT-PCR teknolojisi, DNA’nin ¢ogaltimi swrasinda orantili bir sekilde artig gosteren
floresan sinyallerin degerlendirilmesine dayanir. Belirli sayida dongii sonras1 meydana
gelen DNA miktariin 6lglimii yerine, RT-PCR dongiiler esnasinda ilk PCR iiriiniiniin

olustugu noktay1 belirler (Bustin, 2005).

Raportdr boya emisyon yogunlugunun, arka plan giiriiltiistinii (‘’Background noise’’)

gectigi dongli sayist ile belirlenir. Bu dongiiniin sayis1 Cr olarak isimlendirilir (Bustin,
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2005) Cr(cycle threshold) floresan sinyal miktarinin, gézlemlenebilmesi i¢in gereken
esik degerini gectigi dongli sayisina verilen addir (Schmittgen ve Livak, 2008). Cr
degeri, PCR reaksiyonunun logaritmik fazinda hesaplanir ve hedef kopya sayisi ile ters

orantilidir (Bustin, 2005).

RT-PCR’da floresan sinyal olarak, nonspesifik olarak DNA’ya baglanan floresan
boyalar (SYBR® Green I, Eva Green™) diziye 6zgii problar (TagMan®, hibridizasyon
problar1) veya isaretli primerler (LUX™, Plexor) kullanilabilir (Bustin, 2005) (Dorak,
2000).

SYBR® Green I sadece ¢ift iplikli DNA’ya baglanan bir floresan boyadir ve ¢ift iplikli
DNA miktariyla dogru orantili olarak floresan 1s1ma yapar. RT-PCR’mn ilk
dongiilerinde, SYBR® Green 1 tarafindan yapilan 1smma arka plan giiriltiisiini
yogunlugunu gecemez. Isima, logaritmik faza gecildiginde her bir dongiide iki kat artar.
Her bir dongiide iki kat artis gosteren 1s1ma miktari, iyi sekilde optimize edilmis deney
gostergesidir.  Otuz ile otuz bes dongiliniin ardindan, floresan 1s1ma duraganlasir. Bu,

PCR’1n doygunluga ulastiginin belirtisidir (Dorak, 2006).

Kolay uygulanmasi, sadece bir ¢ift primerin yeterli olmasi, her deney i¢in ayn1 saptama
mekanizmasinin kullanilabilmesi ve pahali olmamasi, SYBR® Green I’in yaygin olarak
kullanilmasinin nedenlerindendir. Olumsuz yani, reaksiyondaki primer dimerleri gibi

tiim ¢ift iplikli molekiillerin sinyal yaymasidir (Dorak, 2006).



15

N |
(RERRRRRRRRRRRERREER '

Denatiirasvon

LR rr ety dverpve et ety eriveitetl

Baglanma

l[“.H”Ill.”“l\llllllllllllllllllllllllllllllllll

Uzama

_4RRNNEN

RAAE 1ADLRRAE NRRRANT NORRRAT BRRRNDY

Sekil 2.5: SYBR® Green I’in PCR siiresince artan floresan sinyali (Dorak, 2006).

Serbest boya ¢ok az 1s1ma yapar ve tek iplikli veya denatiire olmus DNA’ya baglanmaz.
Primer baglanmasi1 (Annealing) sirasinda, ¢ift iplikli yap1 olusur ve SYBR® Green I
boyast ¢ift iplikli yapiya baglanarak isimasini artirr. Taqg DNA Polimeraz ile primer
uzamasi sirasinda, SYBR® Green I’in baglandig: ¢ift iplikli yap1 ile dogru orantili

olarak, floresan sinyali artar.

TagMan® probu, geleneksel olarak 5°- ucundan bir raportdr ile, 3’ ucundan ise
sondiiricii  (“quencher”) diye adlandirilan bir grupla isaretlenmis lineer
oligoniikleotiddir. Raportor ile ‘’quencher’ grubu karsit yonlerde de kullanilabilir.
Raportor ile “’quencher’” boyalari, soliisyon icerisinde birbirlerine yakin iken sinyal
gozlenmez. Prob, hedefi olan tamamlayici diziye baglandiginda, iki boya birbirlerinden

uzaklasir ve sinyal gozlenir. Prob temelli kitlerde PCR {iriinii baz dizisi, o iiriine 6zgii
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floresan isaretli problarla goriintiilenir, bu yiizden ¢ogalan {iriin spesifik bigimde

saptanmis olur (Dorak, 2006).

<

N
ITTTTTTTTTTTTTTT T Td
Denatiirasyon

Uzama

Sekil 2.6: TagMan® probu ile floresan sinyal olusumu (Dorak, 2006).

Soliisyon i¢inde, raportdr boya ikinci boya tarafindan sondiiriiliir ve sinyal gdzlenmez.
Reaksiyon baglanma sicakligina erisirken, primere kiyasla daha yiiksek sicaklikta, prob
tamamlayici hedef dizisine baglanir. Taqg DNA Polimeraz ile uzama esnasinda, probun

yeri degistirilir ve raportdr boyanin agiga ¢ikmasi ile sinyal gozlenir.

Primer temelli sistemlerde ise, SYBR® Green I’de oldugu gibi PCR fiirlinii spesifik
olarak belirlenemez. LUX™, kendi kendini sondiiren (‘’self-quenched’’) florojenik
primer ve isaretlenmemis tamamlayici ciftini iceren primer setidir. Isaretli primer, 5’-
ucunda 46 niikleotidlik bir diziye sahiptir. Bu dizi, primerin 3’ ucu ile komplementerdir.
Ortaya ¢ikan ikincil “’hairpin’’yapisi, floroforun (floresan madde) sondiiriilmesi i¢in en

uygun yapidir. Primer, ¢ift iplikli DNA’ya baglandiginda, floroforun sondiiriilmesi biter
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ve sinyalde 10 kata kadar artis gozlenir. LUX™ primerleri, TagMan® problarina
kiyasla tek bir boya igerdiklerinden, daha uygun fiyath iiriinlerdir (Dorak, 2006).

Uzamus primer (dsDNA)
» Tek iplikhi primer

"Hairpin" Primeri

Sekil 2.7: LUX™ primerlerinin yapis1 ve etki sekli (Dorak, 2006).

LUX™ primerleri, 3’ ucu ile komplementasyon gosteren, isaretli primer, 5’ ucunda
tamamlayict dizisi bulunan yapilardir. Meydana gelen ‘’hairpin’” yapisi, floresan
sinyalin gozlenmesine engel olur. Primerin kaliba baglanmasi ile, primer lineer hale

gecer ve floresan 1s1ma gozlenir.

RT-PCR yonteminin kolayligi, 6zgiil olmasi, hassasiyeti, giivenilir cihazlar ile is
gormesi ve gelismis deneysel protokollere sahip olmasi yontemi temel kilar (Bustin,

2005).

2.5.2. Schizosaccharomyces pombe’de Eseyli Ureme ve Random Spor Analizi

Schizosaccharomyces pombe yasam dongiisii iki fazdan meydana gelir: aseksiiel
(vejetatif) ve sekstiel faz (Egel, 1989; Forsburg ve Nurse, 1991). S.pombe'nin, 6zellikle
hiicre dongiisi konusunda model organizma olmasmin temelinde de vejetatif

dongiistinliin kontrolii yer alir. Seksiiel fazi da birgok calismaya konu olmaktadir

(Hoffman ve dig., 2015).
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Diploid S. pombe hiicreleri haploid hiicrelerden yaklasik 4.4 pm daha genistirler ve
yaklagik 24 pm uzunluga eristikleri zaman sitokinez gecirirler. Eger ortamda
eslenebilecekleri hiicre bulunmuyorsa ve besin acligina maruz kaliyorlar ise, haploid
hiicreler hiicre donglisiinden ¢ikip duragan faza girer (Hoffman ve dig., 2015). S.
pombe'de bulunan olagan dis1 6zellik ise, nitrojen eksikliginde G1 fazindan duragan
faza, glukoz achiginda ise G2 fazindan duragan faza gecis yapmalaridir (Costello ve
dig., 1986). Ancak eslenebilecekleri hiicreler bulunuyorsa, haploid hiicreler seksiiel faza

gecis yapar (Hoffman ve dig., 2015).

Birbirine uygun iki haploid S. pombe hiicresi, besin acligi durumunda konjugasyona
ugrar (Egel ve Egel-Mitani, 1974; Egel, 1989). Bu birlesme, hiicrelerin birbirine
tutunmasi ile baslar, iki nukleus igeren tek bir hiicre meydana getirmek i¢in hiicre
duvarlarinin par¢alanmasi ile devam eder. (Sekil 2.7) Ardindan, diploid tek nukleusun
bulundugu hiicre formu, "zigot" meydana gelir. Zigot olusumunun ardindan hiicreler
mayotik yolaga girer ve dort haploid c¢ekirdek olusur. Sonrasinda, her nukleusun
etrafinda spor duvar1 meydana gelir. i¢cinde dort adet spor bulunan zigota "askus" adi
verilir. Askus duvari, zengin icerikli besiyerlerine maruz birakildiginda parcalanir,

sporlar gelismeye baslar ve vejetatif hiicrelere doniisiir (Hoffman ve dig. 2015).

Sekil 2.8: S. pombe hiicrelerinin seksiiel gelisimi (Hoffman ve dig., 2015).

(Homotallik 968h* hiicreleri EMM besiyerine ekilmis ve 30°C'de inkiibe edilmislerdir.
Fotograflar; (A) 0. dakika, (B) 184. dakika, (C) 204. dakika, (D) 254. dakika, (E) 286. dakika,
(F) 334. dakika, (G) 446. dakika, (H) 560. dakika'da ¢ekilmislerdir. S. pombe 968h* hiicreleri
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kendi kendilerini esleyebildiklerinden dolayi, iki kardes hiicre eslesmis ve askus formunu
meydana getirmislerdir (Hoffman ve dig., 2015).

Random spor analizi Saccharomyces cerevisiae ve Schizosaccharomyces pombe gibi
maya wrklarinda farkli bolgeler arasi baglantiy1 belirlemeyi ve ¢aprazlama yaparak yeni

rekombinantlari olusumunu saglayan bir yontemdir (Khare ve dig., 2011).

Cok miktarda sporun incelenmesine olanak sagladigi i¢in, rekombinasyon
haritalamasinda ve yeni suslarin elde edilmesinde siklikla bu yontemden yararlanilir

(Moreno ve dig., 1991).

Bu yontem, tiim askosporlarin tek tek takip edilmesine ihtiya¢ duymaz, boylelikle ¢ok

fazla sayida askospor ayni anda incelenebilir (Khare ve dig., 2011).

Bir¢ok mantar tiirtinde, askus ornekleri toplamak kolaydir. Saccharomyces cinsi ise
istisna gosterir, sporlarmin toplanmasi i¢in askuslar cam boncuklarla islem goriirler.

Askus duvarlar1 cesitli enzimlerle muamele edilerek de yikilabilirler (Siddiqi, 1971).

Random spor analizi i¢in Ornek toplanirken iki problem gozlenir; askosporlarin
birbirinden ayrilmasit ve askosporlarin vejetatif hiicrelerden ayrilmasi. Askuslarin
“’salyangoz enzimleri’’ ile muamele edilmesinin bulunmas1 ve alkol kullanilarak diploid
hiicrelerin segici inaktivasyonunun yapilmasi ile beraber, bahsedilen problemler ortadan

kalkmustir (Siddiqi, 1971).

Random spor analizi, genetik tarama uygulanirken baglanti1 analizi yapmak ve
rekombinasyon  frekansin1  saptamak  {izere, mutant taramasi yapilirken
komplementasyon analizi i¢cin ve ayni bolgede bulunan farkli alleller arasi bagintinin
dogrulanmasida kullanilabilen bir yontemdir (Forsburg ve Rhind, 2006) (Khare ve
dig., 2011).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. ORGANIZMA
Calismada Fungi aleminin Ascomycetes smifinda yer alan tek hiicreli dkaryotik bir

organizma olan Schizosaccharomyces pombe (S. pombe) rklar1 kullanildi (Tablo 3.1).

Calismada kullanilan suslar, I.U. Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii

Kiiltiir Koleksiyonu’ndan saglandi.

Tablo 3.1: Calismada kullanilan suslar.

Schizosaccharomyces pombe Linder liquifaciens 972h

Schizosaccharomyces pombe Linder liguifaciens 975h*

Schizosaccharomyces pombe (ura4h'A)

Schizosaccharomyces pombe (ura3h’)

Schizosaccharomyces pombe (ade2h™)

Schizosaccharomyces pombe (ade5Sh™)

3.2. BESI ORTAMLARI
S. pombe hiicreleri Gutz ve ark. (1974)’nin ve Leupold (1970) 'un Onerdigi sekilde

uretildi.

Tim besi ortamlar1 otoklavda 121°C’da ve 1.2 atm basingta 15 dakika steril edildi.

Kullanilan besi ortamlarmin icerikleri asagidaki tablolarda verildi (Tablo 3.2, 3.3, 3.8).
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Tablo 3.2: “Yeast Extract Agar” (YEA) zengin besi ortam igerigi.
YEA (1L)

Maya Ekstresi (Yeast Extract) 5 g

Glukoz 30¢g
Agar 20¢g
Distile su 1000 ml

YEA hazirlamak i¢in Tablo 3.2’de belirtilen bilesenler uygun miktarlarda bir araya

getirildi, sterilizasyon sonrasi cam tiiplere ve petrilere dokiilerek hazirlandi.

Tablo 3.3: “Minimal Medium Agar” (MMA) Minimal Besi Ortami igerigi.

MMA (1L)
Stok A2 100 ml
Stok 3a 1 ml
Stok 3b 1 ml
Glukoz 10¢g
Na;HPO4.12H:0 l'e
Agar 20¢g

Distile su 900 ml
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Tablo 3.4: MMA besi ortami icerigindeki stok soliisyon Al.

Stok A1 (100 ml)

H3BO4 50 mg
CuS04.5H20 4 mg
KI 10 mg
FeCl3.6H>O 20 mg
MnS0O4.4H-0 53 mg
NaxMo0O4.2H,O 19.5 mg
ZnS04.7TH20 40 mg
Distile su 100 ml

Tablo 3.5: MMA besi ortamu igerigindeki stok soliisyon A2.

Stok A2 (100 ml)

KH>PO4 g
MgS04.7H,0 05¢g
NaCl 0.1g
CaCl.6H0 0.15¢
5¢g
(NH4)2SO4
Stok Al 1 ml

Distile su 100 ml
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Tablo 3.6: MMA ve SPA (Yapay Sporulasyon Agar) besi ortamlari igerigindeki stok
soliisyon 3a.

Stok 3a (100 ml)

Kalsiyum Pantotenat 100 mg
Nikotinik Asit lg
Mezoinositol lg

Distile su 100 ml

Tablo 3.7: MMA ve SPA besi ortamlari igerigindeki stok soliisyon 3b.
Stok 3b

Biotin 1 mg

%350 etanol 100 ml

MMA besi ortamu bilesenleri yukaridaki uygun miktarlarda sirasiyla distile suya
eklenerek ¢ozdiiriildii. Sterilizasyon sonrasi steril petrilere dokiildii. Segici besi ortami

icin gerekli metabolitler final konsantrasyon 50 mg/l olacak sekilde ilave edildi.
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Tablo 3.8: “Sporulation Agar” (SPA) Yapay Sporulasyon Agar besi ortami igerigi.

SPA (1L)
Glukoz 10g
KH2PO, l'eg
Stok 3b I'ml
Stok 3a I'ml
Agar 308
Distile su 1000 ml

SPA bilesenleri yukaridaki uygun miktarlarda sirasiyla distile suya eklenerek

¢Ozdiirtildi. Sterilizasyon sonrasi steril cam tiiplere dokiildii.

3.3.0RGANIZMANIN URETIMI VE SAKLANMASI
Calismada kullanilan (Tablo 3.1) wklar 4°C’deki silika jel (¢ap:0.2-0.5mm) stoklarndan
almarak YEA besi ortami igeren petrilere ekildi. 2 giin, 30°C’de etiivde bekleme
sonrasinda elde edilen kolonilerden azaltma ekim yapilarak, tek koloniler elde edildi.
Bir koloni secilerek egri YEA besi ortamima ekilde ve 30°C’de 2 giin bekletilerek tek
koloninin ¢ogaltimi yapildi. Ura4h’, ura3h’, ade2h™ ve ade3h™ mutantlarinin genotipleri
MMA besi ortamu ve urasil/adenin iceren se¢cici MMA besi ortamlarinda kontrol edildi.
Genotipleri kontrol edilen hiicreler, egri YEA besi ortamlarma ekilerek ¢aligma boyunca

4°C’de saklandi. Hiicrelerin genotip kontrolleri ve pasajlar1 belirli araliklarla yapildi.

3.4. CAPRAZLAMA ONCESi HUCRELERE STRES UYGULANMASI
Stres uygulanacak S. pombe yabani wklar (972 h, 975 h"), ura4h’, ura3h, ade2h”,
ade5h™ mutant hiicreleri 6ncelikle YEA besi ortaminda 30°C’de, 2 giin boyunca
tiretildi. Hiicreler distile su ile topland1 ve 7000 rpm'de, 10 dakika santriftij edilerek



25

coktiirtildii. Bu hiicreler i¢in Tablo 3.9'da belirtilmis olan stres kosullar1 uygulandi. Stres

kosullari, Tablo 3.10'da gosterildigi sekilde hazirlandi.

Tablo 3.9: Hiicrelere uygulanan stres kosullar.

Stres Kosulu Uygulanma Siiresi
Kontrol -
0.5 M CuSOq4 60 dakika
1 mM H>0» 15 dakika

Tablo 3.10: Hiicrelere uygulanan stres kosullariin hazirlanis.

0.5 M CuSOq4 1 mM H:O0:

H>0; Soliisyonu
CuSOq4 1248 ¢ 0.1 ml
%30 (w/v)

Distile su 1000 ml Distile su 1000 ml

3.5. CAPRAZLAMA VE UREMENIN IZLENMESI
SPA egri besi ortamimda, Tablo 3.11°de gosterildigi sekilde, wrklarm ¢aprazlamalar:
yapildi. Hiicreler, ¢aprazlamanin ardindan 25°C'lik etiivde RNA izolasyonu i¢in 2 giin,

Random Spor Analizi i¢in 21 giin inkiibasyona birakild1.

Tablo 3.11: Caprazlanan hiicreler.

972 " x 975 h*

uradh x ade5h*

ura3h x ade2h”*
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Caprazlama sonrasi 1., 2. ve 3. giinlerde, hiicreler mikroskopta incelendi. Zigot
asamasindaki hiicreler %90 oranina ulastiginda Boliim 3.7. de anlatildig1 sekilde RNA

izolasyonu gerceklestirildi.

Tirozin miktarinin ¢aprazlama iizerindeki etkisinin anlasilmasi igin YEA besiyerinde
uretilmis 972 b ve 975 h* wklari, 50 mg/L olacak sekilde tirozin eklenmis SPA’da

caprazlandi.

3.6. RANDOM SPOR ANALIZI
Random spor analizi, farkli mutantlarin ¢aprazlanmasi ile olusturulan rekombinantlarin,

kiiltiirdeki miktarmi (% olarak) 6lgmek i¢in kullanilan bir yontemdir.

SPA besi ortaminda ¢aprazlanan deney gruplar1 (Tablo 3.11), 21 giin boyunca 25°C'de
inkiibe edildi. Egri tiipler S'er ml distile su ile topland1 ve 1.5 ml'lik mikrosantrifiij
tiiplerine aktarildi. Her bir 6rnek i¢in 1 ml hiicre kiiltiirii, 3 ml %99'luk etanol ve 6 ml
distile sudan olusan karisimlar olusturularak 18°C'de 20 dakika inkiibasyona birakildi.

Bu islem ile vejetatif hiicrelerin yok edilmesi ve sporlarin se¢ilmesi amaglandi.

Inkiibasyonun ardindan 10 kez sulandirma islemi yapilarak, sporlar alkol etkisinden

kurtarildi.

“’Malassez’’ laminda yapilan spor sayimmin ardindan MMA besi ortamui igeren petrilere
ekim igin 102 oraninda, YEA besi ortamu igeren petrilere ekim igin 102 oraninda
sulandirimlar yapildi ve yayma ekimler gerceklestirildi. 30°C'de 5 giin inkiibasyona
birakildi. Protokol, Forsburg ve Rhind’in (2006) makalesinden alinip, uyarlanarak
uyguland.

Random spor analizini gerceklestirmek i¢in allellerin ikili kombinasyonlar: iki gruba

ayirildi: parental ve nonparental. Bu aymrim sonrasi, rekombinasyon frekans: (RF) ve

Rekombinant Koloniler

rekombinasyon orami1 [(RF x 100) RF : ] formiili kullanilarak

Tim Koloniler

bulundu.
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3.7.CAPRAZLAMA SONRASI FLORESAN MIiKRSOKOBU ILE
GORUNTULEME
Tablo 3.11°de belitilen ¢aprazlamasi yapilmis hiicrelerin zigot ve askus gorintiileri
Olympus BXS53F floresan mikroskobu ile elde edildi. Hiicrelerin fotograflar1 'Olympus
cellSens Standart' programi kullanilarak c¢ekildi.

SPA egri besi ortaminda ¢aprazlamasi yapilmis hiicreler, distile su ile topland1 ve 7000
rpm'de, 10 dakika santriftij edilerek ¢oktiiriildii. Coktiiriilen hiicreler 1 ml soguk
%70’lik etanol ile muamele edildi (Forsburg ve Rhind, 2006). -20°C'de 15 dakika
bekletildi ve ardindan distile su ile yikanarak alkol uzaklastirildi. Tekrar 7000 rpm’de
10 dakika santrifiij edilen hiicreler 200 pl sogutulmis %70’lik etanolde siispanse edildi.

Orneklere, son konsantrasyon 1pg/ml olacak sekilde, DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole, Roche) eklendi ve 37°C'de 2 saat boyunca inkiibasyona birakildi.

3.7.1. Floresan Mikroskobu I¢in Preparatlarin Hazirlanmasi

DAPI ile boyanmis ve boyanmamis hiicrelerin kiimelesmesini 6nlemek amaciyla, Rines

ve ark. (2011)'nin 6nerdigi agaroz dolgular1 hazirland.

%1.2°lik (w/v) agaroz jel hazirlamak i¢in Tablo 3.12'de belirtildigi sekilde hazirlanan
10X TAE tamponunun sulandirilmasiyla hazirlanan 10 ml 1X TAE tamponuna 0.12 g
agaroz (Sigma-Aldrich Agarose, Type II) eklendi ve mikrodalga firinda ~2 dakika
eritildi. Bir siire oda sicakliginda bekletilerek ~50-55°C’ye gelen agaroz jelden 50 pl
alinarak lamin iizerine konuldu. Ustii lam ile kapatilarak sogumaya birakildi.

Agaroz dolgularmnin istiindeki lam alindi. Dolgunun ortasina 2.2 pl (Rines ve ark.,

2011) maya kiiltiirii ilave edildi. Uzeri alkol ile temizlenmis lamel ile kapatildi.
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Tablo 3.12: 10X TAE (Tris-EDTA) tamponu.

10X TAE (Tris - EDTA) Tamponu

400 mM Tris

%1.2 glasiyel asetik asit

10 mM EDTA (pH:8.0)

3.8. RNA IZOLASYONU
SPA egri besi ortaminda ¢aprazlanan ve 2 giin 25°C’de inkiibe edilen S.pombe kiiltiirleri
distile su ile toplanarak, 7000 rpm'de, 10 dakika santrifiij edildi. Coktiiriilen hiicrelerden
total RNA izolasyonu "Roche High Pure RNA Isolation Kit" ile iiretici firmanin
onerdigi sekilde gerceklestirildi. Total RNA izolasyonunda hiicre pargalama asamasinda

firmanin 6nerdigi kosullara ilave olarak bazi degisiklikler yapildi.

Coktiiriilen hiicrelere 200 pl Phosphate-Buffered Saline (PBS) (Tablo 3.13) eklenerek
steril 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiiniin 0.5 ¢izgisine kadar cam boncuk (¢ap: 0.45-0.50
mm) konuldu. Cam boncuklarmn tizerine 200 pl PBS ile siispanse edilmis hiicreler ilave
edildikten sonra “Sartorius Mikro-Dismembrator S marka hiicre parcalayicisinda 3000
rpm’de 30 saniye boyunca parcalama, 30 saniye buzda bekletme seklinde, iki tekrarli
olarak gergeklestirildi.
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Tablo 3.13: PBS hazirlanmasi.

1X i¢in final
Bilesenler Miktar/Hacim
konsantrasyonu
NaCl 8¢g 137 mM
KC1 02¢g 2.7 mM
Na;HPO4 144 ¢ 10 mM
KH;PO4 024 ¢ 1.8 mM
Distile su 1L -

Pargalama sonrasi, sivi fazin alt mikrosantrifiij tiipline gegmesi saglandi. Alt siv1 7.000
rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edilerek hiicre kalintilar1 ¢oktiiriildii ve slipernatant
steril bir mikrosantrifiij tiipline alindi. Hiicre igerigine 400 pl "Lysis/Binding Buffer"
eklenip, 15 saniye boyunca tiip karistiricida karistirildi. Karisgimdan 700 pl filtreli
kolona alinarak, 8000 g'de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi altta kalan sivi
atildi. Her bir 6rnek i¢in 90 pl "DNase Incubation Buffer" ve 10 ul "DNase 1", yeni bir
mikrosantrifiij tiiplinde karistirildi. Her bir 6rnek icin, filtreli kolonlara bu karisimdan
100 pl eklendi ve 15°C - 25°C'de 15 dakika inkiibasyona birakildi. Filtreli kolona 500
ul "Wash Buffer I" eklendi ve 8000 g'de 1 dakika santrifiij edildi, alt siv1 uzaklastirildi.
Kolona 500 pl "Wash Buffer II" konuldu ve 8000 g'de 1 dakika santrifiijlendi, alta
gecen sivi uzaklastirildi. 200 pl "Wash Buffer II" eklendi ve 13000 g'de 2 dakika
santrifiij edildi. Kolon yeni bir steril mikrosantrifiij tiipiine alinarak 50 pl “Elution
Buffer” kolona ilave edildi. 8000 g’de 1 dakika santrifiijlendi. Membrandan alta gecen
stvidan elde edilen total RNA -80°C’de sakland:.

3.8.1. RNA Miktar1 ve Safigimin Olgiimii

Izole edilen S. pombe wklarmmn total RNA’larim spektrofotometrik olarak miktar ve
saflik kontrolleri “Nanodrop 2000c” adlh cihazda olgiilerek yapildi. Oncelikle total
RNA'nin i¢inde ¢ozdiiriildiigii soliisyon 1.5 pl olacak sekilde kor drnek olarak cihaza

okutulduktan sonra 6rneklerden 1.5 pl alinarak saflik ve miktar dl¢iimleri yapildi.
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3.9. RNA’NIN ELEKTROFORETIK ANALIZi

Izole edilen total RNA'larin miktar ve safligmin nanodrop ile kontroliiniin ardindan

MOPS'lu jelde elektroforetik olarak kontrolleri ger¢eklestirildi.

Jel hazirlamak i¢in gerekli 10X MOPS Tablo 3.14 'te, soliisyonlar ve tamponlar Tablo

3.15°de belirtildigi sekilde hazirlandu.

Tablo 3.14: 10X MOPS hazirlanmasi.

10X MOPS (1L)

Bilesen Miktar
3-(N-morfolino)
419¢
propanesiilfonik asit (MOPS)
C>2H3Na0..3H>0 82¢g
EDTA 372 ¢

800 ml distile suda c¢ozdiirii
ayarlandi. Distile su ile 1 L'ye
15 dakika steril edildi.

Idi. 10 M NaOH ile pH 7'ye

tamamlanip, otoklavda 121°C'de

Tablo 3.15: MOPS'lu jel i¢in gerekli tampon ve soliisyonlar.

MOPS'lu Yiiriitme Tamponu (300 | MOPS'lu Yiikleme Soliisyonu (775
ml) ul)
Bilesen Hacim Bilesen Hacim
10X MOPS 30 ml 10X MOPS 100 pl
0.22 M %37 Formaldehit 5.4 ml Formaldehit 175 pl
Distile su 264.6 ml Formamid 500 ul
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Hazirlanan 10X MOPS tamponunun sulandirilmastyla hazirlanan 3 ml 1X MOPS
tamponuna 0.45 g agaroz (Sigma-Aldrich Agarose, Type II) ve 24.6 ml distile su
eklenerek mikrodalga firinda ~2 dakika eritildi. Bir siire oda sicakliginda bekletilerek
~50-55°C’ye kadar sogumaya birakildi. Uzerine 2.4 ml formaldehit ve 1 pl etidyum

bromiir eklendi.

Jel daha 6nceden hazirlanmis ve tarak yerlestirilmis yatay elektroforez kasetine yavasca

dokiilerek oda sicakliginda 25-30 dakika polimerizasyona birakildi.

Katilasan jel, MOPS'lu yiirtitme tamponu ile dolu olan elektroforez tankia yerlestirildi.
Her bir RNA 6rneginden 5 pl almarak 15 pl ylikleme soliisyonu ile karistirildi ve
55°C'de 15 dakika denatiire edildi. Ardindan 10 dakika buzda bekletildi. 5 pL
bromofenol mavisi (6X Fermentas yiikleme tamponu, Tablo 3.16) ile karistirilip, jele
yiiklendi. Elektroforezde marker olarak “GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder (Fermentas,
SMO0311)” kullanild1 (Sekil 3.1) Jel 55 voltta (10 V/ecm) 35 dakika ardindan 70 voltta
(10 V/em) 10 dakika yiiriitiildii.
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bp ng/0.5 pg %
10000 300 6.0
/ 8000 300 6.0

/ ~.ﬂ
A
4000 300 8.0
7, 3500 300 60
[ 2000 250 ol
2000 250 50
- 1500 250 50
1000 60.0 120
- 750 250 50
- 500 250 50

— 250 250 50

Sekil 3.1: Agaroz jel elektroforezinde kullanilan 1kb “DNA Ladder”.

Tablo 3.16: 6X Yiikleme tamponu.

10 mM Tris-HCl (pH:7.6)

%.0.03 bromofenol mavisi,
6X Yiikleme Tamponu %0.03 ksilen siyanol FF

% 60 gliserol,
60 mM EDTA

3.10. cDNA SENTEZI
Total RNA izolasyonu yapilmis 6rneklerden, "Roche Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis Kit" kullanilarak, firmanimn 6nerdigi kosullarda cDNA sentezi yapildi.

Sentez reaksiyonu Tablo 3.17 ve Tablo 3.18'de belirtildigi gibi gerceklestirildi.
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Tablo 3.17: Primer - kalip karigimi (Tek 6rnek igin).

Baslangic Son
Bilesenler Hacim
konsantrasyonu konsantrasyon

RNA - Degisken 1 png/13 pl

Oligo (dT)]g
) 50 pmol/ul 1 ul 2.5 uM
Primer
Distile su - Degisken -
Toplam 13 ul

Steril 0.2 ml'lik tiipte karisim hazirlandi. 65°C'de 10 dakika denatiirasyonun ardindan

hemen buza konuldu.

Tablo 3.18: cDNA sentezinin ikinci asamasinda reaksiyon ortamina eklenen bilesenler.

Baslangi¢ Son
Bilesenler Hacim
konsantrasyonu konsantrasyon
"Transcriptor Reverse
5X 4 ul 1X
Transcriptase Reaction Buffer"
"Protector RNase Inhibitor" 40U/ul 0.5 ul 20U
"Deoxynucleotide Mix" 10 mM 2 ul 1 Mm
"Transcriptor Reverse
20U/ pl 0.5 ul 10U
Transcriptase"
Toplam 7 ul

Primer - kalip karisiminin iizerine, Tablo 3.18'de belirtilen bilesenler eklendi ve

karigtirildi.  55°C'de 30 dakika inkiibe edildi, ardindan "Transcriptor Reverse
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Transcriptase" aktivitesini durdurmak icin 85°C'de 5 dakika bekletilerek sentez
sonlandirildi. Inkiibasyon islemi "Bio-RAD T100 Thermal Cycler’adli cihaz ile
gercgeklestirildi.

3.11. cDNA’LARIN KONTROL EDILMESI
Sentezi yapilan S. pombe yabani irklarinin ve mutantlarinin cDNA'lar1 %1°lik (w/v)

agaroz jelde kontrol edildi.

3.11.1. Agaroz Jel Hazirlanisi ve Elektroforez

%1’lik (w/v) agaroz jel hazirlamak i¢in 40 ml 1X TAE tamponuna 0.40 g agaroz
(Sigma-Aldrich Agarose, Type II) eklenerek mikrodalga firinda ~2 dakika eritildi. Bir
stire oda sicakliginda bekletilerek ~50-55°C’ye kadar sogutuldu. Jele 0.5 pg/ml olacak
sekilde etidyum bromiir eklendi. Jel daha onceden hazirlanmis ve tarak yerlestirilmis
yatay elektroforez kasetine yavasca dokiilerek oda sicakliginda polimerize olmaya

birakildi.

Jel 1X TAE ile dolu olan elektroforez tankina yerlestirildi. Her bir DNA 6rneginden 5
ul almarak 1 pl 6X ylikleme tamponu (Fermentas) (Tablo 3.16) ile karistirild1 ve agaroz
jele yiklendi. Elektroforezde marker olarak “GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder
(Fermentas, SM0311)” kullanild1 (Sekil 3.1). cDNA o6rnekleri 60 voltta (10 V/cm) 40
dakika yiiriitiilda.

3.12. GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ ZINCiR REAKSIYONU (RT-PCR)
Izole edilen total RNA’lardan cDNA'lar elde edildi. Bu cDNA'larm gen
anlatimlarmdaki degisikleri gézlemlemek amaciyla, Real-Time PCR yapild1.

3.12.1. Primer Tasarimi

S.pombe’de 1. kromozom Tlizerindeki rec/2 geninin g¢ogaltilmasini saglayan primer
dizileri olusturuldu. NCBI (National Center for Biotechnology Information)
veritabanindaki bilgilerden yola ¢ikilarak rec/2 genine ait primerler, PrimerQuest Tool

programu ile tasarlandi (Tablo 3.19).
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Tablo 3.19: Tasarlanan primer dizileri.

Hedef
G+C
T Bolge
Primer Dizileri Oram
(°C) Uzunlugu
(%)
(b¢)

Forward 5'- CAAACCGTAGTCGATGAG -3 50 57
recl2 155

Reverse 5'- GGACCCAAATACCAATCC -3' 50 57

3.12.2. Primerlerin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Kontrolii

Sentezlenen primerlerin kontrolii gradient PCR ile yapildi. Kalip olarak S.pombe 972 b’
irk1 cDNA's1 kullanilarak reaksiyon hazirlandi. Reaksiyon “Thermo Scientific Phusion
High-Fidelity DNA Polymerase” enzimiyle iiretici firmanmn 06nerdigi sekilde
gerceklestirildi. Tablo 3.20°de verilen bilesenler 0.2 ml’lik steril PCR tiiplerinde
karistirildi. Reaksiyon,“Bio-RAD T100 Thermal Cycler’adli cihaz ile Tablo 3.21 ’de

verilen kosullarda gerceklestirildi.
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Tablo 3.20: PCR bilesenleri.

Bilesenin Ad1 Hacim Son Konsantrasyon
Reaksiyon Tamponu (5X) (+
MeCh) 4 ul 1X
10 mM dNTP 0.4 pul 0.2 mM
25 mM MgCl, 0.5 ul 0.625 Mm
Forward Primer (10 pmol/ ul) 0.5 ul 0.25 pmol/ul
Reverse Primer (10 pmol/ pl) 0.5 ul 0.25 pmol/ul
Kalip 1 ul -
Enzim (5 U/ul) 0.2 ul 0.05 U/ul
Distile su 12.9 ul -
Toplam 20 pul
Tablo 3.21: PCR kosullar1.
Asama Sicakhik Siire Dongii Sayisi
Baslangi¢ Denatiirasyonu 98°C 30 saniye 1
Denatiirasyon 98°C 10 saniye
Baglanma 55-60°C 30 saniye 35
Uzama 72°C 1 dakika
Son Uzama 72°C 5 dakika 1
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cDNA'larin kontrolii agaroz jelde yapildi. Elektroforezde marker olarak “GeneRuler™
1 kb DNA Ladder (Fermentas, SM0311)” ve "GeneRuler™ 100bp DNA Ladder
(Fermentas SMO0241)" kullanild1 (Sekil 3.2). Jel 60 voltta (10 V/cm) 40 dakika
yuriitiildi.

bp PG0.Spg % bp

50 15 22

Sekil 3.2: Agaroz Jel Elektroforezinde kullanilan 100 baz ¢iftlik "DNA Ladder".

3.12.3. “RT-PCR’’ deney diizeneginin hazirlanmasi

Real - Time PCR, kullanicinin PCR iirlinlerinin amplifikasyonunu es zamanli olarak

gbérmesine olanak veren bir sistemdir.

Real - Time PCR i¢in "Roche LightCycler 480 II" cihazi kullanildi. Real - Time PCR
analizi i¢in "LightCycler 480 SW 1.5" yazilimi kullanildi ve bu yazilimdan ¢ikan veriler
"Microsoft Office Excel" programu ile degerlendirildi. Floresan boya olarak "Roche
LightCycler 480 SYBR Green I Master" kit kullani1ldi. Gen anlatimindaki degisiklikleri
belirlemek amaciyla, referans gen olarak hiicre dis1 kosullarmn etkisiyle anlatimi

degismeyen S. pombe aktin geni segildi. (Tablo 3.22)

"Roche LightCycler 480 SYBR Green I Master" kit, firmanin o6nerdigi kosullarda
uygulandi. Ik asama olarak PCR karisimi hazirlandi. Bunun i¢in Tablo 3.22'de
belirtilen primerler, 100 uM stoktan almip 10 kat sulandirildi. Tablo 3.23'de belirtilen
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miktarda bilesenler, buzda bekletilen 1.5 ml'lik steril mikrosantrifiij tiipine konuldu ve
pipetaj yapildi. Her bir 6rnek i¢in 15 pul "PCR Mix", 96 kuyucuklu "LightCycler 480
Multiwell Plate" plakanin kuyucuklarina konuldu. 5 ul cDNA (100 ng) kuyucuklara
eklendi. Gen anlatimindaki degisikliklerin belirlenmesi i¢in kontrol grubu cDNA’lar1 1,
1/5, 1/25 ve 1/125 kat sulandirilarak standart olarak kullanildi. Kalip igermeyen kontrol
“non-template control, NTC") icin kalip cDNA miktar1 kadar saf su eklendi.
"LightCycler 480 Multiwell Plate" , "LightCycler 480 Multiwell Sealing Foil" ile
kapatilarak 1500 g'de 1 dakika santrifiij edildi. "Roche LightCycler 480 II" cihazina
yerlestirildi.

Tablo 3.22: RT-PCR'da kullanilan primer dizileri.

G+C T Hedef Bolge
Primer Dizileri Oram " Uzunlugu
(°C)
(%) (be)

Forward 5'- AGATTCTCATGGAGCGTGGT-3' 50 56.1
actl 100
Reverse 5'- TCAAAGTCCAAAGCGACGTA -3' 45 54.2

Forward 5'- CAAACCGTAGTCGATGAG -3' 50 57
recl2 155
Reverse 5'- GGACCCAAATACCAATCC -3' 50 57

Tablo 3.23: RT-PCR icin PCR karisimu.

Bilesen Hacim (Her bir 6rnek icin)
"PCR - Grade Water" 3ul
Reverse ve Forward Primer 2 ul
"Master Mix" 10 pl

Toplam 15 pul




96 kuyucuklu "LightCycler 480 Multiwell Plate" cihaza yerlestirildikten sonra, Tablo
3.24'de belirtilen kosullar programa ("LightCycler 480 SW 1.5.1") girildi ve deney

baslatildi. Deney analizleri ayni programda gergeklestirildi.

Tablo 3.24: RT-PCR kosullari.

Reaksiyon
Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayis1
Basamag
dematinasyon 95 5 dak 1
Denatiirasyon 95 10 sn
Primer baglanma 57 14 sn 45
Uzama 72 20 sn
95 5 sn
Erime egrisi 66 1 dak 1
97 -
Sogutma 40 10 sn 1
Saklama 4 00

Orneklere rolatif kantifikasyon [Relative Quantification] analizi uygulandi ve ayn1 grup

orneklerde aktin ¢cDNA’s1 miktar1 ile RecI2 cDNA’s1 miktarlar1 29T yontemi ile

karsilastirildi.
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4. BULGULAR

Calismada Tablo 3.1°de verilen wrklar kullanilarak, rec/2 geninin strese bagl olarak gen
anlatimmdaki ve homolog rekombinasyonundaki degisikliklerin gozlemlenmesi
amaclandi. Bu dogrultuda, stres uygulanmis ve g¢aprazlanmis hiicrelerden RNA izole
edildi ve cDNA sentezi yapildi. Gen anlatimindaki degisiklikler Real-Time PCR (RT-
PCR) yapilarak belirlendi. Random spor analizi ile homolog rekombinasyon oranlari

belirlendikten sonra, RT-PCR verileri ile karsilastirilarak sonuglar elde edildi.

4.1. RANDOM SPOR ANALIZI
Random Spor Analizi Bolim 3.13'de anlatildigi  sekilde gerceklestirildi.

Rekombinasyon gerceklesme orani Tablo 4.1' de verildi.

Tablo 4.1: Rekombinasyon degerleri.

Hiicre Ad1 Stres Kosulu Rekombinasyon Degeri
uradh x ade5h™ Kontrol %38
uradh x adeSh” 0.5 M CuSOq4 %325
uradh x adeSh” 1 mM H,0O; %33
ura3h x ade2h* Kontrol %36
ura3h x ade2h* 0.5 M CuSOq4 %20
ura3h x ade2h* 1 mM H,0O; %19

[statistiksel olarak farklilik olup olmadigin test etmek igin varyans analizi (ANOVA)
yapildi. Deneyi etkileyen yalniz bir tane faktdér oldugundan dolay:r bir yonlii varyans
analizi (One-way ANOVA) yontemi tercih edildi. Graphpad Prism 5.01 programi
kullanilarak sonuglar elde edildi. P degeri 0.1891 olarak bulundu ve p>0.005 oldugu
icin uyguladigimiz stres kosullarmin rekombinasyonu etkiledigi hipotezi dogru kabul

edildi ancak fark anlamsiz olarak belirtildi. Analize ait grafik Sekil 4.1°de verildi.
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Tek Yonlii Varyans Analizi (One-way ANOVA)
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Kontrol CuSO, H,0,

Sekil 4.1: Tek yonlii varyans analizi (One-way ANOVA) grafigi.

4.2. TOTAL RNA iZOLASYONU

S. pombe wkina ait Tablo 3.1'de belirtilen hiicrelere stres uygulandiktan ve Tablo
3.11'de belirtildigi gibi basarili bir sekilde caprazlandiktan sonra, wklarin total RNA
izolasyonlar1 Boliim 3.7°de belirtilen sekilde gergeklestirildi. Total RNA’larin
izolasyonunun ardindan %1°lik agaroz jelde ve 10X MOPS’lu jelde kontrol edildi. Sekil
4.2°de gosterilen agaroz jelde 26S ve 18S rRNA’lara ait bantlari izlenmesi ile total
RNA’larin basarili bir sekilde izole edildigi saptandi. Orneklere ait spektrofotometrik
Olciimlerden elde edilen total RNA konsantrasyonlari1 Tablo 4.2’deki verildi.
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3000 bg

Sekil 4.2: Kontrol ve deney gruplarina ait total RNA’larin agaroz jel elektroforezi (L: 1 kb
DNA ladder, 1: ura4h x ade5h* (Kontrol), 2: ura4h” x adeSh* (0.5 M CuSOy), 3: uradh x
ade5h* (1 mM Hx0»), 4: ura3h x ade2h* (Kontrol), 5: ura3h x ade2h™ (0.5 M CuSO,), 6:
ura3h x ade2h* * (1 mM H0y), 7: 972Iv, 8: 972k x 975h™).

Tablo 4.2: Orneklerden elde edilen total RNA izolasyonu bulgular:.

RNA
. Absorbans
Ornekler Stres Kosulu Konsantrasyonu
(260/280)
(ng/pul)
ura4h x ade5h* Kontrol 1263.1 2.27
uradh x adeSh” 0.5 M CuSOq4 407.9 2.22
uradh x adeSh” 1 mM H,O; 916.8 2.30
ura3h x ade2h” Kontrol 1285.3 2.28
ura3h x ade2h” 0.5 M CuSOq4 413.3 2.25
ura3h x ade2h” 1 mM H,O; 1192.6 2.27
972l - 910 2.01

972" x 975h* - 824.5 2.17
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4.3. cDNA SENTEZI
Total RNA izolasyonunu takiben Boliim 3.10'da anlatildig1 gibi cDNA sentezi yapildi
(Sekil 4.3). Reaksiyon sonrasinda ornekler %1°lik agaroz jel elektroforezi ile analiz

edildi.

Sekil 4.3: Orneklere ait cDNA’nin agaroz jel elektroforezi goriintiileri (L: 1 kb DNA ladder, 1:
ura4h” x adeSh* (Kontrol), 2: ura4h” x ade5Sh* (0.5 M CuSOys), 3: ura4h” x adeSh* (1 mM H,0y),
4: ura3h x ade2h™ (Kontrol), 5: ura3h x ade2h* (0.5 M CuSQOy), 6: ura3h’ x ade2h* (1 mM
H,0,), 7: 972, 8: 972 x 975h*).

4.4. PRIMERLERIN OPTIMIZASYONU
S. pombe recl2 genine 6zgii tasarlanan primerler, 972k x 975h" ¢cDNA’s1 kullanilarak
Boliim 3.12.2°de belirtildigi gibi farkli sicaklik kosullarinda denendi. En iyi bant 57°C
gbzlendi (Sekil 4.4) ve diger PCR ¢alismalart i¢in bu sicaklik kosulu secildi.
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Sekil 4.4: Ters-transkriptaz PCR sonucu jel elektroforezi goriintiileri (L1: 100 bp DNA
ladder, 1: 55°C, 2: 56°C, 3: 57°C, 4: 58°C, 5: 59°C, L2: 1 kb DNA Ladder).

4.5. RT-PCR ILE GEN ANLATIMININ KARSILASTIRMALI ANALIZi

S. pombe hiicrelerinde recl2 geninin anlatimmin farkli stres kosullari ile degisimini
saptamaya yonelik ¢aligma sonrasinda yapilan RT- PCR sonuglar1 LightCycler 480 SW
1.5 yazilimi kullanilarak degerlendirildi. Bu yazilim araciligiyla S. pombe 972h™ x
975h+ kontrol grubu cDNA’larindan elde edilen standart grafik Sekil 4.5°te ve grafige
ait istatistiksel degerler Tablo 4.2°de gosterildi.

Aktin ve recl2 primerlerinin etkinligini 6lgmek i¢in erime egrisi grafigi yazilim
sayesinde gercgeklestirilerek, erime egrisinde her iki primer i¢in de tek bir pik gozlendi.
Primerlerin erime egrisine ait grafik Sekil 4.6’da verildi. Daha sonra 6rneklere rolatif
kantifikasyon “Relative Quantification” analizi uygulandi ve ayni grup orneklerde aktin

cDNA’s1 miktar1 ile rec12 cDNA’s1 miktarlar1 karsilastirildi.
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Standart Egri

*
V125 ¢ 1
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Logaritmik Konsantrasyon

-(d/dT) Floresan (465-510)

Sekil 4.5: Aktin geni i¢in standart egri grafigi (1, 1/5, 1/25, 1/125 oranlarinda sulandirilmis

ornekler).

Tablo 4.3: Aktin geni i¢cin olusturulan standart grafigin istatistiksel verileri.

Hata Pay1  0.0294

Verimlilik 2.950

Egim 2.128

13,9474
12.947]
11.947] i)
— <3 —— Aktin Primerleri
9.9471
£.9471
7.9471
5.9471
5.947-
49471
39471
29471
1.9471
0.9471

Recl2 Primerleri

0.053] — e o

65 6 70 72 74 76 73 80 82 84 8 88 90 92 94 %
Sicakhk (C°)

Sekil 4.6: Aktin ve recl2 primerlerinin erime egrisi grafigi.
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S. pombe Recl?2 geninin anlatimindaki degisikliklerin incelenmesi amaciyla yapilan RT-
PCR analizi sonucunda 1 mM H»O, uygulanmis ura4h’ x ade5Sh* ve ura3h x ade2h™
caprazlanmalarinin, ayni wrklara uygulanan 0.5 M CuSOs stresine kiyasla daha fazla

anlatim yaptig1 gozlenmistir. Sonuglara ait grafik Sekil 4.7’de verildi.

Rolatif mRNA Seviyeleri (Rec12/Aktin)
1,1

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
K1 A B K2 C D

Sekil 4.7: Recl2 geni rolatif mRNA seviyelerinin karsilastirilmast (K1: ura4h” x adeSh*
(Kontrol), A: ura4h x ade5h* (0.5 M CuSOy), B: ura4h x ade5Sh* (1 mM H;0,), K2: ura3h x
ade2h* (Kontrol), C: ura3h x ade2h* (0.5 M CuSOys), D: ura3h x ade2h* (1 mM H,0,)).

p—

- - - - - - -

-

=

4.6. FLORESAN MIKROSKOBU ILE ASKUS GORUNTULEME
Caprazlanan ura4h” x ade5h* wklarinin zigot ve askuslarmnin floresan goriintilleme
islemi Bolim 3.6'da agiklandigi sekilde yapildi. Islem Olympus BX53F floresan
mikroskobu ile gergeklestirildi ve hiicrelerin fotograflar1 'Olympus cellSens Standart'

programi kullanilarak ¢ekildi.

Gortintillemede 0.5 M CuSOs stresi uygulanmis wura4h” x adeSh* askuslarinin
bazilarinda (%1) sekil farkliliklar1 gozlendi. 1 mM H»O»> stresi uygulanmis ura4h™ x
ade5h*askularinda ise bir degisiklik goriilmedi. Sonuglara ait fotograflar Sekil 4.8’de

verildi.
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Sekil 4.8: ura4h x ade5h* wklar1 askus karsilastirmasi (A: wura4h” x ade5h* Kontrol
Gortiniir Isik altinda inceleme, AF: ura4h x ade5h™ Kontrol Floresan Isik altinda inceleme,
B: ura4h x adeSh* 0.5 M CuSO4 Gériiniir Isik altinda inceleme, BF: ura4h x ade5h* 0.5 M
CuSOs Floresan Igik altinda inceleme, C: ura4h x ade5h* 1 mM H,O, Goriiniir Isik altinda
inceleme, CF: ura4h x ade5h* 1 mM H,O; Floresan Isik altinda inceleme).

Tirozin miktarinin ¢aprazlama tlizerindeki etkisinin anlasilmasi i¢cin, SPA besiyerine 50
mg/L olacak sekilde tirozin eklendi. Bu besiyerinde ¢aprazlanan 972 h ve 975 h*
rklarina ait sonuglarm fotograflar1 Sekil 4.9°da verildi. Tirozinsiz besiyerinde askus
miktar1 3/200 hiicre iken, tirozinli besiyerinde askus miktar1 11/200 hiicre olarak

belirlendi.
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Sekil 4.9: 972 v ve 975 h* irklarinda tirozinin gaprazlamadaki etkisinin kargilagtirmasi (A:
972 v ve 975 h* Kontrol, B: 972 h” ve 975 h* Tirozinli SPA).
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5. TARTISMA VE SONUC

Dizilenmesi tamamlanmis altinct 6karyotik organizma olan S. pombe (Decottignies ve
dig., 2003), insanda temel hiicresel siirecler ve metabolik yolaklarin anlasilmasinda

onemli rol oynamaktadir (Suter ve dig., 2006).

S. pombe nin en kuvvetli rekombinasyon yetersizligine sebep olan Rec- mutantlari,
yasayabilir sporlar {iretebilir. Bunun sebebi 3 kromozoma sahip olmasidir, bdylece
rekombinasyon eksikligi durumunda bile, diizgiin bir sekilde ayrisarak, %12.5 oraninda
yasayan sporlar iiretebilir (Cromie ve Smith, 2007). S. pombe’nin rekombinant olmayan
(akiazmatik) kromozomlarm Mayoz I’de ayrisabilmelerine olanak saglayan
mekanizmasit (Molnar ve dig., 2001), rekombinasyonu baslatamayan gii¢lii Rec-
mutantlarinin bile ~%10-%25 oraninda canli spor liretebilmesine olanak saglamaktadir

(Young ve dig., 2004).

Recl2 mutantlarinda anormal spor yerlesimi, azalmis spor sayisi, anormal spor bigimi
gibi gelisimsel kusurlar siklikla gozlenir. Bu tiir fenotiplerin, Mayoz II’de gerceklesen
bir hatadan dolayr meydana geldigi belirtilmistir. S. pombe spor olusumu, Mayoz
II’deki ig iplikleri kutup cisimcigi “’spindle pole body’” ile kontrol altinda tutulur
(Shariff ve dig., 2002).

Rekombinasyon ile baglantili baz1 S. pombe genleri mutasyona ugradiklarinda (reci3
ve recl7-rec21) mayotik rekombinasyon frekanslarinda azalma gozlenir (DeVeaux et
al. 1992). Yaban tip ile karsilastirildiginda (%88), recl0-155 ¢aprazlamalarinda
sporlarin yasama oranlarmin azalmadigi (%89) ancak recl0-175 caprazlamalarinda
belirgin bir diisiisiin  oldugu (%24.5) belirlenmistir. Recl2 allelleri ile yapilan
calismalarda, recl2-152 ve recl2-171 c¢aprazlamalarinda, recl0-175’e kiyasla (%17.5
ve %15.5) azalmalar gozlenmistir. Rec10-175 ve recl2-171 ikili mutantinda ise bu oran

%9’a kadar inmistir (Mallela ve dig., 2011).

Bakir (Cu*?) metali, hayati dnem tasiyan ve birgok biyolojik siiregte gorev alan

enzimlerin ayrilmaz bir pargasidir. Normalde proteinlere baglanan bakir, hidroksil
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radikallerini katalize etmek i¢in serbest halde de bulunabilir. Yapilan in vivo ve in vitro
caligmalar, bakirin oksidatif zarar vermeye sebep oldugunu ve 6nemli hiicresel olaylar1
etkiledigini gostermistir (Gaetke ve Chow, 2003). Yiiksek konsantrasyonlarda
uygulandiginda, lipidlerin, proteinlerin ve DNA’nin oksidatif zarar gérmesine sebep

olur ve norodejeneratif hastaliklara yol agar (Gaetke ve Chow, 2003).

1 Mm’dan az veya esit konsantrasyonda bakir iceren besiyerlerinde kiiltiire edilmis
Saccharomyces cerevisiae hiicreleri, bakir stresi uygulanmamis besi ortamlarina ekilmis
hiicrelere kiyasla, daha aktif bir plazma membram sergilemistir. En fazla spesifik
aktivite 0.5 mM CuSOzs’te gbzlenmistir. 1.5 Mm’dan fazla konsantrasyon seviyelerinde,
ATPaz aktivitesi gozlenmemistir (Fernandes ve dig., 1998). S. cerevisiae ile
karsilastirildiginda, birgcok genin homologunun tanimlanmis olmasina ragmen, S. pombe
bakir metabolizmas1 daha az bilinmektedir. Bu genler, yiiksek affinite gosteren hiicre
icin bakir alimmda gorev alirlar, genin iirlinleri plazma membraninda bulunur. Ctr6
“vacuolar membran transporter’” olarak islev gormektedir (Rustici ve dig., 2007). S.
pombe’de yiiksek bakir stresine karsi sliperoksit dismutaz bakir saperonunu kodlayan
Ccslp geni (Laliberte ve dig., 2004) ve fitokelatin sentaz (PCS) geni belirlenmistir.
(Rustici ve dig., 2007).

Orta ve yiiksek seviyelerdeki bakir konsantrasyonlarinda, S. pombe genel gen anlatimi
cevabi, S. cerevisiae’ye kiyasla ¢ok daha az degisim gosterir. Fisyon mayasi, daha az
konsantrasyonlarda uygulanan bakir stresine karsi, S. cerevisiae’ye kiyasla ¢ok daha
erken cevap verir (2 umol/l versus 8 umol/l) (Rustici ve dig., 2007). S. pombe 'de bakir
alimi, bakir ve bakira bagimli proteinlerin islevlerini siirdiirebilmesi i¢in gereklidir. Bu
yiizden, bakir eksikligi durumunda, mayoz bolinmedeki degisimler ve bakir

transporterlerinin anlatim profilleri incelenmektedir (Beaudoin ve dig., 2013).

Yabani ik S. pombe hiicreleri ile yapilan deneyler sonucunda, hiicrelerin hidrojen
peroksite karsi diger stres faktorlerine nazaran (Menadion, 1-kloro-2.4-dinitrobenzen
vb. ) daha dayanikli oldugu goézlenmistir. Bunun sebebinin, hidrojen peroksit
molekiillerinin katalaz enzimi tarafindan etkili bir bigimde ayristirilmast oldugu
belirtilmektedir (Mutoh ve dig., 2005). Lee ve digerlerinin 2005 yilinda yaptigi

calismada, S. pombe hiicreleri logaritmik fazda iken, ¢esitli konsantrasyonlarda H>O; ile
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muamele edilmistir. 10 mM’a kadar olan konsantrasyonlarda, hiicrelerin hayatta kalma
oranlar1 etkilenmemistir. 1 saat uygulanmis, 40 mM'a kadar olan H>0»
konsantrasyonlarinda ise hiicrelerin %10 u hayatta kalmistir. S. pombe nin H,O,’ye
kars1 olan direncinin, lipid peroksidasyon eksikligi ile ve icerdigi yiiksek seviyelerdeki

antioksidan enzimler ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir.

Chen ve digerlerinin 2007 yilinda yaptig1 ¢alismada ise, diisiik (0.07 mM), orta (0.5
mM) ve yiiksek (6 mM) seviyelerde uygulanan 3 farkli H>O» dozunda, fisyon mayasinin
doza baglh cevaplar1 arastirilmistir ve H2O2’nin gen anlatimini1 yeniden diizenledigi
belirlenmigstir. Yiiksek doza maruz birakilan hiicrelerde yaklasik 3000 genin anlatiminin
degistigi belirtilmistir. Her {i¢ dozda da anlatim1 degisen yaklasik 150 gen
belirlenmistir. Orta ve yiiksek doz uygulanan hiicrelerdeki gen anlatimi cevaplar1 hemen
hemen ayni kalmis ancak transkripsiyon seviyesinin en ¢ok artis gosterdigi doz, orta
dereceli olarak bildirilmistir. Bunun sebebinin, yiliksek doza maruz kalmis hiicrelerin
fazla zarara ugramasi dolayisiyla, hiicresel diizenleme mekanizmalarinin hasar
gbérmesidir. Hiicrelerin 6liim orani, yliksek dozda %67 iken, orta doz i¢in %22 olarak
belirtilmistir. H>O» ile muamele edilmis hiicrelerde siiperoksit radikali olusumunda artis
belirlenmistir ve bunun sonucunda, H»O: tarafindan baglatilan zararm, siiperoksit
radikalinin olusumuyla beraber daha da fazla zarara neden oldugu belirtilmistir (Perrone

ve dig., 2008).

Bu calismada, gesitli S. pombe wklar1 Gutz ve ark.(1974)’nin ve Leupold (1970) 'un
onerdigi sekilde iiretildi ve Tablo 3.9°da belirtildigi sekilde stres kosullar1 uygulandi.
Random Spor Analizi yontemi Forsburg ve Rhind’in 2006 yilindaki makalesinden
alinip, uyarlanarak uygulandi. 21 giinliik bekleme siiresinin ardindan, zengin ve segici
besi ortamlarma ekilen hiicreler, 30°C'de inkiibe edildikten sonra rekombinasyon
frekanslar1 hesaplandi. 0.5 M CuSOg4 stresine maruz birakilan hiicrelerin en az
rekombinasyon frekansma sahip oldugu gozlendi. Chen ve digerlerinin 2007 yilinda
yaptig1 ¢aligmada orta-diisiik seviye kabul edilen 1 mM H>O; stresine maruz birakilmis
hiicrelerin, 0.5 M CuSOs stresine kiyasla daha fazla rekombinasyon frekansina sahip
oldugu belirlendi. Mallela ve digerlerinin 2011 yilinda Rec/2 mutantlar: ile yaptiklari
calismalarda, recl/2 mutantlarinin ¢aprazlanmasi sonucu olusan sporlarin yasama

oraninin azalmasi, recl2 geninin rekombinasyon iizerindeki etkisini gostermektedir.
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RT-PCR’da yapilan rolatif mRNA seviyelerinin karsilagtrmali analizi sonucunda,
rekombinasyon frekansi ile orantili bir bigimde, rec/2 geninin anlatiminin azaldigi

belirlendi.

Floresan mikroskobunda yapilan ¢aligmalar sonucunda, 0.5 M CuSOs stresi uygulanmis
ura4h’ x adeSh™ askuslarinmn bazilarinda (%1) sekil farkliliklar1 gozlendi (Sekil 4.7).
Shariff ve digerlerinin 2002 yilinda yiriittiigii ¢alismalarda, Rec/2 mutantlarinda
anormal spor yerlesimi, azalmis spor sayisi, anormal spor bigimi gibi gelisimsel

kusurlarin siklikla goriildiigii belirtilmistir.

Sonu¢ olarak, rec/2 geninin gen anlatimmin ve homolog rekombinasyonun,

uyguladigimiz stres kosullarinda degistigi belirlenmistir.

Adaptasyon gerektiren sartlarin, yani bir anlamda stresin, canlilar {izerinde nasil etkili
oldugu ve canlilarin bu kosullara nasil bir tepki olusturdugu birgok agidan ele alinan bir
arastirma konusudur. Canlilarin dogal yasam ortamlarinda, meydana gelen degisimlere
kars1 hiicresel boyutta bir yanit olusup olusmadigi cevap aranilan konular arasindadir.
Se¢mis oldugumuz stres faktorleri maya dahil birgok organizma grubunda farkli agidan
arastirilmistir ve bu c¢alismada da hiicresel cevabin molekiiler diizeydeki etkileri

aydmlatmasina yonelik ¢calismalar yapilmistir.
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