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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

Schizosaccharomyces pombe’de FAP1 PROTEINININ APOPTOZDAKI
ETKIiSININ ARASTIRILMASI

irem KARAN

Istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitist

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Danmisman : Prof. Dr. Bedia PALABIYIK

Endoplazmik retikulum (ER) 0©karyot hicrelerde yer alan, proteinin sentezlenmesi,
tasinmasinin yanisira kalsiyum depolanmasi ve lipitlerin sentezinde de 6nemli bir rol oynayan
organeldir. ER ¢esitli etkenlerden kaynakl strese maruz kaldigi durumlarda homeostazi bozulur
ve yanlis katlanmis ya da katlanmamis olan proteinler hiicre icerisinde birikmeye baglar. Bu
duruma ER stresi ad1 verilmektedir. Hiicreler ER stresi durumunda, homeostazinin tekrardan
eski durumuna donebilmesi amaciyla ilk olarak bu yanlis katlanma ya da katlanamama sonucu
olarak UPR (ing., “Unfolded Protein Response™) olarak adlandirilan yolak meydana getirir.
Olusan bu UPR yolag1 insanda ve mayada farlilik gostermektedir. Irel (inositol gerekli enzim
1), ATF6 (aktive edici transkripsiyon faktorl 6), PERK (protein kinaz RNA benzeri ER kinaz),
insanda bulunan bagimsiz 3 yolaktir. Mayalarda ise bunlardan sadece korunmus bir sekilde Irel
(inositol gerekli enzim 1) fazla miktarda yer almaktadir. UPR yolagi ¢esitli sebeplerle olusan
yanlis katlanmig veya katlanmamis proteinlerin birikimini indirgeyebilmek icin protein yikim
mekanizmasint ¢aligtirir. Ayrica ER stresini azaltabilmek ic¢in aktif hale gelen UPR yolag:

proteinlerin dogru bir sekilde katlanabilmesini saglar. Hiicre gereginden fazla siddette ya da

Xiv



stirede strese maruz kaldiginda homoeostazin saglanabilmesi miimkiin olmaz. Bunun sonucuna
bagl olarak otofaji ve apoptoz gibi programlanmis hiicre oliimleri UPR yolag: tarafindan
tetiklenir. ER stresinin tetikledigi apoptozda molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi igin
yapilan c¢alismalarda S. pombe biiyiikk 6nem tasimaktadir. Bu calismada, S. pombe’de
tunikamisin ile tetiklenen ER stresine karsi gelistirilen hiicresel yanitlardan biri olan apoptoz
stirecinde Fapl proteininin rolii ve hiicresel stres yanit yolaklar1 arastirilmistir. S. pombe fapl
geni kuvvetli bir nmt1 promotori ve 3’ klonlama bolgesinde GFP marker geni igeren pSGP572
plazmidinde klonlanlandi ve rekombinant plazmid (pSGP: fapl, IK02) S. pombe parental ve
fapl delesyonlu irklara transfer edilerek rekombinant wklar olusturuldu. Transformantlarin
hiicre i¢1 yerlesimi konfokal mikroskopta izlenerek ve iireme grafikleri ¢ikarilarak klonlamanin
basarili oldugu gorildii. Bu wrklarin tunikamisinin IC50 dozuna hiicre farki olmadan yanit
verdigi goriilse de proteozomal aktivitenin ve ROT un Fap1 proteininin hiicre i¢inde varligina
bagli oldugunu diisiindiirdii. Buna karsin, membran potansiyeli ve apoptoz iizerindeki etkide

Fapl proteininin 6nemli olmadig: belirlendi.
Agustos 2024, 84 sayfa.

Anahtar kelimeler: ER Stresi, tunikamisin, S. pombe, fapl
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Endoplasmic reticulum (ER) is an organelle located in eukaryotic cells that plays an important
role in protein synthesis and transport, as well as calcium storage and lipid synthesis. When the
ER is exposed to stress due to various factors, homeostasis is disrupted and misfolded or
unfolded proteins begin to accumulate within the cell. This situation is called ER stress. In case
of ER stress, cells first create a pathway called UPR as a result of this misfolding or failure to
fold, in order to restore homeostasis. This UPR pathway differs in humans and yeast. Irel
(inositol required enzyme 1), ATF6 (activating transcription factor 6), PERK (protein kinase
RNA-like ER kinase) are 3 independent pathways found in humans. In yeast, only Irel (inositol
essential enzyme 1) is present in large amounts in a conserved form. The UPR pathway activates
the protein degradation mechanism to reduce the accumulation of misfolded or unfolded
proteins that occur for various reasons. In addition, the UPR pathway, which is activated to
reduce ER stress, ensures that proteins can be folded correctly. When the cell is exposed to

stress of greater intensity or duration than necessary, it is not possible to maintain homoeostasis.
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As aresult, programmed cell deaths such as autophagy and apoptosis are triggered by the UPR
pathway. S. pombe is of great importance in studies carried out to elucidate the molecular
mechanisms in apoptosis triggered by ER stress. In this study, the role of Fapl protein and
cellular stress response pathways in the process of apoptosis, which is one of the cellular
responses developed against ER stress triggered by tunicamycin in S. pombe, were investigated.
The S. pombe fap1 gene was cloned in the pSGP572 plasmid containing a strong nmt1 promoter
and the GFP marker gene in the 3' cloning region, and the recombinant plasmid (pSGP: fap1,
IKO2) was transferred to S. pombe parental and fapl deletion strains to create recombinant
strains. The intracellular localization of the transformants was monitored under a confocal
microscope and the reproduction graphs were obtained to show that the cloning was successful.
Although it was observed that these strains responded to the 1C50 dose of tunicamycin without
any cell differences, it was thought that proteasomal activity and ROS depend on the presence
of Fapl protein in the cell. On the other hand, it was determined that Fapl protein was not

important in the effect on membrane potential and apoptosis.
August 2024, 84 pages

Anahtar kelimeler: ER Stress, tunicamycin, S. pombe, fapl
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1. GIRIS

Bir hiicrenin 61me karari, olduk¢a karmasik biyolojik siireclerle kontrol edilir. Bu siire¢lerdeki
herhangi bir bozukluk neoplazma veya ndrodejenerasyon dahil birgcok kompleks hastaligin
patogenezine katkida bulunur. 1997°de maya apoptozunun kesfinden bu yana (Madoe ve dig.,
1997), cok Oonemli memeli apoptotik proteinlerinin ¢oklu maya ortologlar1 tanimlanmas,
mitokondriyal ve epigenetik olarak diizenlenmis hiicre 6liim yollarinin ana hatlar1 ¢izilmistir.
UV radyasyonu, reaktif oksijen tiirleri, hipoksi, protein mutasyonlari, lipit homeostazisi,
genlerin silinmesi ve besin aclig1 gibi bir¢ok eksojen ve endojen faktor, yanhs katlanmis
proteinlerin birikmesine neden olarak ER stresine neden olabilir. Endoplazmik retikulum stresi,
katlanmamus proteinlerin artan seviyeleri lizerine meydana gelir ve katlanmamais protein tepkisi
(UPR) ve ER ile iligkili protein bozulmast ERAD (ing., “Endoplasmic Reticulum Associated
Protein Degradation”) gibi hiicresel tepkilerin aktivasyonuyla sonuglanir. Toplu olarak ER
stresi olarak adlandirilan gesitli gevresel ve fizyolojik kosullar, ER'de katlanmamis proteinlerin
birikmesine neden olabilir. ER stresi, katlanmamis protein tepkisi (UPR) sinyal
yollarm tetikler ( Walter ve Ron, 2011 ). Bir hiicrenin salgiladigi veya yiizeyinde sergiledigi
proteinlerin biiyiik cogunlugu ilk olarak endoplazmik retikuluma (ER) girer ve orada katlanip
birlesir. Yalnizca uygun sekilde bir araya getirilmis proteinler ER'den hiicre yiizeyine ilerler.
Protein katlanmasinin dogrulugunu belirlemek i¢in hiicreler, ihtiyaca goére ER'deki protein
katlama kapasitesini dlizenler. Son gelismeler, mekanik karmasikliklara ve UPR'nin ¢ok sayida
hastaliktaki roliine 151k tutuyor. EK olarak, ER stresinin 6karyotik hiicrelerde hiicre bélinmesini
inhibe ettigi, hiicre dongiisiinii G1 evresinde durdurdugu ve hiicreyi apoptoza yonlendirdigi
bildirilmistir. Bu baglamda, ER stresinin tetikledigi apoptozda molekiiler mekanizmalarin
aydmlatilmasinda S.pombe’deki ¢alismalarin 6nemi biiyiiktiir. S. pombe SPBC354.15 (fapl)
geni L-pipekolat oksidaz, (“L-pipecolate oxidase”) enzimini sifreler. Pipekolat enziminin
memeli hiicrelerinde H2O: stresine karsi koruma sagladigi bilinmektedir. Aragtirma grubumuz
tarafindan yapilan bir ¢alismada, tunikamisin ile tetiklenen ER stresinde S. pombe fapl

delesyonlu rkta apoptozun arttig1 tespit edilmistir.
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2. GENEL BILGILER

2.1 SCHIZOSACCHAROMYCES POMBE

Genellikle "fisyon mayasi" olarak bilinen Schizosaccharomyces pombe, bir ascomycete
mayasidir. Ascomycetes, Mantarlar aleminin bir iiyesidir. S. pombe, “Pombe” isimli Dogu
Afrika birasindan 1893 yilinda izole edilerek kesfedilmistir. S. pombe ayrica, meyvelerden ve
bakterilerle karisik fermantasyon yoluyla iiretilen bir ¢ay iiriinii olan kombucha'dan ve rom ve
tekila gibi damitilmig alkollii igkilerin iiretiminde kullanilan pekmezden de elde edilmistir
( Gomes ve dig., 2002 ). Pombe, Swahili dilinde "bira" (veya en azindan bira benzeri fermente
icecek) anlamina gelir. Leupold, 1950’li yillarin baslarinda S. pombe’nin genetigi iizerinde ilk

kez caligmalara baslamustir. (Gutz ,1974).
2.1.1. Model organizma olarak S. pombe

Saccharomyces cerevisiae ve S. pombe, tek hicreli bir 6karyot olarak, 1950'lerde ve 1960'larda
enterik bakteri Escherichia coli'yi (onu enfekte eden bakteriyofajlarla birlikte) molekiler
biyoloji icin 6nde gelen model organizma haline getiren Ozelliklerin ¢oguna sahiptirler.
Okaryotlar olarak bu mayalar, DNA replikasyonu, hiicre iskeleti organizasyonu, organel
biyogenezi veya translasyon, transkripsiyon gibi mayadan insanlara kadar korunabilen fakat
bakterilerde yer almayan mekanizmalar1 arastirmak amaciyla kullanilabilmektedir. Bu
mayalardaki molekiiler genetik ¢alismalar1 li¢ ek 6zellikten yararlanmaktadir. Bunlardan ilki,
laboratuvar suslarinin haploid (bir takim kromozomla) veya diploid (iki takim kromozomla)
olmasidir. Haploidler 6zellikle istenen fenotipi lireten mutant alellerin taranmasinda yarar
saglar. Bir genin ¢ogu fonksiyon azalmasi veya kaybi1 ya da mutant aleli nedeniyle yabani tip
alele karsi resesif 6zellik gostereceginden dolayi, bunlarin bir diploid susta tespit edilebilmesi
zordur ancak bir haploidde kolaylikla goriilebilir. Daha sonra diploid maya suslarinin
olusturulmasi, mutant bir alelin yabani tip bir alele kars1 baskin m1 yoksa resesif mi oldugunun
degerlendirilmesine olanak saglar. Maya diploidlerinden ayni1 zamanda bir genetik taramada
tanimlanan genlerin sayisini belirlemek ve resesif mutant alelleri tamamlama gruplarina
yerlestirmek i¢in de yararlanilabilmektedir. Mayalar oldukca aktif homolog rekombinasyon

mekanizmalarna sahiptir.

Genetik mesafedeki 1 cM (mayotik rekombinasyonun bir 6l¢iisii), insanlarda yaklasik 1 milyon

baz ¢iftine (bp) karsilik gelir ( Kong ve dig., 2004 ), S. pombe'de bu ~6250 b¢ ‘ye esdegerdir
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(Fowler ve dig., 2014). Fisyon mayasinda homolog dizilerinin yeniden birlestirme yetenegi,
yabanci veya baska sekilde degistirilmis DNA parcalarinin maya genomunda hedeflenen bir
bolgeye dogrudan eklenmesiyle yeni alel kombinasyonlari tagiyan suslar olusturmalarina
olanak saglar. Bu 6zellikleriyle S. pombe, biyolojisi birgok agidan diger dkaryotlarinkine gore
iyi korunmus olan, genetik olarak esnek organizmadir. S.cerevisiae ve S.pombe mayalarmin her
ikisi de askomige mayalar1 ve tek hiicreli okaryotlar olmalarina ragmen, S. pombe ve S.
cerevisiae birbirlerinden 350-400 milyon y1l 6nce evrimsel olarak ayrilmiglardir o (Sipiczki,
2000; Wood ve dig., 2002). Bu iki maya arasindaki evrimsel mesafe, maya ve memeliler
arasindaki evrimsel mesafeyle ayni oldugundan, S. pombe ve S. cerevisiae birbirlerine,
insanlara olduklar1 kadar yakin degillerdir. Ikincisi, protein ve DNA dizisi verilerine gore S.
pombe, S. cerevisiae'den daha "bazal bir grubu temsil eder ve mantarlar ile metazoanlar
arasimdaki boliinmeden sonra daha ortak atalara ait 6zellikleri korur (Hoffman ve dig., 2015).
Bunun tersine, S. cerevisiae, S. pombe'den daha hizli evrimlesmistir ve S. pombe ile karmasik
Okaryotlar arasinda korunan 300'den fazla genini ve ¢esitli biyolojik siire¢lerini kaybetmistir

(Aravind ve dig., 2000; Wood, 2006).
2.1.2. S.pombe Yasam Dongiisii

Fisyon mayast S. pombe ¢ubuk seklinde tek hiicreli bir okaryottur. 25°-36°C'de minimum
ve/veya zengin ortamda 2-4 saat arasinda degisen siireyle bolunebilir. S. pombe yasam
dongustnde haploid ve diploid evrelere S. pombe'yi hiicre dongiisii ¢alismalar1 igin gii¢li bir
model haline getiren 6nemli bir yasam 06zelligi, bliylime polaritesi ve simetrik bdliinme
modelidir. S. pombe, ug¢ uzamasiyla biiyiir ve medial fisyonla boliiniirken hiicre ¢ap1 nispeten

degismeden kalir.

Bilylime polaritesi, hiicre boyutu, Ozellikle hiicre uzunlugu Olgiilerek hiicre dongiisii
asamalarmin uygun ve hassas bir sekilde takip edilmesine olanak tanir ve bdylece hiicre

dongiisii ilerlemesindeki kontroliin ayrintili analizine izin verir.

S. pombe'de yapilan benzersiz ve en taninmis kesifler, evrim boyunca tiim dkaryotlar i¢in temel
olan hiicre donglisii diizenlemesinin molekiiler mekanizmalarmin anlagilmasiyla ilgilidir
(Hoffman ve dig., 2015; Fantes ve Hoffman, 2016). Fisyon mayasmin genetik manipiilasyona
uygunlugu, hiicre biyolojisinin ¢esitli temel ve yeni dogmalarini ortaya ¢ikarmak i¢in klasik
genetik yaklasimlarda yaygmn ve basarili bir sekilde kullanilmasina olanak saglamistir

(Forsburg, 2003; Tang ve Edwalds-Gilbert, 2016). Molekiiler genetige dayali arastirmalardaki
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izlenebilirligi, gen fonksiyonunun arastirilmasinda giiclii bir arag olarak etkinligini daha da
artrmaktadir. Gen fonksiyonunu arastrmak igin yaygmn olarak kullanilan molekiiler
yaklagimlardan biri, ilgilenilen genin vektor aracili ekspresyonudur. Plazmid vektorii pREP1,
tiaminle baskilanabilen bir fisyon maya promotorii olan nmtl'i kullanir. Nmtl, tiaminin
uzaklagtirilmasinin ardindan baskinin kaldirilmasi {izerine ekspresyon seviyesinde yaklasik 80
kat artig gosteren ¢ok giiglii bir promotordiir (Maundrell, 1997). Fisyon maya hicrelerine
donistiiriildiiglinde, ilgili zayiflatilmis promoterleri tasiyan pREP1, pREP41 ve pREPSI
vektorleri, sirastyla nmtl, nmt41 ve nmt81 promoterinin kontrolii altinda ilgili genler igin bir
dizi indlklenebilir ekspresyon seviyesine izin verir. Promotor giiciindeki farkliliklara bagl
olarak gen ekspresyon diizeylerini degistirebilme yetene§i ve istege bagl olarak baskiy1
azaltmak i¢in tiaminin ¢ikarilmasi yoluyla gen ekspresyonunu kosullu olarak kontrol etmenin
kolayligi, fisyon maya hiicrelerindeki genlerin fonksiyonunu arastirmak icin ¢ok faydahdir.
Ornek olarak, ilgilenilen bir genin dogal ekspresyonu diisiik oldugunda ve S. pombe
hiicrelerinde tespit edilmesi zor oldugunda, ekspresyonu artirmak i¢in ektopik bir ekspresyon
sistemi kullanilir. Bu 06zellikle ilgilenilen gen tarafindan kodlanan proteinin hiicresel
lokalizasyonunu belirlemek veya protein aktivitesine yonelik potansiyel translasyon sonrasi
modifikasyonlar1 incelemek i¢in gereklidir. S. pombe genomik dizilemesindeki ilerlemelere
dayanarak, S. pombe'nin homolog rekombinasyonun yiiksek hassasiyetine yonelik dogustan
gelen yetenegi ile birlestiginde, belirli genomik bolgelerde tek gen kopyalar1 olarak stabil bir
sekilde entegre olabilen yeni ektopik vektorler tasarlanmustir (Vjestica ve dig., 2020). Bu
entegrasyon vektorleri, ilgilenilen bir geni veya bir etiketi barindiran bir kaseti ve bu
isaretleyicinin genomik lokusuna homolog dizilerle ¢evrili spesifik seg¢ilebilir bir isaretleyiciyi
(urad®, ade6*, his5" veya lys3*) icerir. Bu vektorlerle uygun kasetlerin kullanildigi basit alt
klonlama, ek se¢im isaretleyicilerinin uygun sekilde yerlestirilmesini ve farkli genler veya
floresan etiketlerle degistirilmesini kolaylastirdigindan bunlarin ¢ok yonliiliigiinii artirir
(Vjestica ve dig., 2020). Fisyon mayasi S. pombe, hiicre dongiisti organizasyonu ve telomerleri,
sentromerleri ve replikasyonun kokenini igeren gen ve kromozom yapilari ile intronlarin
yaygmlig1 gibi ¢esitli hiicresel siirecleri korudugundan dolayr olduk¢a 6nemli bir arastirma
modelidir (Kim ve dig., 2010; Hayles ve Nurse, 2016). Hiicre donglsu diuzenlemesi ve DNA
hasar1 kontrol noktasi ve onarim mekanizmalar1 ¢alismalar1 tizerindeki 6zel etkisine ek olarak,
Okaryotik bir model organizma olarak S. pombe, epigenetik gen susturma ve 6n mRNA isleme

yoluyla gen ekspresyon kontroll ile ilgili kromozom dinamikleri de dahil olmak (zere S.



cerevisiae'de evrim yoluyla kaybolan biyolojik siireglerin arastirilmasi igin avantajlar sunar

(Wood ve dig., 2002; White ve Allshire, 2008; Hayles ve Nurse, 2016).
2.2. MAYADA ENDOPLAZMIK RETIKULUM YAPISI VE ISLEVI

Endoplazmik retikulum (ER), karakteristik bir boru seklinde yapis1 bulunan hayati bir membran
organelidir (Sekil 2.1). ER islevleri; protein sentezi, katlanma, translokasyon, kalsiyum
homeostazisi ve lipit biyosentezinden olugmaktadir. ER, protein kalite kontroliinde ve hiicresel

aktivitelerin desteklenmesinde oldukga 6nemli bir role sahiptir.

Graniillii ER Graniilsiiz ER

Sekil 2.1: ER Yapisi.

Okaryotik hiicrede yer alan zara bagli en biiyiik organel ERdir ( Friedman ve Voeltz, 2011 ; Hu
ve dig., 2011 ). Periferik ER ve niikleer zarf’tan olusur; birbirine bagli tabakalar ve tiibiillerden
olusan tek bir ag olup, mayada kortikal ER olarak adlandirilan plazma zarmm yakininda
bulunur. Cift eksenli elektron tomografisi ve transmisyon elektron mikroskobundan
yararlanilarak yapilan bir ¢aliymada tomurcuklanarak iireyen mayaya ait ER goriintiilenmis ve
bunun boru seklindeki ER (tubER), plazma membraniyla iligkili ER (pmaER), ve merkezi
sarni¢ ER (cecER) olacak sekilde 3 farkli ana alana boliinebilecigini goriilmiistiir (West ve
dig., 2011).
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2.1.1. Endoplazmik Retikulum Stresi

Fizyolojik veya patolojik uyaranlara bagli olarak ER homeostazisinin bozulmasi; yanlis
katlanmig  veya  katlanmamis  proteinlerin  birikmesine yol agar ve bu
durum endoplazmik retikulum stresini (ERS) dogurarak katlanmamis protein tepkisini (UPR)
tetikler. UPR, hiicrenin ER stresiyle basa ¢ikma mekanizmasidir. UPR, hiicrenin ERS'yi idare
etme ve protein isleme yoluyla ER homeostazisini yeniden saglama kapasitesini artirir ve
boylece hiicrenin hayatta kalmasmi tesvik eden uyarlanabilir bir yanit olarak gorev
alir. Bununla birlikte, uzun stireli ERS, UPR'nin adaptif kapasitesini asar ve ¢esitli yollardan
hicre o6limind tetikleyen terminal UPR aktivasyonuna neden olur. Normal hiicresel
homeostazin korunmasinda, ER liimeni icindeki molekiiler saperonlar, yeni sentezlenen
proteinlerin uygun islevsellik i¢in dogru ii¢ boyutlu konformasyonlarma ulasmalarina yardimci

olur. Dis uyaranlar ERS'yi tetikleyerek UPR'yi etkinlestirebilir.

UPR aktivasyonu, stres sinyallerini ER'den ¢ekirdege ileterek ilgili genlerin diizenlenmesine
yol acar. Sonugta bu siire¢c ER homeostazisini yeniden saglar ve protein sentezini azaltarak,
uygun protein katlanmasini kolaylastirarak ve yanlis katlanmig ve katlanmamis proteinlerin
bozunmasini hizlandirarak hiicrenin yagsam dongiisiiniin devam etmesine olanak tanir. ERS
sirasinda stresli uyaranlarin siirekli tiretilmesi hiicre 6limiyle sonucglanabilir. ER, enzim la
(IRE1a) gerektiren inositol, protein kinaz benzeri endoplazmik retikulum kinaz (PERK), aktive
edici transkripsiyon faktort 6 (ATF6) olmak Uzere 3 transmembran protein reseptoru igerir.
Fizyolojik kosullar altinda bu proteinler, molekiiler saperon immiinoglobulin agir zincir
baglayici proteine (BiP) veya glikozla diizenlenen protein 78'e (GRP78) baglanmalar1 yoluyla
inhibe edilir (An ve dig., 2024). UPR aktivasyonu iizerine, molekiiler saperonlarm bu
reseptorlerden ayrigsmasi meydana gelir ve sonugta ilgili genlerin ekspresyonunu diizenleyen ii¢

protein aracilt sinyal yolunu baslatir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2: UPR'nin ana sinyal yollari.

2.2. ER STRESINE BAGLI GELiSEN HUCRE OLUMU
2.2.1. Otofaji

Otofaji, hasarli organelleri ve protein agregatlarini ortadan kaldirmak igin hayati dnem tasiyan
molekiiler bir olgudur ve hiicresel homeostazin korunmasinda 6nemli bir rol oynar ve
otofagozomlarin olusumu ve bunlarin lizozomlarla miiteakip etkilesimi ile karakterize edilir.
Otofajinin altinda yatan mekanizma ii¢ asamadan meydana gelmektedir:
1. Golgi, mitokondri, plazma zar1 ve ER'den tiiretilen fagozomal zarlarm olusumu
2. Otofagozomlarin iiretimi
3. Otolizozomlar1 olusturmak i¢in otofagozomlar ve lizozomlar arasindaki fiizyon.
Calismalar, se¢ici olmayan makrootofajiye 6zellikle vurgu yaparak ERS ile otofaji arasinda
giiclii bir iliski oldugunu gostermistir. ERS tespit edildiginde UPR araciligiyla hiicresel
otofaji baslatilir ve ER i¢indeki asir1 protein birikiminin ortadan kaldirilmasi amaglanir. Bu
nedenle otofaji, ER ile iliskili bozunmayla birlikte fazla proteinin ER'den uzaklastiriimasi
igin alternatif bir yol gérevi goriir. Ozellikle, bazi ERS indiikleyicileri eszamanli olarak

otofajiyi uyarir (An ve dig., 2024).

Spesifik molekiiler mekanizmalar biiyiik 6l¢iide kesfedilmemis kalmasina ragmen, iic UPR

sensorundn, IREL a (ing., “Inositol-requiring transmembrane kinase/endoribonuclease 1a”),



PERK (ing., “The Protein Kinase R-like ER Kinase”) ve ATF6 (ing, “Activating Transcription
factor 6”) 'nin, ilgili yollar aracilig1yla otofajiyi diizenledigi bulunmustur (Sekil 2.3). Ozellikle,
ERS'nin otofajiyi baglatma veya engellemede ikili bir rolii olabilir ve bozulmus otofajik akigin
da ERS ile iligkilendirildigi gorilmiistir(An ve dig., 2024). Hem ERS hem de otofaji, hiicre

kaderinin 6nemli belirleyicileridir ve sik1 diizenleme gerektirir (An ve dig., 2024).

ER Lumen IRE1a PERK ATF& Cog IPBR  SERCA1
)

Cytoplasm “

1 :

Autophagy

Sekil 2.3: UPR aracili otofaji ve kismi mekanizmalar.

ERS, IRElo, PERK, ATF6 ve Ca®' araciligiyla otofajiye aracihik edebilir. ERS
etkinlestirildiginde, IREla, TRAF2/JNK/Beclinl'in sinyal yolu yoluyla otofajiyi destekler;
PERK, ATF4 sinyal yolu boyunca asag1 yondeki ATG12/CHOP'u aktive ederek otofajiyi
indiikler; ATF6, asag1 akis CHOP ile aktiflestirilen otofajisini etkinlestirir; Ca®" CaMKII
yoluyla otofajiye katilabilir. Ayrica FAM134B, lipitlenmis LC3'e baglanarak otofajiye neden

olabilir.

Canli organizmalar besin ag¢ligi, farklilagsma veya gelisme gibi radikal ¢evresel degisikliklere
maruz kaldiklarinda otofaji hizla tetiklenir ve i¢ hiicre bilesenleri yeniden diizenlenir. Ubikitin-
proteazom sisteminin aksine, otofaji 6ncelikle bir¢ok hiicre i¢i proteinin segici olmayan ve toplu
bozunmasina aracilik eder. Tomurcuklanan Saccharomyces cerevisiae mayasinda, otofaji esas

olarak nitrojen veya karbon aghgiyla tetiklenir, ardindan endojen proteinler ve organeller



otofagozom ad1 verilen izole edilmis zarlar i¢ine alinir. Otofagozomun dis zar1 daha sonra
vakuol ile birleserek otofagozom igeriginin, yani otofajik cisimlerin salinmasina ve vakuolde
parc¢alanmasina izin verir. Genetik teknikler kullanilarak, otofajik yolda eksik olan mutantlar S.
cerevisiae'de izole edilmistir (Tsukada ve Ohsumi, 1993; Tucker ve dig., 2003). Otofaji
stirecinde yer alan molekiiler mekanizmalar ayrintili genetik analize tabi tutulmus ve S.
cerevisiae'de otofaji igin gerekli olan yaklagik 30 otofaji ile iliskili ( ATG ) gen tanimlanmustir
(Nakatogawa ve dig., 2009). Bu ATG genlerinin driinlerinin analizleri, biyokimyasal
aktiviteleri yeni konjugasyon sistemlerini, membran protein komplekslerini ve otofajiyi
diizenleyen 6nemli faktorleri temsil ettiklerini diisiindiiren yeni protein komplekslerini ortaya
cikarmustir (Ichimura ve dig., 2000), (Kamada ve dig., 2000). ATG gen Urlnlerinin gogu ayni
zamanda yerlesik hidrolaz aminopeptidaz I ve a-mannosidazi besin agisindan zengin biiyltime
kosullar1 altinda vakuole tasiyan sitoplazmadan vakuole hedefleme (Cvt) yolunda da gorev alir
(Klionsky ve Ohsumi, 1999) . Otofaji ile yakin bir genetik iliskiyi paylasmanin yani sira, Cvt
vezikiil olusumu da benzer membran dinamikleri yoluyla meydana gelir. Diger genetik
yaklagimlar ayrica , blyidme icin kullanilan karbon kaynagindaki bir degisikligin neden oldugu
fazla peroksizomlarm segici bozunmasi olan peksofajinin yani1 sira otofajide de yer alan
genleri tanimlamustir . Pichia pastoris'te Atg25, Atg26, Atg28 ve Atg30 dahil olmak uUzere
cesitli proteinler peroksizomlarin se¢ici bozunmasinda tanimlanmigstir ancak Cvt yolunda veya
makrootofajide tanimlanmamistir. Son zamanlarda secgici organel bozunmasindan sorumlu
diger Atg proteinleri rapor edilmistir. Islevsel olmayan mitokondri ayn1 zamanda segici
otofajinin (mitofaji) hedefleridir ve mitokondriye lokalize olan Atg32 ve Atg33'in mitofajiye
dahil oldugu bilinmektedir. Bu son calismalar, aglik sirasinda toplu bozulmaya ek olarak

etkileyici bir otofajik fonksiyon gesitliligini ortaya ¢ikardi (Tucker ve dig., 2003).
2.2.2. Apoptoz

Programlanmis bir hiicre 6liimii siireci olan apoptoz, hiicre biiziilmesi, organel ve kromatin
yogunlasmas: ve apoptotik vezikiillerin olusumu ile karakterize edilir. Ozellikle apoptoz,
saglam hiicre zarlar1 ile ve ikincil bir inflamatuar yanit olmadan meydana gelir. Yasam
aktivitesini sirdirmek icin ¢ok Onemli bir stre¢ olarak hizmet eder ve iki ana yolla
tetiklenebilir: hiicre dis1 6liim ligandi-reseptor yolu ve hucre ici yol. ERS'nin apoptoz icin ek
bir duzenleyici yol oldugu gosterilmistir (An ve dig., 2024). Hucrelerdeki ERS Uzerine, ER

transmembran protein reseptorleri aktive olur ve sonucunda apoptoz meydana gelir (Sekil 2.4).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014579309010837#bib11
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014579309010837#bib14
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014579309010837#bib14
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014579309010837#bib13
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014579309010837#bib13
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ER Lumen IREfa

Apoptosis

Sekil 2.4: UPR aracili apoptoz ve kismi mekanizmalar.

IREla, ERS ve apoptozun baglanmasinda 6nemli bir rol oynar. IRE1 o yolunun diizenlenmesi,
apoptoza aracilik eden Apoptoz sinyalini diizenleyen kinaz fosforilasyonunu tesvik eder ve
JNK veya p38 mitojenle aktiflestirilen protein kinazin aktivasyonu yoluyla oksidatif stresi

indukler.

ER, Ca?" konsantrasyonu homeostazisinin ve protein biyosentezinin korunmasinda énemli bir
rol oynar. ER'den Ca?* salmimui esas olarak IP3R'ler tarafindan diizenlenir ve ERS, hiicre ici
Ca?* salmimmi tesvik ederek apoptoza yol acar. ER Ca?* salimimmin ve mitokondriyal
Ca?* aliminin IP3R aracili diizenlenmesi, Ca®* transferini kolaylastirir, ardindan mitokondriden
sitokrom C saliimini tetikler. Salinan sitokrom C, apoptotik cisimcikler olusturarak kaspaz-9
aracilt apoptozu baslatir. Kronik ERS, ER biitiinliigliniin bozulmasina yol agarak sonugcta
apoptoz ve kardiyovaskiiler fonksiyon bozukluguna neden olur. ERS'min aracilik ettigi

apoptotik ve inflamatuar sinyal yollari, kardiyovaskiiler hastalikta 6nemli roller oynar (An ve
dig., 2024).
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2.3. TUNIKAMISIN

Dogal olarak olusan bir antibiyotik olan tunikamisin (TM), 6karyot hiicrelerde proteinlerdeki
N-bagli glikanlarin biyosentezindeki ilk adimi inhibe ederek yanlig katlanmis proteine neden
olup hucrelerde ER stresini indikleyen bir glikosilasyon inhibitériddr. Streptomyces
lysosuperificus tarafindan iiretilen ve glukozamin igeren Tunikamisin, gram pozitif bakteriler
de dahil olmak (izere, maya ve mantarlar gibi mikroorganizma tiirlerine karsi bir etkinlige
sahiptir. Daha Onceki arastirmalarda, TM’nin maya, bakteri gibi bitki ve hayvanlarda N-
glikoprotein sentezini engelledigini ortaya konmustur. TM, amino gubuna bagli bir yag asidi,
N-asetilglukozamin, 11-karbon aminodialdoz ve urasil barindirin homolog antibiyotiklerin bir
karisimidir (Sekil 2.5). TM, birbirlerinden farkli 10 homologa sahiptir. Bunun sebebi
icerigindeki yag asidi karbon zincirlerinin farkl uzunlukta olmasidir. Glikoprotein sentezinin
ilk adiminda TM, UDP-N-asetilglukozamin yapisindan dolikol fosfota N-asetilglukozamin-1-
fosfatin gegisini inhibe eder bu sayede protein ve karbonhidrat arasindaki N-glikozidik
baglanmaya engel olur. Bununla birlikte N-glikoproteinlerin 6nciisii olan lipid bagh
oligosakkaritlerin sentezinin ilk adiminda N-glukozaminin, poliizoprenoit lipid dolikol fosfota

gegisini indirger (Nami ve dig., 2016).

TM, N-asetilglukozamin-1-fosfatin, dolikol fosfata ge¢isinin hizlandirilmasinda gérev alan
GTP (GIcNAc fosfotransferaz) enzimine etki eder boylece dolikol fosfatin N-asetilglukozamin-
1-fosfata baglanmasi engellenmis olur. TM, yeni sentezlenmis proteinlerin glikozilasyonunda
N-bagli proteinlerin sentezlenmesini durdurur ve ER liimeninde katlanmamis veya katlanmas1
yanlis olan proteinlerin birikmesine, yeni sentezlenmis proteinlerin glikozilasyonunun
bozulmasina sebebiyet verir ve bundan kaynakli ER stresi ortaya ¢ikar. TM, bir N-glikozilasyon
inhibitor olarak bilinir ve memeli hiicrelerinde UPR’nin aktivasyonuna sebep olur. Hucrelere
Tunikamisin uygulanmasina bagli olarak, glikoproteinlerin birikmesinden kaynakli ER stresi
meydana gelir ve Katlanmamus Protein Yanit1 (Ing., “Unfolded Protein Response”, UPR) ad1
verilen sistem aktive olur. Protein sentezini etkilemeden protein glikozilasyonunu tamamen
inhibe edebilme 6zelligi tagir. Bundan dolay1 ER stresinin farmakolojik indikleyicisi olarak

hem biyolojik hem de in vivo ¢alismalarda oldukga sik kullanilmaktadir (Nami ve dig., 2016).
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Sekil 2.5: Tunikamisin'in Kimyasal Yapisi.

2.4. FAP1 GENI VE L-PiPECOLATE OXiDASE

Fruktozil-amino asit oksidaz (FAOD), fruktozil-amino asidin oksidatif deglisasyonunu katalize
ederek reajksiyon sonucu amino asit, glukozon ve H2O.'yi verir. Fruktozil Amino asitler,
diyabetin klinik indikatdrii olarak yararli olan glikolize proteinlerin model bilesikleridir. Ayrica
FAOD'larin Aspergillus, Fusarium ve Penicillium cinsleri gibi filamentli mantarlarda yaygin
olarak bulunmasmnin yani swra baska FAOD tiplerinin mantarlarda da dagildig1 da
gorulmektedir. Corynebacterium 2-4-1 susu ve Agrobacterium tumefaciens'in prokaryotlar
arasinda FAOD fireticileri oldugu bilinmektedir, ancak bugiine kadar mayalarda FAOD'lar
hakkinda ¢ok az rapor bulunmaktadir. Son zamanlarda, Schizosaccharomyces pombe'nin
tamamen sekanslanmis genomunda varsayillan FAOD geni olan fapl’in yer aldigi
dogrulanmistir. FAOD'un C-terminal bdlgesinin, ¢esitli bakteri ve memelilerdeki sarkozin
oksidazlarin (SOXs; EC 1.5.3.1) aktif bolgesine ¢arpici bir benzerlik gosterdigi goriilmiistiir.
Filogenetik analizlere gore, Fapl'in amino asit dizilerinin, SOX'lar ve L-pipekolik asit
oksidazdan (POX) ziyade FAOD'larinkine benzer oldugu goriilmiistiir. Fapl'in molekiler
agirhigy, jel filtrasyonu ile sirasiyla yaklasik 98 kDa olarak hesaplandi; bu da Fapl'in dimerik
bir protein oldugunu ortaya koymustur. Fapl, 380 ve 454 nm’de iki maksimum absorpsiyona
sahip olan flavoproteinlerin tipik absorpsiyon spektrumlarini gostermektedir. Fapl, L-
pipekolat1 (20,7 birim/mg) ve L-prolini (L-pipekolata yonelik aktivitenin %6,7'si)
oksitleyebilmektedir (Sekil 2.6).
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L-pipecolate 0, H- H,0, L-1-piperideine-6-carboxylate

0
Hy H + H

" o + O_O = H + H/O\O/H + & o

Sekil 2.6: L-Pipecolate reaksiyon.
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3.MALZEME VE YONTEM

Bu yiiksek lisans tezi kapsaminda S. pombe fap 14 ve ED666 irklarina, pPSGP572 vektoriinde
Klonlanmis fapl geninin transformasyonu gergeklestirildi. Transformasyon sonrasi elde
edilen rekombinant hiicrelere farkli konsantrasyonlarda tunikamisin uygulanarak tetiklenen
ER stresinde fapl geninin sifreledigi L-pipekolat oksidaz enziminin UPR surecindeki

roliiniin aydnlatilmasi hedeflenmistir.
3.1. ORGANIZMALAR, GEN VE PLAZMIiDLER

Calismada kullanilan S. pombe fapld ve ED666 wklar1 Bioneer Firmasindan alinan ve
Istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii, Maya
Biyoteknolojisi Laboratuvarinda muhafaza edilen kiiltiir koleksiyonundan temin edildi.
Adenin, urasil ve 16sin oksotrofu olan EDD666 (Haploid/h + /ade6-M210, ura4-D18, leul-
32) irk1 ¢alismada kontrol organizma (yabani tip) olarak kullanildi. Schizosaccharomyces
pombe Linder str. liquifaciens maya tiriiniin ¢esitli irklar1 ile g¢alisma siiresince
olusturulacak rekombinant plazmidlerin ¢ogaltilmasi amaciyla Escherischia coli DH5a

wrklar1 kullanilmistir.
Calismada kullanilan E.coli ve S.pombe irklar1 Tablo 3.1 ’de gosterilmistir.

Tablo 3.1: Calismada kullanilan E.coli ve S.pombe irklarmin 6zellikleri.

Irklar Genotipleri
S. pombe EDG666 Parental ik, ade6-M210 ura4-D18 leul-32
S. pombe 972 Yabani tip
S. pombe SPBC354.154/fapIA SPBC354.15: KanMX4
E. coli DH3a. dlacZ Delta M15 Delta(lacZY A-argF) U169
recAl endAl hsdR17(rK-mK") supE44 thi-1
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3.2. ORGANIZMALARIN URETIMI VE SAKLANMASI
3.2.1. S. pombe Irklarinin Uretimi ve Saklanmasi

S. pombe irklarinin kontroli ve Gretilmesinde kullanilan besiyerlerine ait igerikler Tablo 3.2°de

gosterilmistir.

Tablo 3.2: S. pombe’nin kontroliinde ve tretilmesinde kullanilan besi ortamlari.

Besiveri Icerigi Miktari
5gL
Yeast Extract
Glukoz 30 g/L
Zenginlestirilmis Maya Ade 75 mg/L
Oziitlii Besi Ortami Histidin 150 mg/L
(YES) iy
Ldsin 150 mg/L
Lizin 150 meg/L
Urasil 150 mg/L
Agar ’ 20 g/L

S. pombe suslarinin biydtilmesinde kullanilan bilesenler ve muhteviyati Tablo3.3’te

sunulmustur.
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Tablo 3.3: S. pombe suslarmin biiyiitilmesinde kullanilan bilesenler ve muhteviyati.

Stok Soliisyon Adi Icerik Konsantrasyon
Magnezyum Kloriir 026 M
Hekzahidrat (MgCl.6HO)
- . 5 mM
20X Tuz Stogu Kalsiyum Kloriir Dihidrat
(CaClz. 2H20)
Potasyum kloriir (KCI) 0,67M
Sodyum Siilfat (NaxS04) 4.1 mM
Borik Asit (H:BOs) 332 mM
Magnezyum Stilfat (MzS04) 13.9mM
Ginko Stlfat Heptahidrat 74 mM
(ZnS04.THO) Demir (TIT)
. = Kloriir Hekzahidrat
10000x Mineral Stogu (FeCls 6H0)
Molibdik asit (MoO:-H0) 0,32 mM
Potasyum Ivodir (KT} 6.02 mM
Balar (IT) Siilfat Pentahidrat 1.6 mM
(CuS04.5H:0)
Sitrik Asit (CaH:0-) 47.6 mM
Potasyum hidrojen fitalat 3el
(CeH:KQy)
Discodium phosphate(Na:HPOx) 22g1
Edinburgh Minimal Medium
(EMMI) )
Amonyum Kloriir (NH4CI) 5el
50X Tuz Stok Soliisvonu 20mL/L
10000x Mineral Stok Soliisvonu 0.1 mL/L.

S. pombe fap 14 wkinmn -80°C’de %30 gliserolde muhafaza edilen stoklarindan alinarak sirasiyla
YEA besi ortamina ekimi gerceklestirildi. Iki giin sonrasinda elde edilen kolonilerden azaltma
ekim yapilarak tek koloni elde edilmesi saglandi. Azaltma ekimi sonrasi birer koloni secilerek
egri YEA besi ortamina ekilip 30°C’de 2 giin liremesi saglandi. Hem parental ED666 hem de
fap14 mutantinin oksotrofluk bakimindan genotip kontrolii i¢in segcici MMA besi ortamina
(MMA+Ura, MMA+A, MMA+Leu, MMA+Ade+Leu, MMA+Ade+Ura, MMA+
UratLeu+Ade), (MMA+UratLeu) ekildi ve 30°C’de 2 giin inkiibe edildikten sonra iireme
durumlar1 goz Oniine alinarak istenilen genotipi tasidigi dogrulanan kolonilerin egri

MMA+Leu+Ura+Ade’ye ekimi yapilarak 2 giinliik kiiltiirler elde edilerek 4°C’de saklamaya
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alindi. “Minimal Medium Agar (MMA)” Besiyeri igerigi Tablo 3.4’te gosterilmistir. Tiim besi
ortamlar1 otoklavda 121°C’de ve 1.2 atmosfer basing altinda 15 dk sterilizasyona birakildi. Kati
besi ortamlar1 sterilizasyon islemi sonrasinda tek kullanimlik steril petrilere dokiilerek
hazirlandi. Segici besi ortami igin gerekli metabolitler olan Ura, Leu ve Ade 10 mg/mL olacak
sekilde hazirlandi ve 121°C’da ve 1.2 atmosfer basing altinda 15 dk steril edildi. S. pombe fap 14
suslarmin genotiplerinin dogrulanmasinda yaralanilan selektif besi ortamina sterilizasyondan
sonra final konsantrasyonlar1 50 mg/L olacak sekilde ilgili metabolitler (lizin, urasil, guanin,

adenin ,16sin) eklendi. Tiim besiyerleri +4°C’de muhafaza edildi.

Tablo 3.4: Minimal Medium Agar (MMA)” Besiyer i¢in kullanilan bilesenler.

MMA(1L)
Stok A2 100 ml/L.
Stok 3a Iml/L
Stok3b 1 ml'L
Glukoz 10g/L
Na2HPO4.12H20 1g/L
Agar 20g/L
Stok Al
HiBO4 500 mg
CuS04.5H20 40 mg
KI 100 mg
CuS04.5H20 200 mg
MnS04.4H0 530 mg
NazMoOQ4.2H20 195 mg
ZnS04.TH20 400 mg
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Tablo 3.4 (devam):

Stok 3b
Biotin 10 mg/L
%50 Etanol 1L
Stok 3a
Kalsiyum pentotenat 1g/L
Nikotinik asit 10 g/L
Mezoinositol 10g/L
Stok A2
KH:PO: 10 g/L
MgS04.7TH20 5g/L
NaCl 1lg/L
CaCl2.6H20 1,59/L
(NH4)2804 50 g/L
Stok Al 10ml/L

3.2.2. E. coli DH5¢ Susunun Uretimi ve Saklanmasi

Escherichia coli DH5o. susunun Uretimi Luria Bertani (LB) besi ortaminda, plazmit tasiyan
E.coli DH5a: susunun Uretimi ise ampisilin iceren LB besi ortaminda yapildi (Tablo 3.5). LB
besi ortam (pH’1 7.2) dir. Plazmit iceren E. coli DH5a suslarmin Gretimi i¢in ampisilin

antibiyotigi, son konsantrasyon 50 mg/L olacak sekilde LB besi ortamina katild1.

Tablo 3.5: LB besi ortami muhteviyati.

LB(200 ml)

Tripton 2g

Maya ekstresi lg

NaCl 2g
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3.3 GENETIK ANALIZLER
3.3.1. S. pombe’den Genomik DNA izolasyonu

S. pombe 972 yabani irkindan genomik DNA izolasyonu i¢in éncelikle YEL besi ortaminda bir
gece uretilen (30°C, 180 rpm) S. pombe 972 hiicreleri, 7000 rpm’de 10dk santrifiij edilerek
coktlraldu. Santrifiij sonrasinda siipernatant atildi ve pellet 230 pul DNA Lizis Buffer ile
stispanse edilerek baska bir eppendorfa aktarildi. Eppendorfun 1/3 kadarlik kismina kadar cam
boncuk konularak tizerine 200 pl fenil: kloroform: izoamilalkol (25:24:1) eklendi. Tupler, en
yiiksek hizda 5 tekrarli olacak sekilde 3 dk vortekslenerek cam boncuklarin hiicre ¢eperini
parcalamasi saglandi. Cam boncuklar1 uzaklastirabilmek amaciyla tiipler 16000g’de 5 dk
santrifijlendi ve siipernatant baska bir tiipe aktarildi DNA’nin ¢dkmesi igin siipernatant
uzerine 600 pl %100 soguk etanol eklenerek -20°C’de 30 dk bekletildi. Etanoli
uzaklastirabilmek i¢in hiicreler 15 dk 16000g’de santrifj edildi. Santrifiij sonrasinda
stipernatant atildi ve ¢oken DNA’lar tiipiin agz1 agik bir sekilde 30dk kurutuldu. Pellet 200 pl
dH20 ile suspanse edildi ve 5 ul RNAz ilavesi sonrast 37°C’de 10 dk bekletildi. 10 dk sonunda
8 ul 5M NacCl, 430 pl %100 soguk etanol eklenerck -20°C ‘de 30dk bekletildi. Hiicreler
16000g’de 15 dk santrifiij edildi ve stipernatant atilarak pellet 30 dk kurumaya birakildi. 30dk
sonunda pellet 40 pl dH20 ile stspanse edildi. Elde edilen DNA &rneginin ve pSGP572
plazmidinin safsizlik ve miktar kontrolleri spektrofotometrede (“Nanodrop 8000, Thermo
Scientific) 260 ve 280 nm dalga boyunda &lgiilerek yapildi. Oncelikle 1 pL ddH20 “blank”
olarak cihaza okutuldu ve 6rneklerden 1 pul almip miktar ve safsizlik degerleri Olculdi. Elde
edilen DNA o6rneginin kontroli %1’lik agaroz jelde yiUrUtme yapilarak saglandi. Gerekli
miktarda agaroz ve 1X TAE karistirilip mikrodalga firmninda 2 dk ¢ozdiirildi. Jelin bir miktar
sogumasindan sonra son konsantrasyon 0.5 pg/mL olacak sekilde etidyum bromiir (10 mg/mL)
ilave edildi ve yatay elektroforez kasetine dokilup 15-20 dk boyunca jelin polimerlesmesi
saglandi. Daha sonra i¢inde 1X TAE tamponu bulunan elektroforez tankina yerlestirilip, her bir
ornekten 3 pL alinarak, 2 pL 6X yiikleme tamponu ile karistirilip jele yiiklendi. Bant
boyutlarinin anlasilabilmesi i¢in GeneRulerTM 1 kb boyutlu standart DNA (“Marker DNA”,
Fermentas) kullanildi. Agaroz jele yiiklenen DNA 6rnekleri 80 V’da 45 dk yiiriitiildii ve 302
nm dalga boyunda ultraviyole (UV) 1sikta goriintiilendi. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan

cOzeltiler Tablo 3.6’da verilmistir.
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Tablo 3.6: Agaroz jel elektroforezinde kullanilan ¢6zeltiler.

Adi Igerik Miktar
Tris Base 121g
50 X TAE (Tris-Asetat- 0.5 M EDTA (pH 8.0) 50 mL
EDTA Tamponu)
Glasiyel Asetik Asit 28.6 mL
dHz20 420 mL
Etidyum bromr Etidyum Bromr 10 mg
dH20 1mL

3.3.2. S.pombe’de fapl Geninin PZR ile ¢ogaltilmasi

S.pombe yabani susundan izole edilen genomik DNA’lar kalip olarak kullanilarak S.pombe fapl
genine ait primerler (Primer3 programi) kullanilarak PZR yapildi. Ekspresyon vektorlerinde

klonlanacak genlere 6zgu tasarlanan primerler tablo 3.7 ‘de verilmistir.

Tablo 3.7: Klonlamada kullanilan genlere 6zgii primerler.

Primer Adi Sekans
FaplF Bglll 5 CGAAGATCTATGGTAAAGAATACTAGCGT -3/
FapR_Notl 5'- ATAGTTTAGCGGCCGCaGCTTAGCTCTTGTCGAGAGG -3/

Tablo 3.8: Klonlamada kullanilan reaksiyon bilesenleri ve miktari.

Reaksiyon Bilesenleri Miktar
dH0 11,2 uL

5X Tampon 4uL
DMSO 0,6 uL

2 Mm dNTP 2L
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Tablo 3.8 (devam):

Primer (F) (10 pmol/uL) 0,5 ulL
Primer (R) (10 pmol/pL) 0,5 uL

DNA (100 ng/uL) 1 uL
DNA Polimeraz (5 U/uL) 0,2 uL

Reaksiyonda kalip olarak S. pombe 972h™ genomik DNA’s1 ve “Thermo Scientific Phusion
High-Fidelity DNA Polymerase” enzimi kullanildi. PZR, Tablo 3.9’da verilen kosullar altinda
PZR cihazi (Bio-RAD T100 Thermal Cycler) ile gerceklestirildi.

Tablo 3.9: PZR Kosullar.

Reaksiyon Basamag Sicaklik (°C) Stire Dongii Sayist
Pre-Denatiirasyon 98 3sn 1
Denatiirasyon 98 10s
Baglanma 58 30s 33
Uzama 72 1dk
Son Uzama 72 5dk 1

PZR sonrasinda iiriinler %1°lik agaroz jelde tekrar kontrol edildi. Ornekler 90 Volt, 120mA’da
60 dk yiirtitiildii ve UV 1s1kta 302 nm’de bantlar goriintiilendi.

3.4. REKOMBINANT VEKTOR ELDESI
3.4.1. pSGP572 Vektoriiniin izolasyonu

Calismada kullanilan pSGP572 plazmidi istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Bolimii, Maya Biyoteknolojisi Laboratuvari plazmit koleksiyonundan
temin edildi. pPSGP572 vektoriinu igeren E. coli sus stoklar1 50 mg/L ampisilin iceren kat1 LB
besiyerinden 5 mL LB siv1 besi ortamma ekim yapildi. Siv1 kiiltiir 37°C’de 150 g’de 16 saat
boyunca dretildi. 16 saatlik inkiibasyon sonrasinda 500 pL 6rnek alinarak %30 oranindaki
gliserol iceren tlplerde karistirildiktan sonra -80°C’de saklandi. izolasyon igin yararlanilan

tamponlar Tablo 3.10’da gosterilmistir.
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Tablo 3.10: Plazmit izolasyonunda kullanilan tamponlar.

Soliisyonlar Icerikleri

0.05 M Glukoz
0.025 M Trns-HC1
0.0l MEDTA

Soliisyon I (Pargalama Tamponu)

Soliisyon II (Alkali-SDS Tamponu) 0.2M NaOH
%1 SDS

60 mL 5 M KoAC

Soliigyon III (3M Potasyum Asetat
11.5 mL Glacial Asetik Asit

Tamponu) (100 mL)

Vektor izolasyonunda oncelikle, 5SmL E. coli kiiltiirii +4 °C’de 4000 rpm’de 10 dk. santrifiij]
edilerek hiicreler ¢oktiiriildii ve siipernatant miimkiin oldugunca uzaklastirildi. Pellet (izerine
100 puL soguk soliisyon I eklenerek hiicreler siispanse edilip 1,5 mL’lik mikrosantrifiij tiiplerine
aktarild1 ve buza yerlestirildi. Hiicre Gizerine RNaz A stok solisyonundan (10 mg/ml) 4 uL
eklenerek pipetaj yardimiyla siispanse edildi. Ardindan tiiplere 200 uL. Solisyon 11 ilave
edilerek 4-5 kez alt tist edilip buzda 5 dk inkiibasyona birakildi. 5 dk’lik inkiibasyon sonrasinda
tiiplere 150 pL Soliisyon III eklenerek alt {ist edildi ve buzda 10 dk inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasinda hiicreler 5 dakika maksimum hizda santrifij edildi. Sonrasinda
slipernatant bagka bir mikrosantrifiij tiipline aktarilarak tekrardan maksimum hizda 5 dk
santrifiij edildi ve slipernatant tiiplere aktarildi. Siipernatant {izerine 400 pL izopropanol eklendi
ve 5-10 sn. vortekslendikten sonra 2 dk. oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrasinda hiicreler oda sicakliginda maksimum hizda 5 dk. santrifiij edildi ve siipernatant
atilarak pellet 15 dk. kurumaya birakildi. 15 dk sonunda pellet {izerine soguk 1ml %80 etanol
eklenerek oda sicakliginda 2 dk maksimum hizda santrifiij edildi ve siipernatant atilarak DNA
pelleti 30dk oda sicakliginda kurumaya birakilir. Ardindan pellet 30 pL steril distile su ile
suspanse edildi. Izolasyon sonras1 pSGP572 plazmid DNA 6rneginin  miktar1

spektrofotometrede dlclldi
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3.4.2 pSGP572 Vektorunun Restriksiyon Endonukleazlarla Kesimi ve Jelden Geri
Kazanilmasi

Plazmid yapisinin diiz bir yapiya gelebilmesi ve fapl geni ile ligasyonunun saglanabilmesi igin
Bglll ve Notl restriksiyon endoniikleazlariyla enzimlerin prospektiisiinde onerilen kosullarda

kesim yapild1 ve %]1’lik agaroz jelde beklenen boyut ve kalite dogrulandiktan sonra agaroz
jelden saflastirildi.

Calismada kullanilan pSGP572 plazmidinin restriksiyon haritasi1 Sekil 3.1’de gosterilmistir.

pSGP572 (9042 bp)

Dralll Nsil,Blpl BfuAl
XemI, BowCL BspML,Sphl,Pstl, Sbfl, Pshal
Bsu36L, PFIFL Tthl1ll BstXI
BsrGI,Nsil
Xeml, BbsI,PFIFL, +4

EcoRV = = PaeRTL
- e 2,T1iL, Khal,+7
AvrII 3 ot Btgl,Ncol, «1
NdeT, Bsu36L
<2
Bsril BspDl, +1
Hpal
BtgZl
BstEI

5all
BspQL TspMI
¥mal
Smal
Pmll
pSGP572
5042 bp Pacl
BsaBI
Swal
BpmT EroS53kl
BsrFL Sac,+1
Bgll Bael
Fspl BseRl
Afel
¥mnI Ajul
Zral Aatll Blpl
Ecol1891
Pfol Hlul
BsrFI NgoMIV,Nael, BtgZI,Dralll,+1

EcoRI
F=pl,Bell, KasI, Narl, 5fol, P1uTI

Sekil 3.1: pSGP572 plazmidinin restriksiyon haritasi.

pSGP572 vektorunin restriksiyon endonikleazlarla kesiminde yararlanilan bilesenler Tablo
3.11°de gosterilmigtir.
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Tablo 3.11: Kesim reaksiyonunda kullanilan bilesenler.

Bilesenler Miktarlar
10X Reaksiyon Tamponu 10 pL
Plazmid vektor(3,8 pg/ pL) 3L
Notl (10U/ pL) 2L
Bglll (10U/ uL) 2 uL
dH20 83 uL

Toplam hacim: 100 mL

Reaksiyon, 0.5 ml’lik tiiplerde kurularak 37°C’de 16 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrast kesim islemi tamamlanarak lineer hale gelen vektdriin kesim reaksiyonu bilesenlerinden
ayristirilabilmesi i¢in jelden geri kazanim yapildi. Bunun i¢in % 8’lik agaroz jele kesim
riinlerinin tamam1 20 L boya ile jele yuklenerek jel 90 V 120 mA’da 60 dk yiiriitiildiikten
sonra transilluminatérde gorintilenerek vektore ait olan ~9300 bg uzunlugundaki bant jelden
kesildi ve kesilen jel 1.5 mL’lik mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. Kesilen jelin miktar1 hassas
terazide olcllerek her 100 mg icin 300 pL Binding Buffer eklendi. Agaroz jelin homojen bir
sekilde ¢oziinebilmesi i¢in 55°C’de 2 dk da bir vortekslenerek 10 dk bekletildi. Jel tamamiyla
¢ozindikten sonra her 100 mg icin 150 pL izopropanol eklendi ve tlp alt st edilerek
bilesenlerin iyice homojen hale gegmesi saglandi. Karigim filtre tiipline aktarildi ve bu filtre
mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi. Tiipler maksimum hizda 1 dk oda sicakliginda santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant atildi ve pellet izerine 700 pL wash buffer eklenerek 5 dk.
oda sicakliginda bekletildi. Tekrardan maksimum hizda 2 dk santrifiij edildi, slipernatant atild1
ve bos filtre tiipii wash buffer’in tamamen uzaklastirilabilmesi i¢in 3 dk daha maksimum hizda
santriftj edildi. Filtre baska bir mikrosantrifiij tiipiine takildi ve 10 dk kadar oda sicakliginda
kurumaya birakildi. 10 dk sonunda membranin tam ortasina gelecek sekilde 30 pL dH.O
eklenerek 15 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi tiipler maksimum hizda 2 dk.

santrifij edildi ve elde edilen iiriinlerin nanodropta miktar ve saflik tayinleri yapildi.
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3.4.3. pSGP572 Vektoru ile fapl Geninin Ligasyonu

Bglll ve Notl enzimleri ile lineer hale getirilerek izole edilen pSGP572 ile PZR Urlnu olan fapl
geninin ligasyonu igin T4 DNA ligaz enzimi kullanildi. Ligasyon islemi enzim prospektiisiine
uygun bir sekilde 0.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerinde 16°C’de 16 saat gerceklestirildi.
Ligasyon iiriinleri daha sonrasinda E. coli DH5a susuna transfer edildi. Reaksiyona ait

bilesenler ve miktarlar1 Tablo 3.12°de gdsterilmistir.

Tablo 3.12: Ligasyon reaksiyon bilesenleri.

Bilesenler Miktarlar
10X T4 DNA Ligaz Buffer 2ul
T4 DNA Ligaz 1uLl
Plazmit (30 ng/ pL) 6 uL
Insert DNA (19ng/ pL) 2ul
dH20 9uL

Toplam hacim: 20 uL
3.4.4. Ligasyon Urunlerinin E. coli DH5a Susuna Transformasyonu
Ligasyon sonrasi elde dilen rekombinant plazmitler E. coli DH5« susuna transfer edildi.

3.4.5. Ligasyon Uriinlerinin Transformasyonu i¢in Yeterli E. coli DH5a Hucrelerinin

Hazirlanmasi

E. coli DH5« susundan tek koloni elde edebilmek amaciyla LB agar besi ortamina azaltma
ekimi yapild1 ve hiicreler 37 °C’de bir gece tretildi. Ureyen tek kolonilerden alina 6rnekler LB
swv1 besi ortamia ekildi ve ODegoo = 0.5 olana kadar 150 devir/dakika 37 °C’de inkiibe edildi.
E. coli susunu yeterli hale getirmek ve transformasyon siiregleri igin CaCls ve isi soku teknikleri
kullanildi (Mandel ve Higa, 1970; Cohen ve dig., 1972; Bergmans ve dig., 1981; Singh ve dig.,
2010). ODego =0.5’¢ ulasan E. coli kiltirinden 1.5 mL steril mikrosantrifiij tiiptine alind1 ve
8000 g, +4 °C’de hiicreler 3 dk ¢oktiiriildii. Ust sivi atild1 ve tiipler steril kurutma kagidinda
ters cevrilerek kurutuldu. Hicre c¢okeltisine 500 pL soguk MgCl> (100 mM) eklenerek
karistirildi ve 10 dk buzda inkube edilen tupler +4 °C 8000 g’de 3 dk santrifiij edildikten sonra
tist s1v1 atildi. Pellet iizerine 500 pL soguk CaClz (100 mM) eklenerek karistirildi ve 30 dk
buzda inkiibe edildikten sonra +4°C’de 3 dk 8000 x g’de santrifiij edildi ve iist siv1 atildi. Pellet
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iizerine 50 pL soguk CaCl, (100 mM) eklenerek karistirildi ve hiicreler zaman kaybetmeden

transformasyon i¢in kullanildi.
3.4.6. Ligasyon Urintiniin Yeterli E. coli DH5a Hiicrelerine Transformasyonu

5 pL’lik ligasyon karisimi 50 pL yeterli E. coli hiicrelerine eklendikten sonra tupler hafifce
karistirilarak 30 dk. buzda bekletildi. 30 dk. sonunda tiiplere 1s1 soku uygulayabilmek i¢in 90
sn 42 °C su banyosu ve 2 dk buzda inkiibe edildi. Bu karisimin iizerine 1 mL LB besi ortami
eklendi ve egik bir sekilde 37 °C’de, 150 devir / dakika 1 saat inkiibasyona birakildi. Ardindan,
bu karigim 5000 g’de 1 dk santrifiij edildikten sonra 400 uL st sivi uzaklastirildi. Geri kalan
600 pL ile pellet suspanse edildikten sonra 150 pL’lik kisimlar halinde ampisilin (100 mg/L)
iceren LB kat1 besi ortamina yayma ekimi yapildi ve 16 saat 37 °C’de inkiibasyona birakildu.
Ayni islem pSGP572 plazmidi i¢in de pozitif kontrol olarak gergeklestirildi. Ek olarak, konak
E. coli susunun kontrolii amaciyla bir mikrosantriflj tpdindeki yeterli hiicrelere ligasyon trinu
eklenmeden transformasyon siire uygulandi. Ayni1 zamanda, yeterli hale getirilen hucrelerin
canliliklarmin kontroli icin ampisilin icermeyen besiyerine de ekimleri gergeklestirildi.
Inkiibasyon sonunda iireyen kolonilerin istenilen uzunluktaki fapl genini iceren rekombinant
plazmiti alip almadiklar1 koloni PZR ile test edildi. Bu slrecte plazmidin promotér ve

terminat6r bolgelerine 6zgl primerler (Tablo 3.7) kullanildi.
3.4.7. Rekombinant Vektor Tasiyan Hiicrelerin Koloni PZR ile Belirlenmesi

Transformasyon sonrasi elde edilen kolonilerin fapl genini iceren rekombinant vektorl icerip
icermedigini belirleyebilmek amaciyla koloni PZR yapildi. Koloni PZR igin petrilerde olusan
15 koloni numaralandirildi ve Tablo 3.13’te verilen kosullarda koloni PZR gerceklestirildi.
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Tablo 3.13: Koloni PZR kosullari.

Bilesenler Miktarlarn

dH:0 11,5 uL.

10X Tampon 2 uL
MeCl12 1.2 uL

2 Mm dNTP 2 uL
Primer (F) 0.5 uL
Primer (R) 0.5 uL

DNA 2uL

DNA Polimeraz (5 U/uL) 0,3 uL

PZR sonrasinda iirtinlerin kontrolii %1°lik agaroz jelde saglandi. Daha 6nce bahsedildigi gibi
hazirlanan agaroz jele 10 uL PZR iiriinleri 2 pL 6X yiikleme boyasiyla karistirilarak yiklendi
ve jel 90 V 120mA’da 60 dk yiiriitiildiikten sonra transilluminatdrde goriintiilenerek fotografi
cekildi. Koloni PZR sonucunda pSGP572 plazmidinin fapl genini tasidigi koloniler dogrulandi
(10 kb). fapl genini tasidig1 gdsterilen bu plazmit iIK02 olarak adlandirildi. Bu sonuca gore
koloniler secilerek 5 ml, ampisilin igeren besiyerine ekilerek 37 °C, 180 rpm’de bir gece
inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonrasinda iireyen hiicrelerden gliserol stok olusturuldu ve

plazmit izolasyonu yapild1.

3.4.8. Rekombinant Vektoriun E. coli Hiicrelerinden izolasyonu ve Restriksiyon Enzimi

ile Kesimi

Koloni PZR ile rekombinant vektor tasidiklar: belirlenen koloniler ampisilin igeren LB sivi
besiyerinde iiretilerek daha onceki boliimde anlatildigi gibi E. coli’den izole edildi ve vektor
miktar1 spektrofotometrede belirlenip restriksiyon enzim kesimi ile istenilen biyiklikteki fapl
genini tasty1p tasimadig1 kontrol edildi. izole edilen plazmitlerin dogrulugunun kontrolii ECoRlI
enzimi ile 37°C ‘de yaklasik 5 saat kesim yapilarak saglandi. Kesim reaksiyonu, bilesenleri
tablo 3.14°te belirtildigi oranlarda karistirilarak gerceklestirildi. Reaksiyon sonrasi sonuglarin

kontrolii agaroz jel elektroforezi ile yapild:.



28

Tablo 3.14: Kesim reaksiyonu bilesenleri.

Reaksiyon Bilegenleri Miktarlar
dH20 16 uL
10 X Buffer 2L
Plazmit DNA"s1 1 uL
EcoRI 1 uL
Plazmit DNA"s1 1 uL

3.4.9. Rekombinant Vektorin Dizi Analizi ile Kontroli

Restriksiyon enzimleri ile kontrol kesimlerinin ardindan pozitif sonug¢ veren rekombinant
vektorlerin dizi analizleri ger¢eklestirildi. fapl geninin ilgili vektore dogru bigimde yerlestigini
gormek ve mutasyon sonucu cergeve kaymasi olmadigimi gostermek igin vektdrdeki nmtl
promotorune ait ileri (F); terminatdr dizisine ait geri (R) primerler kullanilarak (Tablo 3.7),
ilgili vektorler dizilemeye gonderildi. Dizi analizi ile kontrol MedSanTek firmasindan hizmet

alimai ile saglandi.
3.4.10. Vektorun S. pombe Irklarina Transformasyonu

Hem pSGP572 bos plazmiti hem de bu projede elde edilecek 1K02 rekombinant plazmiti, hem
S. pombe ED666 parental irkina hem de fap 14 mutantina elektroporasyon yontemi ile transfer
edildi. Hiicrelerin istenilen vektorii tasiyip tasimadigini kanitlamak amaciyla Transformasyon
isleminin ardindan koloni PZR yapildi ve %]1’lik agaroz jele yiiklenerek bant blyuklikleri
belirlenerek dogrulama yapildi. Elektroporasyon ile transformasyonda ilk olarak S.pombe
parental hiicreleri YEA besiyerinde 30°C’de 2 gece boyunca liretildi. Sonrasinda 20 ml YNB
(Ade, Ura, His, Leu, Lis) iceren erlene 10° hiicre/mL olacak sekilde ekimi yapildi ve 30°C 180
rpm’de gece boyu g¢alkalamali etiivde iiretildi. Ertesi giin hiicre yogunlugu 600 nm’de OD
degeri 0,7’ye ulasan hiicreler +4°C’de 2500 g’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant atild1 ve
pellet 2 kez 5ml dH20 ile yikanip hafifce vortekslendikten sonra tekrar ayni kosullarda
santrifiijlendi ve silipernatant atildi. Pellet {izerine hazirlanan DTT ¢ozeltisinden once 2ml
eklenerek pellet slispanse edildi. Daha sonrasinda kalan DTT ¢ozeltisi de eklenerek 30°C’de
15dk karanlikta inkiibe edildi. 15 dk’nin sonunda +4°C’de 2500 g’de 5 dk santrifiij yapildi ve
stipernatant uzaklastirildi. Pellet 3 kez 2 ml soguk 1 M sorbitol ile yikanip +4°C’de 2500 g’de
5 dk santrifij edilerek stipernatant atildi. Pellet, hiicre yogunlugu 1-5x10° olacak sekilde 50 uL

soguk 1 M sorbitol ile slispanse edildi ve mikrosantrifiij tiipline almarak buza kondu. Hucre
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stispansiyonunun i¢ine 1000 ng olacak sekilde plazmit DNA’s1 eklendi ve 10 dk buzda
inkiibasyona birakildi. Ardindan hiicre ve plazmit DNA siispansiyonu soguk kiivetlere alinarak
1.5 kV, 200 ohm, 25 uF kosullarinda (Biorad, GenePulser Xcell) elektroporasyon
gerceklestirildi. Daha sonrasinda kiivetlere 1 ml soguk 1 M sorbitol eklenerek hiicreler tekrardan
mikrosantrifiij tiiplerine alindi. Maksimum hizda 30 sn kadar santrifiij yapilarak sorbitol
uzaklastirildi. Pellet Gzerine 900 pL ddH2O eklenerek hicreler stspanse edildi ve 150 pL
olacak sekilde EMM (Ade, His, Leu ,Lis) besiyerine ekilerek 30 °C’de 3-6 giin inkiibasyona
birakildi. Elektroporasyonda kullanilan ¢ozeltiler tablo 3.15°te gosterilmistir.

Tablo 3.15: Elektroporasyonda kullanilan soliisyonlar ve miktarlari.

Soliisyonlar Miktar
100 mM DTT Final konsantrasyon:25 mM
1 M Sorbitol Final konsantrasyonu:0,6 mM
100 mM HEPES Final konsantrasyonu:20 mM (PH:7,5)

3.4.11. Rekombinant Transformant Kolonilerin Kontrol Edilmesi

Bu kolonilerin rekombinant plazmidleri alan koloniler olup olmadigimi belirleyebilmek i¢in
koloni PZR yapildi. Bu PZR’de kiirdan yardimiyla kolonilerden hiicre alindi ve 10 uLL dH>O
ile stispanse edilerek kalip olarak kullanildi. Primer olarak, pSGP572 plazmidinin S.pombe’ye

transformasyonuyla olusan kolonilerin kontrol edilmesi i¢in gene 6zgii primerler kullanildi.
3.5. FIZYOLOJIK ANALIZLER
3.5.1. S. pombe Irklarinin Ureme Egrilerinin Olusturulmasi

Bu calismada elde edilen S.pombe transformantlar1 (pSGP572 / ED666, 1K02 / ED666,
pSGP572 [fapiA ve 1K02 / faplA) ve konak S. pombe irklarinin (ED666 ve fapiA) Ureme
egrilerinin ¢ikarilmasi i¢in EMM besi ortaminda 30°C’de, 180 devir / dakika, 2 giin boyunca
hiicrelerin inkiibasyonu saglandi. Daha sonra 1 mL distile su ile slispanse edilerek toplandi. 100
kat seyreltilen hiicrelerin sayimi Malassez Lami (0.0025 mm?2, Superior, Marienfeld)

kullanilarak yapildi. Mililitredeki hiicre sayisi verilen denkleme gore hesaplandi.

Hiicre/mL = Ortalama hiicre sayis1 X Sulandirma faktérii X 10°
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10 mL segici besi ortamt igeren 100 mL’lik erlenlere 10° hiicre/mL olacak sekilde ekim yapild1
ve calkalayict etiivde 180 rpm’de, 30°C’de iiremeye birakildi. Bu inkiibasyon esnasinda,
hiicrelerin tiremesindeki artig 2 saatte bir alinan 6rneklerin spektrometre cihazinda (Biotek
Cytation 5, EIx8080) 600 nm dalga boyundaki optik yogunlugunun (OD) o6lgiilmesiyle
belirlendi. Olgiim verilerine gore her bir 1k i¢in ayr1 iireme egrileri olusturuldu ve deneyler 2
tekrarli olacak sekilde gergeklestirildi. Logaritmik fazda hiicrelerin ka¢ boliinme gegirdigin
ifadesi eden generasyon sayisini hesaplanabilmek i¢in denklem (3.1) ‘den yararlanildi

Generasyon sayisi (n)= (logN 2 -logN 1) /log2. (3.2)
N2 = Logaritmik Ureme sonundaki hiicre sayis1
N1 =Kiiltiirde iiremenin baslangicindaki hiicre sayis1

Logaritmik fazda hiicrelerin iki katina ¢ikmalari i¢in gerekli siire olan generasyon suresinin (St)

hesaplanmasinda ise asagidaki denklemden yararlanildi.

St=(T2-T1)/n (3.2)
T2 =Logaritmik tiremenin bitig zamani

T1 = Logaritmik {iremenin baglama zamani

n =Generasyon sayisi

3.6. ENDOPLAZMIK RETIiKULUM (ER) STRESININ UYGULANMASI

S.pombe 972 h™ rkinda ER stresi tunikamisin ile saglandi. ER stresine maruz kalacak S. pombe
yabani rkmin YEA besi ortaminda 30°C’de 2 gin Uremesi sagland. Taze klttirden 10°
hiicre/mL olacak sekilde alinarak EMM?2 besi ortamina ekim yapildi ve 180 devir/dakika’da
30°C’de c¢alkalamali etiivde inkiibe edildi. Logaritmik fazin ortasina (16. saat) kadar tiretilen
hucre kulturleri deney ve kontrol gruplari olarak ikiye ayrildi. Tunikamisin soliisyonu firmanin
onerdigi sekilde 1mg/ml olacak sekilde DMSO’da ¢ozdiiriilerek hazirlandi. Deney gruplarina
tunikamisin 0 pw/ml, 2,5pg/ml, Spg/ml, 10pg/ml, 20pg/ml dozlarinda uygulandi. Kontrol
gruplarmma ise sadece DMSO uygulamasi yapildi. Hazirlanan kiiltiirler 180 devir/dakika
30°C’da inkiibasyona birakildi ve hiicre canliliginin tespiti icin hiicreler 0, 4, 8, 24, 32 ve 48.
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saatlerde 5 dakika 5000 xg’de santrifiij edilerek ¢oktiiriildii ve taze besi ortamma alnip ayni

santrifiij degerlerinden yararlanilarak yikandi.
3.6.1. ER Stresinin Canlihk Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

ER stresinin canlilik iizerinde olusturdugu etkiyi belirleyebilmek i¢in hazirlanan kontrol ve
deney guruplarina ait hiicrelerden alinan 6rnekler steril besi ortami ile 5 dakika 5000 xg’de
santrifiij edilerek yikandi. Sonrasida dH20 ile 10°, 10%, 10%, 10%, 10*, 10° olacak sekilde
seyreltildi. Bu gruplardan 10 pl alinarak EMM2 besi ortamina spot ekim yapildi. Hiicreler
30°C’de 3-6 giin inkiibasyona birakildi ve inkiibasyon sonrasi deney ve kontrol gruplar1 gorsel

olarak degerlendirildi.
3.7. PROTEIN ANALIZLERI
3.7.1. Hucrelerde Proteozomal Aktivitenin Belirlenmesi

S.pombe transformantlar1 (pSGP272 / ED666, 1K02 / ED666, pSGP272 / fapl4 ve 1K02 /
fapiA) ve konak S. pombe irklar1 (ED666 ve fapi4), YES besiyerinde 30°C, 180 devir/dakika,
bir gece inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 OD 0,2 olacak sekilde kontrol ve deney gruplari
ayrilarak EMM?2 besi ortamina ekim yapilarak 24 saat inkiibasyona birakildi. Protein
izolasyonu i¢in deney ve kontrol gruplar1 10 dk 7000 rpm’de santrifiij edildi ve slipernatant
uzaklastirildi ve pellet tizerine 400 pl parcalama tamponu eklendi. Mikrosantrifiij tiiplerine
yaklasik 0,3 g kadar (0,5 ml ¢izgisine kadar) cam boncuk eklendi ve pargalama tamponuyla
stispanse edilen pellet cam boncuk Uzerine ilave edildi. Her bir tiip i¢in 3 tekrarli olacak sekilde
1 dk dismembrattrde (Sartorius Mikro-Dismembrator S) parcalama islemi yapildi. Pargalama
islemi tamamlandiktan sonra mikrosantrifiij tiiplerinin alt1 1sitilmis igne yardimiyla delinerek
baska bir mikrosantrifiij tiipiine gecirildi ve santrifiij yapilarak siipernatantin diger tiipe gegmesi
saglandi. Maksimum hizda 20 dk santrifiij yapilarak siipernatant bagka bir tiipe aktarildi. Flood
ve ekibinin (2005) S. pombe“lerdeki 20S proteozom aktivitelerinin Olglimiine dayanan
yontemin temelinde, proteozom tarafindan kesilen isaretli substrat stiksinoil-Leu-Leu-ValTyr-
amino-4-metilkumarin (Suc-LLVY-AMC) “den ayrilip serbest kalan amino-4- metilkumarin
(AMO)“in flouresan 6zelligi gostermesi yer almaktadir. Toplam hacmi 100 pL olan assay
tamponu (Tablo 3.6) igerisinde 50 pg/mL protein ile 4 mM proteazom substrat1 Suc-LLVY-
AMC, 37°C“de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan 100 pL etanol eklendikten sonra

0,1 M sodyum borat tamponu (1.6 mL, pH 9.0) ile muamele edilerek kuyucuklu plakalarina
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yiiklendi ve agiga ¢ikan serbest AMC, spektrofluorometre cihazinda 390 nm ve 470 nm“de
Olclldi (Hamad, 2007). Her deney t¢ defa tekrarlanarak kontrol edildi.

Proteozomal aktivitenin belirlenmesinde kullanilan bilesenler Tablo 3.16, Tablo 3.17 ve Tablo

3.18°de gosterilmistir.

Tablo 3.16: Hiicre parcalama tamponu.

Bilesenler Miktar

Tris (50 mM) stok 1M 2,5mL
NaCl (150 mM) stok 1M 7,5mL
Nonidet P40 (%0,5) 0,25 mL
EDTA (5 mM) stok 0,5M 0,5 mL

Toplam hacim: 50 mL

Tablo 3.17: Lowry ¢oOzeltileri (Cozelti A:B:C =100:1: 1).
Cozelti A %2 (w/v) Na2CO3 (suda)

Cozelti B %1 (w/v) CuSO4.5H20 (suda)

Cozelti C %2 (w/v) Na-K tartarat (suda)
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Tablo 3.18: Proteozomal aktivite deney tamponu.

Bilesenler Miktar
50 mM Tris (pH 7.8) 605 mg
30 mg
20 mM KCI
0,5mMDTT 5mg
5 mM MgOAc 105 mg

Toplam hacim:100 mL

3.8. HUCRE iCi OKSIiDASYON DUZEYINDEKI DEGiSiMIN BELIRLENMESI

Hiicre i¢i oksidasyon diizeyindeki degisimin belirlenebilmesi amaciyla 6ncelikle S.pombe
irklart EMM2 (kontrol) ve EMM2 + tunikamisin besiyerlerine ekilerek yaklasik 16 saat
inkiibasyona birakilarak iiremeleri saglandi. Inkiibasyon sonrasinda hiicre sayis1 107 hiicre/ml
olacak sekilde tekrardan EMM besiyerine deney ve kontrol gruplar1 seklinde ekildi ve 16 saat
iiremeye birakildi. Ardindan hiicreler 1ml mikrosantrifiij tiiplerine alindi ve hiicreler 5000
rpm’de 5 dakika santrifiijlendikten sonra slipernatant atildi ve elde edilen pelletin 1ml besi
ortaminda ¢dziinmesi saglandi. Mikrosantrifiij tiiplerinin etrafi aliminyum folyo ile sarilarak
hiicrelerin 1313a maruz kalmasi tamamiyla engellendikten sonra etanolde hazirlanan dikloro-
dihidro floresan diasetal (DHCF-DA) ¢ozeltisinden son derisim 4 ul olacak sekilde (5,2 pl) her
tipe eklendi ve 1 saat 30°C’de calkalayicida inkiibasyona birakildi. 1 saatlik siire sonunda
kontrol gruplar1 10%; deney gruplar1 5x10° kat sulandirilarak EMM besiyerlerine 2’ser tekrarli
olacak sekilde ekildi. Mikrosantrifiij tiiptindeki hiicreler 3500g’de 5 dakika santrifiij edildi ve
stpernatant atilarak pellet dH20 ile yikandiktan sonra tekrar ayni kosullarda santrifiijlendi ve
pellet Gzerine 650 pul PBS eklenerek 3 tekrarli olacak sekilde 96°1ik platelere 200 pl konularak

spektrofluorometrede kinetik okuma yapildi.
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3.9. MiKROSKOBIK INCELEME

S. pombe hicreleri, ¢esitli floresan boyalardan yararlanilarak ER stresinin hiicre Uzerinde
meydana getirdigi etkilerin belirlenebilmesi igin dncelikle konfokal mikroskobunda (Leica TCS
SP8) gorintllendi. S.pombe wklarma ait deney ve kontrol gruplari rodamin ve akridin
turuncusu ile asagida verilen asamalar izlenerek boyandi ve gorsel olarak analizi yapildi.

Rodamin boyama igin Tablo 3.19°da verilen bilesenlerden yararlanilmistir.

Tablo 3.19: Rodamin boyama i¢in kullanilan soliisyonlar.

Bilesen Miktar
Rodamin (5mM) 3,8 mg
Rodamin soliisyonu
Etanol 200 ul icin kullanildt
Sodyum sitrat(%2 glikoz, pH:5) 1mL

S.pombe hiicrelerinin rodamin boyasi ile boyanabilmesi i¢in dncelikle 500 ul 6rnek ¢oktiirildi
ve daha sonrasinda 1 mL sodyum sitrat ile siispanse edildikten sonra 1 pl rodamin boyasindan
konularak 15 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda 5 dk. 5000
rpm’de santrifiij edildi ve siipernatant atilarak pellet 500 ul PBS ile yikandiktan sonra 10 pl

kadar 6rnek almarak mikroskopta goriintiileme yapildi.

Calismada konak hiicre olarak kullanilan ED666 ve fapIA wklarina ait canlilik ve apoptoz
durumunun tespit edilmesi amaciyla ayrica AO/EtBr (Actidine Orange/Ethidium Bromide)
yontemi kullanildi. 11k olarak AO ve EtBr ayr1 ayr1 1 mg/mL konsantrasyonun olacak sekilde
PBS ile ¢ozdiiriildii. Sonrasinda AO konsantrasyonu 60 pL/mL ; EtBr konsantrasyonu ise 100
pL/mL olacak sekilde bir araya getirilerek hacmi PBS ile mL’ye tamamlandi. ED666 ve fap /A
wrklarma ait hiicreler EMM2 besiyerine ekilerek 30 °C, 180 rpm’de bir gece inkiibasyona
birakild1.Inkiibason sonrasi elde edilen taze kiiltiirler 6500 g’de 10 dakika santrifiijle ¢oktiiriildii
ve slipernatant uzaklastirildi ve pellet taze besiyeri ile homojen olacak sekilde siispanse edildi.
Her bir irkin baglangic saatinde OD600 nm degeri 0,2 olacak sekilde EMM2 (kontrol) ve
EMM?2 + tunikamisin besiyerlerine ekimleri yapilarak 30 °C 180 rpm’de 24 saat inkiibasyona
birakldi. Inkiibasyondan sonra hiicreler 6.500 g’de 10 dakika santrifiijle ¢oktiiriildii ve

stipernatant uzaklastirildi. Pellet tizerine 1,5 mL PBS eklenerek homojen olarak siispanse edildi.
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Sonrasinda 5.000 g’de 5 dakika santrifiij ile hiicreler ¢oktiiriildii ve siipernatant uzaklastirildi.
Bu sekilde hiicreler 2 kez PBS ile yikandi. Son yikama islemi sonrasi slipernatant atildi ve 100
uL hicreye (2x10%) 5 uL AO/EtBr eklenerek 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 5.000 g’de 5 dakika santrifiijlenerek siipernatant uzaklastirildi. Sonrasinda
2 kez PBS ile yikama islemi gergeklestirildi. Son yikama isleminden sonra pellet 100 uL PBS
ile homojen olarak silispanse edildi. Sonrasinda orneklerden 10 pL almarak preparatlar
hazirlandi ve Olympus BX53 marka floresan mikroskopta inceleme yapildi. EtBr igin
eksitasyon 510 nm, emisyon 598 nm; acridine orange i¢in 500 nm eksitasyon, 530 nm emisyon
dalga boylar1 kullanildi. Kontrol ve deney grubundaki apoptoza ugramis hiicreler sayilarak

degerlendirme yapildi.
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4. BULGULAR

4.1.S. POMBE IRKLARININ GENOTIPIK KONTROLU
4.1.1. S. pombe Irklarinin Secici Besiyerinde Ureme Ozellikleri

Hem parental ED666 hem de faplA mutantinin oksotrofluk bakimmdan genotip kontrolii
Boliim 3.2.1°de verildigi gibi yapildi. ED666 ve fapl wkinin beklenildigi sekilde yalnizca tim

aminoasitlerin eklendigi besi ortaminda tiredigi gézlemlendi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1: Genotipik kontrol igin selektif besiyerlerine (A: MMA+Adenin+U; B: MMA,; C:
MMA+Adenin; D: MMA+AdenintUrasil+Losin) ekilmis S. pombe EDD666, 972h" ve fapiA
rklarinin iireme profilleri.
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4.1.2. S. pombe Irklarmin PZR ile Genotipik Kontroll

Genotipik kontrolii saglanan fap 4 rkinin genomunda fapl geninin yer almadigini géstermek
amactyla, bu gene 0zgii primerlerle yapilan PZR’nin Sekil 4.2°de verilen sonuglarina gore
ED666 rkinda fapl geninin tam boy (1239 bg) olarak ¢ogaldigi, beklenildigi iizere bu genin
delesyonlu oldugu fap 14 rkinda herhangi bir Grlndn olusmadig1 gozlendi.

Sekil 4.2: Calismada kullanilan faplA wkinin fapl geni bakimindan PZR ile kontrolii. Sol bastan
sirastyla M: NEB 1kb Plus DNA Ladder; 1: ED666 Genomik DNA's1 ;2: fapiA4 genomik DNA's1;3:
Negatif kontrol;4: Negatif kontrol.

4.2 REKOMBINANT PLAZMIDLERIN OLUSTURULMASI
4.2.1. S. pombe’den genomik DNA izolasyonu

Klonlamada kullanilacak olan fapl geninin eldesi icin S. pombe yabani irkindan genomik DNA
izolasyonu yapildi ve agaroz jel elektroforezi ile teyit edildi. Beklenen agir yaygin bantlar Sekil

4.3’te goriilmektedir.
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Sekil 4.3: S.pombe yabani irkindan izole edilen genomik DNA’nin agaroz jel elektroforezi ile kontrolii
(Sol bastan sirastyla M: Thermo Scientific Lambda DNA/Hindlll Marker; 1 ve 2: S. pombe genomik
DNA’s1.

4.2.2 S. pombe fapl Geninin PZR ile Amplifikasyonu ve Restriksiyon Endontikleazlarla

Kesimi

S. pombe yabani rkindan izole edilen genomik DNA’lar kalip olarak kullanildi ve S. pombe
fapl genine 6zgii olan primerler ile PZR gergeklestirildi. PZR sonrasinda iirtinlerin boyutlar1
%1’lik agaroz jel elektroforezi ile dogrulandiktan sonra PZR {iriini saflastrma kiti ile
saflastirild1 ve Bglll ve Notl enzimleri ile kesimi yapilarak tekrar %1°lik agaroz jelde beklenen

boyut ve kalite dogrulandiktan sonra agaroz jelden saflastirma yapildi (Sekil 4.4).

Sekil 4.4: fap1 geninin Bglll ve Notl enzimleriyle kesimi sonrasinda saflastirilmasi (Sol bastan sirasiyla
M: GeneRuler 1 kb DNA Ladder; 1: Saflastirilan kesim {iriinii.
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4.2.3. pSGP572 Plazmidinin izolasyonu, Restriksiyon Endoniikleazlarla Kesimi ve

Jelden Geri Kazanilmasi

Plazmidi lineer hale getirmek ve fapl geni ile ligasyonunu gerceklestirebilmek i¢in Bglll ve
Notl restriksiyon endoniikleazlariyla enzimlerin prospektiisiinde Onerilen kosullarda kesimi
yapildi ve %1°lik agaroz jelde beklenen boyut (~9300 bg) ve kalite dogrulandiktan sonra agaroz
jelden saflastirma yapildi (Sekil 4.5).

Sekil 4.5: pSGP572 plazmidinin BglII ve Notl enzimleriyle kesimi (Sol bastan sirasiyla M: GeneRuler
1 kb DNA Ladder; 1: pSGP572 Bglll + Notl kesim trini).

Bglll + Notl restriksiyon endoniikleazlariyla kesilerek lineer hale getirilen plazmid agaroz jelde
yiriitiillerek ilgili bantin (~9300 bg.) jelden geri kazanim kitiyle saflastirmas: yapildi. Jelden
geri kazanim sonrasinda kazanilan {iriiniin kontrolii Sekil 4.6’da verilen agaroz jel elektroforezi

goriintiisii ile dogruland1.
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9300bg

Sekil 4.6: pSGP572 plazmidinin jelden geri kazanimi sonrasi kontrol edilmesi (Sol bagtan sirasiylal:
pSGP572 jelden geri kazanim iiriinii; M: GeneRuler 1 kb DNA Ladder).

4.2.4. pSGP572 ile fapl Geninin Ligasyonu ve Yeterli E. coli DH5a Hucrelerine

Transformasyonu

Bglll ve Notl enzimleri ile lineer hale getirilerek izole edilen pSGP572 ile daha 6nceden
restriksiyon endoniikleazlarla kesimi gergeklestirilen fapl geninin ligasyonu icin T4 DNA ligaz
enzimi kullanildi. Daha 6nceden Bglll ve Notl restriksiyon endoniukleazlarla kesimi yapilip
agaroz jelde kontrolii saglandiktan sonra jelden geri kazanimi saglanan pSGP572 ve fapl
geninin konsantrasyonlariyla orantili olacak sekilde (fapl: 19,1 ng/pl; pSGP572: 30 ng/ul)
uygun reaksiyon kosullar1 dogrultusunda ligasyon, 3:1 (insert/vektdr) oraninda gerceklestirildi.
Ligasyon iirlinleri daha sonrasinda E. coli DH5a. susuna transfer edildi ve ampisilin iceren LBA
besiyerinde, 37 °C’de, 1 gece inkiibasyona birakildi. Olusan kolonilerin kontroll koloni PZR
yapildi. Burada da Tablo 3.7’ de verilen primerler kullanildi. Sekil 4.7’de goriildiigi gibi fapl
genini tagtyan pSGP572 rekombinant plazmidini yalnizca 1 ve 2 nolu koloniler icermektedir
(Sekil 4.7). fapl genini tasidig1 gosterilen bu plazmidler iIK01 ve IK02 olarak adlandirildi. Bu
sonuca gore 1 ve 2 numaral koloniler segilerek Boliim 3.4.7.’de anlatildigi gibi Uretilen

hiicrelerden gliserol stok olusturuldu ve plazmid izolasyonu yapild1.
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Sekil 4.7: Ligasyon rlnlerinin E. coli DH5 ¢ susuna transformasyonu sonucu olusan kolonilerin koloni
PZR ile kontrolii. (Sol bastan sirastyla M: GeneRuler 1 kb DNA Ladder; 1: 1 numarali koloni; 2: 2
numarali koloni.

Izole edilen plazmidlerin konsantrasyonlar1 nanodrop ile belirlendi (Tablo 4.1). Izole edilen 1.
ve 2. plazmitlerin dogrulugu Bolim 3.4.8.’de agiklandig1 gibi EcoRlI ile kesilerek ikinci bir
kontrol sagland1. Sekil 4.8°de goriildiigii gibi izole edilen IKO1 ve K02 plazmidleri EcoRl

Restriksiyon endonikleaz ile kesim sonucunda beklenen 2 bant tespit edildi (9.3 kb ve 1.2 kb).

Kullamlan 6rneklerin konsantrasyonlar: ve saflik dereceleri ;

1: 2559.3 ng/ ul ; A260/280: 2.01; A260/230: 2.34

2: 1467.4 ng/ pl; A260/280: 1.98; A260/230: 2,37
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Sekil 4.8: pSGP572/fap14 plazmidleri EcoRI restriksiyon endoniikleazi ile kesildikten sonra kontrolii
(Sol bastan sirastyla 2: pSGP572/fapl4 plazmidi (1); 1: pSGP572/fap14 plazmidi; M:GeneRuler 1
kb DNA Ladder).

4.2.5. IK01 ve IK02 Rekombinant Plazmidlerin Sekans Analizi ile Dogrulanmasi

Son olarak bu ¢alismada elde edilen iIKO1 ve K02 plazmidlerinde nmt1promoter-gen-GFP
kasetinin ayn1 okuma gergevesinde oldugunu teyid etmek i¢cin hizmet alimi (MedSanTek) ile
yaptirilan sekans sonuclarma gore 1K02’de istenen kasetin olustugu, 1K01’de ise bir

mutasyonun varligi tespit edildi (Sekil 4.9 ve Sekil 4.10)

Buna gore, ¢alismaya 1K02 ile devam edildi. Sekil 4.11°da IK02’nin plazmidinin Benchling

Programi kullanilarak ¢izilen haritasi verildi.

Tablo 4.1: Dizilemede kullanilan primerler.

Primerlerin Adi Primerin Dizisi Tm (°C)
nmiel ileri Primeri ST TTTCAATCTCATTCTCACTTTCTG 3° 55
GFP Geri Primeri 5 CTTGTAGTTCCCGTCATCTTT 37 55
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I O O A O O O T
TTCAATCTCATTCTCACTTTCTGACTTATAGTCGCTttgttaaatTGGCCTCGAGAGATCTATGGTAAAGAATACTAGCGTAATCATTGTTGGTGCAGGTGT!

! o\ beJ\ S K e 74,0 i Pt . LS. . AN S 7 Lot
I'TCAATCTCATTCTCACTTTCTGACTTATAGTCGCTTTGTTAAATTGGCCTCGAGAGATCTATGGTAAAGAATACTAGCGTAATCATTGTTGGTGCAGGTGT\

Sekil 4.9: Dizilemede nmt ileri primeri ile elde edilen dizileme sonucu.

tgtcccaattcttgttgaattagatggtgatgttaatgggecacaaattttctgtcagtggagagggtgaaggtgatgcaacatacggaaaacttaccctts
mgfp4 CDS (green fluorescent protein) S6ST

TGTCCCAATTCTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGTGAAGGATGCAACATACGGAAAACTTACCCTT/

Sekil 4.10: Dizilemede GFP geri primeri ile elde edilen dizileme sonucu.
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DrallI,Nsil BfuAl,BspMI, SphI,Pstl, Sbfl,PshAl
BbwCI BstXI
BsrGI,NsiI,PFI1FL Tth1111
BbsI, PFLFL, Tthi11I,+3

EcoRY PaeRTI, TIiI, +4
PstI,BbsI,BspDI,+1
PsrL
PshAI

AvrII

BsrGI
BspQI
Sapl
BstAPI
Agel
BspEL, +1
EcoNL

SapL
BspQL

Ajul
Eagl
7.2
MscI
Ndel
PmlT
+1
+2
Hpal
2

iK02

108268 bp

+
Sall
TspMI
¥mal, +1

PmlI
XmnI Pacl

Aatll

Zral

Pfol,Eco01891
DralIll, Alol
BtgZl

Swal
Eco53kI, Sacl, EcoRI
Bael

NgoMIV,Nael Afel
Mlul,EcoRI,Fspl,Bgll KasI,Narl, +2 Ajul

Sekil 4.11: IK02 Plazmidinin restriksiyon haritasi.

4.3. iIK02 PLAZMIDININ S. POMBE’YE TRANSFERI

[K02 S. pombe ED666 ve fapA Irklarma transfer edilerek GFP isaretli fapl genini iceren S.
pombe hicreleri elde edildi ve ER stresinin hiicre 6liim yolaklar1 tizerindeki etkisini 6lgmek
icin kullanildi. Ayn1 zamanda bu hiicrelere pSGP572 de transfer edilerek hiicrede plazmidinin

toksik etkisinin olup olmadigini belirlemek amaciyla kullanildi.
4.3.1. S. pombe Irklarinin Ureme Egrilerinin Cikartilmasi

Once, plazmidlerin transfer edilecegi hiicrelere dogru zamanda transformasyonu yapabilmek
icin tireme egrileri Boliim 3.5.1°de verildigi sekilde hesaplandi. ED666 ve fapla S.pombe
rklarinin %2 glukoz iceren YNB besiyerinde lireme egrisi olusturuldu. Kiiltiirlerden 2 saatte
bir 200 puL 6rnek alinarak 600 nm’de OD degeri 0l¢uldl. YNB sivi besi ortamu, kdr 6rnek olarak
kullanildi. 36 saat boyunca her bir kiltir igin elde edilen degerler kullanilarak tireme grafigi
olusturuldu. Her iki hiicrenin iireme profili paralel ¢ikt1 (Sekil 4.12). Buna gore, her iki hiicrenin

logaritmik faza 16. saatte girdigi hesaplandi.
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Tablo 4.2: 0-34 saatleri araliginda parental ve fap1 wrklari i¢in elde edilen degerler.

Saat Parental Fapl
0 0,041 0,03
2 0,04 0,03
4 0,042 0,03
6 0,054 0,033
8 0,07 0,043
10 0,073 0,053
12 0,144 0,083
14 0,197 0,147
16 0.3 0,22
18 0,515 0.4
20 0.7 0,57
22 0.8 0,72
24 0.9 0,81
26 0,97 0,92
28 1 0,99
30 1 0,99
32 1 0,96
34 1,035 1,051
6x107 =
— ED666
— fap1A

|

E 4x107+

7]

=

@

w

o

S 2x107

e
0 1 I 1 1

0 10 20 30 40
time (saat)

Sekil 4.12: fap 14 ve ED666 1rklarma ait tireme egrisi.
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4.3.2. IK02 Rekombinant Plazmidinin S. pombe Irklarina Transferi

Hem pSGP572 bos plazmidi hem de bu projede elde edilen IKO2 rekombinant plazmidi hem S.
pombe ED666 parental irkina hem de fap/A4 mutantina elektroporasyon yontemi ile transfer
edildi. Transformasyon sonrast hiicrelerin istenilen vektorii tastyip tasimadigini kanitlamak i¢in
koloni PZR yapildi ve %1°lik agaroz jele yiiklenerek bant biiyiikliikleri belirlenerek dogrulama
saglandi (Sekil 4.14).

Sekil 4.13: Elektroporasyon sonrasinda selektif besiyerinde iireyen koloniler. (A: pSGP572 plazmidinin
ED666 hucrelerine transformasyonu sonucunda EMM2 besiyerinde reyen koloniler; B: pSGP572
plazmidnin fap1A hiicrelerine transformasyonu sonucunda EMM2 besiyerinde i treyen koloniler C:
pSGP572/ faplA plazmidinin ED666 hicrelerine transformasyonu sonucunda EMM2 besiyerinde
treyen koloniler; D: pSGP572/ faplA plazmidinin faplA hiicrelerine transformasyonu sonucunda
EMMZ2 besiyerinde ureyen koloniler.

pSGP572 ve iK02’nin S. pombe EDG666'ya elektroporasyon yontemiyle transformasyonu
gergeklestirildi. Transformasyon sonrasi elde edilen hiicreler EMM besiyerlerine ekilerek

30°C’de 3-6 giin tiremesi sagland1 (Sekil 4.13).
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Sekil 4.14: pSGP572 bos plazmidinin S. pombe ye transformasyonu. Sol bastan sirasiyla GeneRuler 1
kb DNA Ladder; transformasyon triint, Negatif kontrol.

Her bir transformasyonun istenen plazmidi icerip icermedigi Koloni PZR ile 6 koloni bir PZR
tiiptinde olacak sekilde 6 PZR ile toplam 36 koloni taranarak gergeklestirildi. PZR sonuglarina
gore fap1(1)3. ve fap1(2)2. Numarali kuyularda istenen bantlar gézlendi (Sekil 4.15)

Sekil 4.15: Koloni PZR sonuglarinin agaraoz jel elektroforezi ile kontrolii. Sol bastan sirasiyla M,
GeneRuler 1 kb DNA Ladder, fap1(1)1,2,3,4,5; fap1(2)1,2,3,4,5,6; 3: ED666).

PZR sonuglarina gore fap1(1)3. ve fapl(2)2. grup agilarak tekrar koloni PZR yapildi. Buna
gore, koloni PZR’si yapilan tiim wklarm istenen bantlar1 (2175b¢) icerdigi kanitland1 (Sekil
4.16).
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Sekil 4.16: fapl(1l) ornegine ait 3.ve fap1(2) 6rnegindeki 2.grup agilarak yapilan PZR sonuglarinin
agaroz jel elektroforezi ile kontroli. (Ustte sirastyla M, GeneRuler 1kb DNA Ladder;
fap1(1)1,2,3,4,5,6; ED666(1)1,2,3,4,5 ;Altta swrasiyla M, GeneRuler 1kb DNA Ladder;
fap1(2)1,2,3,4,5,6; ED666(2)1,2,3.

4.3.3. Transformant S. pombe Hucrelerinin Floresan Mikroskopta Teyidi

Transformant S. pombe hiicreleri tiaminli ve tiaminsiz EMM2 besiyerinde Uretildikten sonra
elde edilen taze kiiltiirlerden alinan hiicre 6rnekleri Boliim 3.9 da belirtildigi gibi hazirlanan
preparatlar floresan mikroskopta incelendi. Tiaminli EMM2 besiyerinde retilen transformant
S. pombe hiicrelerinde floresan 1s1ma gézlemlenmezken, tiaminsiz EMM2 besiyerinde iiretilen

transformant S. pombe hiicrelerinde floresan 1simalar gézlemlendi (Sekil 4.17).



IK02/fap1 A IK02/ED666

Tiaminsiz

T'aminh

Sekil 4.17: Tiaminli ve tiaminsiz EMM2 besiyerinde iretilen transformant S. pombe /K02/ED666 ve
IK02/fap 14 hiicrelerinin floresan mikroskop altindaki gériintiisii.
4.3.4. Tim S. pombe Irklarinin Ureme Egrilerinin Olusturulmasi

Elde edilen S. pombe transformantlarinin (pSGP572 / ED666, 1IK02 / ED666, pSGP572 /fap 14
ve K02 / faplA) Ureme egrilerinin ¢ikarilmasi Bolim 3.5.1.°de Verildigi sekilde

gergeklestirildi.
8x107-
— ED666
— fap1A
= — pSGP572 / ED666
g — pSGP572/ fap1A
3 — [K02/ ED666
5 — K02/ fap14
£

0 10 20 30 40 50
time (saat)

Sekil 4.18: A:IK02/fapiA ve 1K02/ED666; B: ED666 ve pSGP572/ ED666; C: faplA ve
pSGP572/fapiA; D: fapld, pSGP572/faplid, 1KO/fapl A ve 1K02/ED666; E: EDG666,
pSGP572/ED666, fap14, pSGP572/fap 1A, IK02/fap14 ve IK02/ ED666 1rklarma ait iireme egrisi.
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Tablo 4.3: Suslara ait generasyon sayisi ve siireleri.

St n
ED666 2,15 1,86
Japla 7,35 1,36
pSGP572/ED666 3,28 1,22
pSGP572/ fap 14 4,30 1,86
IK02/ED666 60 0,33
K02/ fap14 4,3 2,32

Buna gore tireme egrilerine bakildiginda tiim suslar arasinda paralellik oldugu gozlemlenmistir

(Sekil 4.18).

4.4. S. POMBE IRKLARINDA TUNIKAMISININ MINIMUM IiNHIiBiSYON
KONSANTRASYONUNUN (MIC) BELIRLENMESI

Sunulan tezde, Bolim 3.8’de aciklandigi sekilde tunikamisinin minimum inhibisyon
konsantrasyonu S. pombe ED666 rkinda ¢ikarildi ve buna gore 1Cso degeri tiim rklar i¢in 3,240
ug/mL olarak hesaplandi.
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Sekil 4.19: S. pombe ED666 irkina ait MIK egrisi.

4.5. TUNIKAMISININ ARACILI ENDOPLAZMIK RETIKULUM STRESININ
HUCRE CANLILIGI UZERINE ETKIiSi

Tunikamisinin ¢alismada kullanilan konak irklar ile transformant wrklardaki hiicre canlilig

iizerine etkisini belirleyebilmek amaciyla boliim 3.6.1°de anlatildig: sekilde spot ekim yapildi.

Kontrol ve deney gruplarinin seri sulandirim sonrasi ekilerek olusturulan spot iireme sonuglari

Sekil 4.20°de goriilmektedir.
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fapIA
Kontrol

JapIA
Deney

IK02/ED666
Kontrol

IK02/ED666
Deney

IK02/faplA
Kontrol

IK02/faplA
Deney

pSGP572/faplA
Kontrol

PSGP3572/fapIA
Deney

EDG666
Kontrol

EDG666
Deney

Sekil 4.20: S.pombe irklarina ait tunikamisinin farkli konsantrasyonlardaki canlilik {izerine etkisini
gosteren spotlar.

Buna gore sekil 4.20’de sulandirim oranlarmin artigma bagl olarak hiicrelerdeki iireme
miktarinda azalma meydana geldigi goriilmektedir. Kontrol ve deney gruplar1 arasinda ise

deney gruplarinda tiremenin daha da az oldugu gézlemlendi.

4.6.TUNIKAMISININ S. POMBE IRKLARINDAKI PROTEOZOMAL AKTIVITE
UZERINE ETKISI

S.pombe transformantlar1 (pSGP572 / ED666, 1K02 / ED666, pSGP572 / fapiA ve 1K02 /
fap14) ve konak S. pombe irklarindan (ED666 ve fapiA), Bolim 3.7.1.’de anlatildig: sekilde
protein izolasyonu yapildi ve ardindan protein miktarlar1 hesaplandi. Kontrol ve deney
gruplarinda protein konsantrasyonu 50 ug/mL’ye ayarlandiktan sonra proteozomal aktivite
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deneyi 3 tekrarli olacak sekilde gergeklestirildi (BOlum 3.7.1). Deney sonucunda elde edilen
veriler GraphPad Prism 7 programi kullanilarak tek yonlii varyans analizi (One-way ANOVA)
ile degerlendirildi ve elde edilen sonuglar dogrultusunda olusturulan grafik Sekil 4.21°de

verildi.
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Sekil 4.21: S.pombe wklarina ait, tunikamisinin proteozomal aktivite tizerine etkisi.

Kontrol ve deney gruplarindaki proteozomal aktivite karsilastirildiginda tunikamisinin
pSGP572 / fapIA ki haricindeki diger tiim wrklari proteozomal aktivitelerinde anlamli bir
artigsa sebep oldugu goriilmektedir. pPSGP572/ fapIA wkinda protezomal aktivitenin kontrole
gore ¢ok yiiksek oranlarda degismedigi goriilmiistiir. fapIA ve ED666 irklarinda kontrole gore
tunikamisin uygulanmis deney gruplarinda proteozomal aktivite yaklasik olarak 10 kat
artmaktadir. IK02 / fap IA wkina bakildiginda ise kontrole gére deney grubundaki proteozomal
aktivitedeki artis yaklasik olarak 25 kat olarak 6l¢iilmiistiir.

4.7. HUCRE iCi OKSIiDASYON DUZEYINDEKi DEGISIMLERIN iNCELENMESI

Hiicre i¢i oksidasyon diizeyinin belirlenebilmesi i¢in bolim 3.8’de anlatildigi sekilde
gerceklestirilen deney sonrasinda 6lgiilen degerler baz alinarak kontrol grubunun ROT miktar1
%100 olarak kabul edildi ve deney gruplarinda 6lgiillen ROT miktar1 kontrol ile kiyaslama
yapilarak hesaplandi. Deney 3 tekrarli olacak sekilde gerceklestirildi ve elde edilen verilerin
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analizleri GraphPad Prism 7 programi kullanilarak tek yonlii varyans analizi (One-way

ANOVA) ile degerlendirilerek grafik olusturuldu.
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Sekil 4.22: S.pombe wrklarina ait hiicre i¢i oksidasyon diizeyindeki degisim.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda S. pombe fap /A ve pSGP572 / fap IA wklarinda tunikamisin
uygulamasinin kontrole gére ROT miktarinda anlamli bir artisa sebep oldugu goriiliirken
[K02/faplA 1wkinda tunikamisin uygulamasma karsm ROT miktarinda kontrole gore
istatistiksel olarak azalma oldugu goriildii. ED666 1rkinda ise tunikamisin uygulamasmim ROT

miktar1 lizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etkisinin olmadig1 goriildii.

4.8. RODAMIN 123 iLE MITOKONDRiIYAL MEMBRAN POTANSIYELINDEKI
DEGIiSIMIN INCELENMESI

Mitokondriyal membran potansiyelinde meydana gelen degisimi gézlemleyebilmek amaciyla
S. pombe fapld ve ED666 irklarindan elde edilen taze kiiltiirler kullanilarak kontrol ve
tunikamisine maruz kalmis deney gruplar1 olusturuldu. Ardindan kontrol ve deney gruplar1
boliim 3.9°da anlatildig1 sekilde Rodamin 123 ile muamele edilerek floresan mikroskopta

incelendi.
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Sekil 4.23: Rodamin 123 ile muamele edilen S.pombe irklarma ait kontrol ve deney gruplarmin
floresan mikroskop altindaki goriintiisii.

4.9. HUCRELERDE TUNIKAMISININ CANLILIK VE APOPTOZ UZERINE
OLAN ETKIiSININ INCELENMESI

S.pombe rrklarinda tunikamisinin canlilik ve apoptoz iizerindeki etkisinin gézlemlenebilmesi
adma S. pombe fapl ve ED666 irklarindan elde edilen taze kiiltiirler kullanilarak olusturulan

kontrol ve tunikamisine maruz kalmis deney gruplar1 boliim 3.9°da anlatildig: sekilde AO/EtBr
ile muamele edilerek Olympus BX53 floresan mikroskopta incelendi.
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ED666

Sekil 4.24: S. pombe faplA ve ED666 irklarina ait kontrol ve deney gruplarmin AO/EtBr ile muamelesi
sonrasi floresan mikroskop altindaki goriintiisii
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5. TARTISMA VE SONUC

Okaryotik hiicrelerde endoplazmik retikulum (ER), karakteristik kanall1 yapisi olan ve protein
sentezi, katlanma, translokasyon, kalsiyum homeostazisi ve lipit biyosentezinden sorumlu olan
hayati bir membran organelidir. Ayrica, protein kalite kontroliinde ve hicresel aktivitelerin
desteklenmesinde de etkin bir role sahiptir. Tim Okaryotik hiicrelerde, salgilanan ve
transmembran proteinlerin ER'den ¢ikmadan 6nce dogru sekilde katlanmasi ve bir araya
getirilmesi gerekir. ER'deki katlanmaya bir dizi enzim yardimci olur. Cevresel ve fizyolojik
kosullar ER'de ER stresi olarak adlandirilan, katlanmamis proteinlerin birikmesine neden
olabilir. ERS, glukoz agligi, tunikamisin veya 2-deoksiglikoz gibi cesitli etkenlerle
indiklenebilmektedir. glikosilasyon inhibisyonu; uygun disiilfiir bagi olusumunu 6nleyerek
protein katlanmasimi etkileyebilmektedir (Cox, Shamu ve Walter, 1993). ER ise toplu olarak
katlanmamis protein tepkisi (UPR) olarak adlandirilan hiicre i¢i sinyal iletim yollarini aktive
ederek liimenindeki katlanmamis proteinlerin yikinid (ER stresi) dizenler (Walter ve Ron,
2011). ER stresinin okaryotik hiicrelerde hiicre boliinmesini inhibe ettigi, hiicre dongiisiinii G1
evresinde durdurdugu ve  hiicreyi apoptoza yonlendirdigi bildirilmistir.  Onceki
caligmalarimizdan birinde S. pombe’de tunikamisinin tetiklemesi sonucu olusan ER stresinde
otofajide de artis oldugu gorilmiistir. ER limenindeki oligosakkariltransferaz (OST)
enziminin mutasyona ugramasi ya da hiicrelerin, UDP-Nasetilglukozamin-1-P transferaz
(Alg7p) enzimini bloke eden bir antibiyotik olan tunikamisine (T M) maruz kalmasi proteinlerin
N-glikosilasyonuna engel olarak apoptoza benzer sekilde hiicre 6limine sebebiyet verir
(Takatsuki ve dig., 1971; Hauptmann ve dig., 2006; Hauptmann ve Lehle, 2008). ER stresinin
tetikledigi gerek otofajide gerek apoptozda molekiiler mekanizmalarm aydmlatiimasinda
S.pombe’de yapilan ve yapilmakta olan bu ¢alismalarin 6nemi biiyiiktiir. Yine arastirma
grubumuz tarafindan yapilan bir diger calismada, bu tezin de konusu olan, S. pombe fapi4
rkinda parental (ED666) irka kiyasla, tunikamisin ile tetiklenen ER stresi altinda apoptozun
artt1g1 rapor edilmistir (Yemenici, 2020).

Sunulan bu tez ¢alismasinda, L-pipekolat oksidaz, (“L-pipecolate oxidase™) enzimini sifreleyen
SPBC354.15, fapl, geninin tunikamisin tetikli ER stresinde apoptoz siirecinin geligiminde
etken rol oynayip oynamadiginin ortaya ¢ikarilmasi hedeflenmistir. Bu kapsamda, fapl geni
3’ucundan GFP geni ile kuyruklanacak sekilde fapl: GFP kaseti olusturuldu. Ayrica, bu kasetin

fapl promotoru yerine tiamin ile diizenlenebilir olan bir promotér olan nmtl promotérindn
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kontroliinde anlatim yapmasi saglandi. pSGP572 plazmidinde promotér olarak nmtl
promotori, reporter gen olarak ise GFP geni bulunmaktadir. Tiamin ile baskilanabilen nmtl
promotori, S. pombe’de gen ifadesi ¢alismalarinda en yaygimn olarak kullanilan promotérdiir
(McQuire ve Young, 2006). Klonlama ¢alismasinda pSGP572 plazmidinin tercih edilmesinin
sebebi, nmtl promotoériiniin tiamin ile baskilanabilmesi ve GFP isaret geni sayesinde
transformant hiicrelerdeki yesil renkli floresan 1simanin floresan mikroskop altinda tespit
edilebilmesidir. Bunun icin, fapl geni sadece okuma gergevesi iginde olacak sekilde pSG572
ekspresyon vektdrinde klonlanarak bu vektor lzerinde nmtl kontroliinde galisan fapl: GFP
kasetini igeren 1K02 plazmidi elde edildi (Sekil 4.11). Koloni PZR, enzim kesimi ve sekans
analizi ile kasetin hatasiz ve dogru bir sekilde bu rekombinant plazmidde (IK02) olusturuldugu
dogruland1. 1K02 plazmidi S.pombe faplA ve ED666 wklarma ayr1 ayri transfer edilmeden
once, her iki irkin da genotipik kontrolleri hem selektif besi ortamlarinda tireme durumlarinin
izlenmesi, hem de gene 6zgii primerlerle yapilan PZR ile dogruland1 (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2,
sirastyla). Ek olarak, lireme grafikleri ¢ikarilan bu hiicrelerin her ikisinin de 16. saatte erken
log. evrede olduklar1 belirlendi (Sekil 4.12). IK02 ve pSGP272 plazmidlerinin bu S. pombe
irklarina transformasyonu elektroporasyon yontemi ile gerceklestirildi. Beklendigi gibi elde
edilen ¢cok sayida transformantlardan (Sekil 4.14) se¢ilen kolonilerin dogrulamasi, gen ve nmtl
promotoriine 6zgli tasarlanan primerlerle koloni PZR teknigini kullanarak gerceklestirildi
(Sekil 4.15 ve Sekil 4.16). IK02/fap14 wkinda sadece nmtl kontroliinde anlatim yapan fapl
geni bulunurken, IK02/ED666 rkinda dogal fap1 geninin yaninda nmt1 kontroliinde de anlatim
yapan fapl geni bulunduruldu (Sekil 4.15). Ayn1 zamanda, pSG572 plazmidi de S.pombe fap 14
ve ED666 wrklarina ayr1 ayri transfer edilerek pSG572 / fapi14 ve pSG272/ED666 rklar1 elde
edildi. Buradaki amag, bos plazmidin bu S. pombe irklaria olumsuz etkisinin olup olmadigini
gozlemlemekti. Sekil 4.18’de verilen iireme grafiklerinde de goriildiigii gibi plazmidin
(pSGP572) hiicre Uremesine negatif bir etkisi olmadigi gibi tiim transformantalarin benzer
tireme profili géstermesi, ¢alismanin ana amaci olan tunikamisinin fapl geni agisindan dogru

degerlendirme yapilabilmesi i¢in dnemlidir.

[K02/fap14 ve IK02/ED666 transformant S. pombe hiicrelerinde nmt1 promotdriiniin etkin bir
sekilde calistigin1 ve ayn1 zamanda kasetin anlatim yapip yapmadigini anlamak i¢in, tiaminli
ve tiaminsiz EMM2 besiyerinde bir gece liretildikten sonra elde edilen taze kiiltiirlerden alian
hiicre Oornekleri floresan mikroskopta incelendi. Tiaminli besiyerinde bulunun 15uM/mL

tiaminin nmtl promotoriinii tamamen susturdugu, Sekil 4.17°de de goriildiigii gibi goriiniir



60

1sikta hiicre varken, flouresan 1g1mada yesil noktalarin gozlenmemesi ile belirlendi. Bunun
yaninda, hi¢ tiamin igermeyen besiyerinde iireyen hiicrelerden hazirlanan prepaparatlarin
mikroskop goriintiilerinde tiim hiicre ylizeyine yayilan yogun kiigiik yesil noktalar olarak tiamin
kontrollinde, fapl: GFP kasetinin anlatim yaptig1 tespit edildi (Sekil 4.17).

Sunulan bu tezde pSGP272 ve IK02 plazmidlerinin transferinde konak hiicre olarak kullanilan
S. pombe wklar1 arasinda parental ik olan S. pombe ED666 ki tunikamisinin minimum
inhibisyon konsantrasyonunu belirlemede kullanildi. Buna gore, ICso degeri 3,240 pg/mL
olarak hesaplandi. Daha sonraki analiz deneylerinde elde edilen S.pombe transformantlari ve

konak wrklari, calisma amacimiz dogrultusunda, secilerek kullanildi.

Ik olarak, S.pombe transformantlar1 (IKO2 / ED666, pSGP572 / fapiA ve 1K02 / fapiA) ve
konak S. pombe irklarinda (ED666 ve fapiA), tunikamisinin Sekil 4.20°de de goriildiigi gibi
yaklagik %50 {ireme inhibisyonuna yol acti1 tespit edildi. Bu durum, hiicre canlihiginda

dogrudan tunikamisinin etkili olarak yorumlanda.

Tunikamisinin proteozomal aktivite ve hiicre ici reaktif oksijen tirleri (ROT) Uzerine fapl
aracil etkisini arastirmak igin konak wklarm yanmda transformantlardan sadece 1K02 / fapIA
ve pSGP572 / fap IA kullanildi. Buradaki amag Fapl proteininin hiicre i¢indeki varliginin soz
konusu siireglere etkisini arastirmaktir. Zira, IK02 / ED666°da nmt1 kontrollii fap1’in yaninda
dogal promotérlii fapl’in de bulunmasi, deney sonundaki degerlendirmede karisikliga yol
acacag1 i¢in kullanilmadi. Ciinkii bu wrkta tunikamisin, fapl geninin anlatimini ve/veya Fapl
proteininin dogrudan ROT ve proteozomal aktiviteyi diizenleyebilir olmasi tam olarak
anlasilamayacagi icin sadece nmtl kontroliinde anlatim yapan fapl genini igeren IK02/fap1A
hiicreleri arastirildi.  Tunikamisin varliginda S. pombe pSGP572 / fapIA harig tiim wrklarda
proteozomal aktivitenin arttigit gozlendi. Ayni calismada grup analizi verilerine gore
proteozomal aktivite, S. pombe fap IA rkinda ED666 ‘ya kiyasla diiserken, IK02 / fap IA wkinda
fapIA 1kina oranla arttig1 tespit edildi (Sekil 4.21). Bu sonuglar, tunikamisinin wklara bagh
olarak proteozomal aktiviteyi etkiledigini diisiindiirdii. Yine fapl genini icermeyen pSGP572
/ fap IA rkta da anlatimin anlamli olmamasi bu bulgumuzu da desteklemektedir. Mayalarda ER
stresi olusumuna bagli olarak UPR’nin aktivasyonuyla oksitleyici bir ortam meydana gelir
(Merksamer ve dig., 2008). ER stresi ve buna bagl olarak ROT miktarinda bir artigin meydana
gelmesi, hiicrede UPR yolaginin aktiflesmesini saglayan temel bilesenler arasinda yer

almaktadir. Yalnizca ROT miktarinda meydana gelen artisin, tek basina UPR’yi
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tetikleyebilecegi daha Once yapilan c¢alismalarla desteklenmistir. Ayrica ER stresinin
olugsmasiyla birlikte ROT {iretiminin arttigini1 destekleyen caligmalar literatiirde yer almaktadir
(Santos ve dig., 2009). Diger taraftan, fapl genini igermeyen wklarda (pSGP572/fapIA ve
fapIA) tunikamisin uygulamasi ile ROT artarken, fapl genini i¢eren rklarda (IK02/fapA ve
ED666) ROT’un degismemesi de Fapl proteininin hiicre iginde varligmm ROT olusumu
tizerinde etkili oldugunu disiindiirdii (Sekil 4.22). Mitokondriyal membran potansiyelindeki
degisim Rodamin ile hem de 6lii hiicrelerin tespiti AO/EtBr muamelesi ile test edildi. Her iki
calismada da gruplar arasinda beklenenin aksine anlamli farklar gézlenmedi (Sekil 4.23 ve
4.24). Bu asamalar, transformantlarin GFP 1sitmanin Rodamin ve AO/EtBr daki isimalarla
cakismasi nedeniyle, sadece S. pombe fapIA ve ED666 wklar1 kullanildi. Ancak, Yemenici
(2019)’nin raporunda S. pombe fapIA wkinda tunikamisin uygulamasinin %60 apoptoza yol
actigl; ED666 rkinda ise degisim olusturmadigi rapor edilmistir. Bu durumun, Yemenicinin
kullandig1 besi ortamindan kaynaklandig1 diisiiniildii. Clinkii, Yemenici tiim ¢caligmay1 zengin
besi ortaminda yapmistir. Sunulan tezde ise bu ¢aligmalar minimal ortamda gerceklestirildi.

Minimal ortamin stres yanitini tetikledigi ve ilag direncine yol agtig1 bilinmektedir.

Sonug olarak, nmtl kontroliinde ¢alisan fapl: GFP kasetini igeren IK02 plazmidi bu tez
calismasinda elde edildi ve S.pombe faplAd ve ED666 wklarina ayri ayri transferi
gergeklestirildi. Transformantlarin iireme grafiklerinden ve mikroskopik kontrollerinden
basarili bir klonlama gergeklestirildigi sonucuna varildi. EMM?2 besi ortaminda iiretilen bu
rklarin tunikamisinin ICsg dozuna, hiicre farki olamadan, yanit verdigi goriilse de proteozomal
aktivitenin ve ROT’un Fapl proteininin hiicre i¢inde varligina bagl oldugunu diistindiirdii.
Buna karsm, membran potansiyeli ve apoptoz Uzerindeki etkide Fapl proteininin énemli
olmadigi belirlendi. Bu sonug, Yemenici (2019) tarafindan sunulan ¢alismayla uyusmamakla

birlikte, sunulan tezde transformantlarin tunikamisine verdikleri yanit ile uyumludur.
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