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OZET

Chlamydomonas reinhardtii’de BAZI FOSFATAZ VE FITAZ PROTEINLERINI
KODLAYAN GENLERIN FOSFAT EKSIiKLiGi ALTINDAKiI EKSPRESYON
DUZEYLERININ RT-PCR iLE BELIRLENMESI

Gizem Hatice HAVUTCU
Yiiksek Lisans Tezi

Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah
Damgman: Dr. Ogr. Uyesi Miinevver AKSOY
Temmuz 2021; 55 sayfa

Chlamydomonas reinhardtii molekiiler biyolojide model organizma olarak
kullanilmaktadir. Bu mikro algin dogal habitati toprak ve tatli su ortamlaridir.
Bildigimiz kadariyla literatiirde C. reinhardtii genomunda metallofosfoesteraz (MPA)
ve fitaz olarak anote edilen genlerin transkripsiyonu iizerine yapilan RT-PZR ¢aligmasi
yoktur. Bu genler ziraat ve biyoteknoloji agisindan 6nemli proteinleri kodlamaktadir. C.
reinhardtii toprakta yasadigi i¢in salgiladigt bu enzimlerle topraktaki bitki besin
maddelerinin bitkilere yarayisli olmasi {izerine etki gosterebilir. Dolayisiyla model
organizma olmasina ilaveten biyogiibre olarak da kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.
Yaptigimiz calismanin amacit Phytozome veritabaninda C. reinhardtii genomunda
bulunan fosfataz (PHOX, PHOD ve PHO1) ve metallofosfoesteraz (MPA) genlerini
tespit ederek olasi peptidlerinin domain, motif, hiicre i¢i lokalizasyon vb. analizlerini
biyoinformatik araclar kullanarak belirlemektir. Buna ilaveten bu genlerin gercekte
aktiviteye sahip olup olmadiklarinin ve fosfat eksikligine toleransda rol alip
almadiklarinin daha iyi anlagilabilmesi i¢in mRNA diizeylerini deneysel olarak RT-PZR
ile belirlemek ve bu genlerin fosfat eksikligi altinda ekspresyonlarmin degisip
degismedigini belirlemektir. RT-PZR sonuglart MPA ve fitaz olarak adlandirilan
genlerin bazilarinin transkripsiyonunda fosfat agligi altinda artis, bazilarinda ise fazla
bir degisiklik olmadigim1 gostermistir. Bu sonuglarin 15181 altinda bu enzimlerin
biyoteknolojide kullanilabilme olasiliklar1 tartisilarak gelecekteki uygulamalar igin
onerilerde bulunulmustur. Calismada bu genler i¢in gelistirdigimiz primerler ve RT-
PCR protokolleri ilerideki calismalarda bu genlerin ekspresyon analizleri i¢cin de
kullanilabilecektir.

ANAHTAR KELIMELER: Chlamydomonas reinhardtii, Metallofosfoesteraz, Fitaz,
Fostafaz, RT-PZR, Biyogiibre
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ABSTRACT

DETERMINATION OF EXPRESSION LEVELS UNDER PHOSPHATE
DEFICIENCY OF THE GENES ENCODING PHOSPHATASE AND
PHYTHASE PROTEINS IN CHLAMYDOMONAS REINHARDTI BY RT-PCR

Gizem Hatice HAVUTCU

MSc Thesis in Agriculture Biotechnology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Miinever AKSOY

July 2021; 55 Pages

C. reinhardtii is used as a model organism in molecular biology. The natural habitat
of this microalgae is soil and freshwater environments. To the best of our knowledge, there
is no RT-qPCR study on the transcription of C. reinhardtii metallophosphoesterase and
phytase genes in the literature. The study we are planning will be the first study to be done
on these genes. These genes encode proteins important for agriculture. Since C. reinhardtii
lives in the soil, we think that these enzymes will have an effect on the plant nutrients in the
soil. Therefore, in addition to being a model organism, this organism can also be used
directly as biofertilizer. Our aim in Phytozome is to analyze the predictive peptides of
phosphatase (PHOX, PHOD and PHO1) and metallophosphoesterase (MPA) genes in the C.
reinhardtii genome by domain, motif, intracellular localization, using bioinformatics. In
order to better understand whether these genes are active and whether they play a role in
the tolerance to phosphate deficiency, mRNA levels are analyzed by RT-PCR. RT-PCR
analysis showed that some of these genes are upregulated under phosphate deficiency. In
light of these results future biotechnological applications are discussed. The primers and
RT-PCR protocols we will develop for these genes in the study can be used in future studies

for analyzing the expression of these genes.

KEYWORDS: Chlamydomonas reinhardtii, Phytase, Metallophosphoesterase,
Phosphatase, RT-PCR, Biofertilizer
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1. GIRIS

Diinyada artan niifus ile birlikte tarim yapilabilecek arazilerde giderek
azalmaktadir ve gida iiretimine olan ihtiya¢ artmis olup birim alandan daha fazla iirtin
elde etmek zorunda kalinmistir. Bu amacgla da kimyasal giibre kullanimi oldukca
artmistir. Tarim alanlarindaki bu yogun kimyasal kullanimi, verim ve {iretimi artirmis
fakat siirdiiriilebilir toprak verimliligi ile birlikte dogal dengenin bozularak tehlikeye
girmesine sebep olmustur. Sonugta da basta gelir diizeyi yiiksek iilkelerde olmak iizere
birgok tilkede {iretici ve tiiketiciler insanlarda toksik etki yaratmayan ve dogay1 tahrip
etmeyen yontemlerle iiretilen tarimsal iiriinleri tercih etmeye baslamislardir (Ozdemir
2014).

Topraga uygulanan kimyasal giibrelerin biiyiik bir kismi bitkiler tarafindan
alimamamaktadir ve zamanla yagislar ile yikanarak taban suyuna karisip yer alt1 sularini
da kirletmektedir (Sharma vd. 2013). Bu hem ekonomik kayba sebep olmakta hem de
cevreye zarar vermektedir. Biyogiibre kullanimmin bu sorunun ¢oziimii ic¢in etkili
olabilecegi diisiiniilmektedir; biyogiibreler toprakta alinamaz formda olan besin
maddelerini alinabilir forma dontistirmektedir (Alori vd. 2017; Liu vd. 2018).

Fosfat bitki biiyiimesi igin gerekli bir makro elementtir. Ulkemiz topraklar:
genellikle kiregli oldugundan uygulanan giibrenin igerdigi fosforun toprakta fikse
olmasi sonucu bitki tarafindan kullanimi kisitlanmaktadir (Aydin 1988). Toprakta fosfor
kalsiyum, demir ve Al fosfatlar, apatit ve fitik asit seklinde bulunur.

Biyogiibreler bakteri, maya, mikroalg ve fungus tiirii mikroorganizmalardir.
Biyogiibreler azot fiksasyonu, fosfat ¢ozme gibi aktiviteleri sayesinde bitki
beslenmesine pozitif etki gosterirler. Topraga enzimler salgilayarak bitkiler tarafindan
alinamaz formda olan besin maddelerinin ¢éziiniimiinii saglarlar ve bdylece bitki
beslenmesine pozitif etki gosterirler. Bu enzimlerden fosfataz ve fitaz enzimleri, fosfat
diger molekiillerden hidrolize ederek bitki tarafindan alinabilir forma getirirler. Fitaz
enzimi spesifik olarak fitik asitteki fosfati hidrolize ederek fosfati alinabilir forma
getirir. Fitaz aktivitesi olan bakteriler dogadan izole edilmekte ve biyogiibre etkinlikleri
arastirilmaktadir (Kumar vd. 2013; Liu vd. 2018). Domuz, kiimes hayvanlar1 ve baliklar
gibi tek mideli havyanlarin midelerinde fitaz enziminin diisiik olmasi, fitaz enziminin
kullanimiyla yemlerdeki fitik asiti metabolize ederek fosfatin digki ile atiliminin ve
cevreye etkilerini azaltir. Havyanlarin blinyelerinde bulundurduklari fosfati biiyltime,
tireme ve kemiklerin kalsilasyonunda 16 gerekli mineraller ile birlikte kullanirlar.
Dogaya birakilan fosfor miktarinin artmasi kokuya ve ¢evre i¢in potansiyel bir tehlike
dogurmaktadir (Zhao ve X.Qu, 2006).Fitat bulunan ortama fitaz ilavesiyle fitatin
hidroliz olusu ve minerallerin serbest kalmasiyla canlinin minerallerden yararlanmasini
arttirmak amag edilmistir (Vohra vd. 2003). Bu yiizden biyogiibre olarak
kullanilabilecek mikroorganizmalarin izolasyonu ve karakterizasyonu dnem
tasimaktadir. C. reinhardtii biyogiibre olarak kullanilabilecek bir organizmadir ve
biyogiibre potansiyelinin arastirilmasi gerekmektedir.

Yukarida anlatildig1 gibi organik tarimda siirli olan giibreler konusunda yapilan
alternatif arayislar, alglerin biyogiibre olarak kullanilabilecegini gostermistir ( Tung
2015). Topraga uygulanan kimyasal giibrelerin biiyiik bir bolimii bitkiler tarafindan
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kullanilamamaktadir. Toprakta bulunan  mikroorganizmalar tarafindan salgilanan
enzimler toprakta bulunan besin maddelerini bitkiler i¢in alinabilir forma
gecirebilmektedir. C. reinhardtii toprakta yasayan bir yesil mikroalg tiiriidiir. Bu
mikroalg ve diger toprak mikroorganizmalari tarafindan salgilanan enzimler tarimsal
caligmalar i¢in 6nem tasimaktadir. Bu genlerin fonksiyonlarinin arastirilmasi 6nem
tasimaktadir.

1.1.Chlamydomonas reinhardtii ve Biyoteknolojideki Onemi

C. reinhardtii toprakta ve tath su ortamlarinda bulunan tek hiicreli bir yesil alg
(Chlorophyta) tiirtidiir (Harris vd. 2009). Molekiiler biyoloji alaninda bir¢ok biyolojik
olayin; ornek olarak fotosentez, kamg1 yapisi ve islevi, hiicre boliinmesi gibi konularin
arastirilmasinda model organizma olarak kullanilmaktadir. Son yillarda biyodizel
aragtirmalarinda da kullanilmistir (Wang vd. 2009). C. reinhardtii besin eksikligine
toleransinin arastirilmasinda da model organizma olarak kullanilmaktadir. C. reinhardtii
demir (Fe), azot (N), fosfor (P) ve siilfiir (S) eksikligi dahil olmak iizere, besin
yoksunlugu altinda fotosentetik 6karyotlarin tepkilerini aragtirmak i¢in gii¢lii bir model
organizma olmustur (Gonzalez-Ballester vd. 2010; Aksoy vd. 2013). Bu organizma
besin eksikligi altinda hiicre disina enzimler salgilayarak alinamaz formdaki besin
maddelerini alinabilir hale getirebilmektedir; siilfat eksikligi altinda arilsiilfataz (ARS)
ve fosfat eksikligi altinda alkalin fosfataz (PHOX) gibi (Quisel vd. 1996; Moseley vd.
2009; Aksoy vd. 2014). Bu enzim aktivitelerinden dolay1 biyogiibre olarak kullanilma
potansiyeli bulunmaktadir.

C. reinhardtii tarimda kullanilan kimyasal giibreler ile birlikte kullanilarak daha
ucuz ve cevre sagligina zarar vermeyen bir uygulama olabilir. Ancak diinyada ve
tilkemizde mikroalglerin biyogiibre olarak kullanilmasi bakteriler ile ilgili yapilan
caligmalarla karsilastirilinca sinirli sayida ve dar kapsamlidir. Daha 6nce yapilan
caligmalarda Chlorophyta iiyesi olan yiiksek protein igerigine sahip Chlorella vulgaris
biyogiibre olarak kullanmilmis ve basarili olmustur (Ozdemir 2014; Ozdemir vd. 2016;
Tung 2015). C. reinhartii bu alanda calisilmamis olup C. vulgaris 'ten daha basarili
olacagi disiiniilmektedir. Dolayisiyla model organizma olmasimna ilaveten ziraatte
kendisi direk biyogiibre olarak da kullanilabilir.
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2. KAYNAK TARAMASI

2.1. Chlamydomonas reinhardtii’ nin Taksonomisi ve Hiicresel Yapisi

+ Domain: Eukaryota

% Alem: Plantae

¢ Sube: Chlorophyta

+« Smif: Chlorophyceae

¢ Takim: Chlamydomonadales

% Aile: Chlamydomonadaceae

+¢ Cins: Chlamydomonas Ehrenberg

X/

s Tiir: Chlamydomonas reinhardtii

Chlamydomonas tuzlu ve tath sularda yasayabilen yaklagik 500 tiiri olan tek
hiicreli hareketli mikroalglerdir. Hiicreleri genel olarak oval, kiiresel yada diktortgen
sekilli olabilir. Chlamydomanas tiirlerinin ¢evresel degisikliklere adaptasyonlari yiiksek
olup farkli ortamlara hizlica alisip yasamlarini siirdiirebilirler. Laboratuvarlarda hizli ve
maliyeti diislik besi ortamlarinda hizli ve kolay iiretilme imkani saglarlar. ( Harris vd.
2009 ). Laboratuvar en yaygin kullanilan tiir C. reinhardtii'dir.

Sekil 2.1. C. reinhardtii nin hiicre yapisinin sematik olarak gosterimi: 1) Kamg1 ; 2)
Mitokondri; 3) Kontraktil vakuol; 4) G6z cisimcigi (eye spot); 5) Kloroplast; 6) Golgi
cisimcigi; 7) Nisasta graniilleri; 8) Pirenoid; 9) Vakuol; 10) Cekirdek; 11) Endoplazmik
retikulum; 12) Hiicre zari 13) Hiicre duvannt  belirtilmektedir  (
http://cellimagelibrary.org/images/CIL._37252 17.02.21)

Glinlimiize ait C. reinhardtii ana laboratuvar suslarinin, 1945'te Gilbert Morgan
Smith tarafindan Amherst, Massachusetts yakinlarindaki elde edilen topraklardan
hazirlanan izolatlardan kaynaklandigi bilinmektedir (Harris 2001). C.reinhardtii tek
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hiicreli bir yesil alg (Chlorophyta) tiiriidiir. Bu algler diinyanin her yerinde, toprakta,
tath suda, okyanuslarda ve hatta dag tepelerinde karda bulunur. Bu cinsteki algler, bir
hiicre duvari, bir kloroplast, 15181 algilayan bir géze (eye spot) sahiptir ve iki 6n kamgi
sayesinde yiizebilirler. Yirminci yiizyilin ortalarinda, tek hiicreli ve genetik olarak
izlenebilir, yesil bir alg olan C. reinhardtii fotosentez, 151k algis1 ve flagella yapisi,
fonksiyonel ve biyolojik temel hiicresel siirecleri aydinlatmak i¢in model organizma
olarak gelistirilmistir. C. reinhardtii, tek karbon kaynagi olarak asetatr kullanmasi
nedeniyle Chlamydomonas'in baskin laboratuvar tiirii olarak kullanilmaktadir. Bu tiirtin
hiicreleri haploiddir ve enerji saglamak i¢in fotosentez kullanarak basit bir inorganik tuz
ortaminda biiyiiyebilir. Alternatif bir karbon kaynagi olarak asetat saglanirsa, karanlikta
da biyliyebilirler. Azottan yoksun birakildiginda, mavi 1518 varliginda, haploid
hiicreler, isojenik gametlere farklilasir. Iki ciftlesme tiirii (artz ve eksi  olarak
ifade edillen mating type), kromozom 6’da bulunan tek bir lokus (m¢) tarafindan
kontrol edilir ve Mendel kalittimi gosterir (Harris vd. 2009). Zit eslesme tiirlerinin
gametleri karistirildiginda, olumsuz cevresel kosullardan koruyan sert bir dig duvar
olusturan diploid bir zigot (zygospor) haline gelir. Kosullar diizeldiginde (ya da azot
iceren kiiltiir ortamina geri dondiiriildiiklerinde ve 151k ve su sagladiginda), diploid zigot
mayoz bolinmeye gider ve vejetatif yasam dongiisiinii siirdiiren dort haploid hiicresini
serbest birakir ( Harris vd. 2009 ). Dort farkli mayoz iriinliinii ayirmak ig¢in rutin
yontemler mevcuttur; tetrad analizlerinin yapilabiliyor olmasi C. reinhardtii’nin genetik
arastirmalarda  gliglii  bir model organizma olarak kullanilmasinin  temel
sebeplerindendir. C.reinhardtiinin eseyli ilireme dongiisi asagidaki maddelerle
Ozetlenebilir;
% Gametogenez

% Agliitinasyon
¢ Cift olusumu ve sinyal iletimi

¢ Hiicre duvarn lizisi

7

¢ Birlesme yapilarinin aktivasyonu

¢ Hiicre fiizyonu
¢ Zigospor olusumu, olgunlagmasi ve ¢imlenmesi (Harris vd. 2009).

Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda Chlorophyta iiyesi olan yiiksek protein igerigine
sahip Chlorella vulgaris kullanilmis ve basarili olmustur. C. reinhartii bu alanda
calisitimamis olup C. vulgaris’ten daha basarili olacagi diisiiniilmektedir. Ciinkii C.
reinhartii S-yetersiz ve S-tikenmis kosullar altinda arilsiilfataz (ARS) aktivitesi
gosterir. Fosfat eksikliginde ise fosfataz salgilamaktadir. Tek hiicreli yesil alg C.
reinhardtii demir, azot (N) , fosfor (P) ve S i¢in yoksunluk dahil olmak {izere, besin
yoksunlugu altinda fotosentetik dkaryotlarin tepkilerini arastirmak i¢in giiglii bir model

organizma olmustur (Aksoy vd. 2013).
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2.2. Fosfatazlar

Bitki biiyiimesi ve gelisimi ¢ok cesitli mikro ve makro besin elementleri
gerektirir ve fosfor (P) bitki biiyliimesi ve gelisimi i¢in gerekli olan temel bir makro
besin elementidir. Fosfor (P), bitki biiyiimesi i¢in gerekli olan énemli bir besindir ve
topraktaki yoOnetimi, c¢evre iizerinde minimum etkiye sahip, siirdiiriilebilir ve karh
tarimin saglanmasi igin kritik oneme sahiptir. Topraklar biiyilk miktarda toplam P
icerebilse de, bitkilerin yalnizca kii¢iik bir kism1 hemen kullanilabilir (Richardson vd.
2009 ). Oncelikle bitkiler olmak {izere tiim tarim icin énemi yiiksek olan fosforun temel
kaynag1 topraktaki fosfattir (Aydeniz 1972). Biyosferde P, ¢ogu organizma igin
inorganik fosfat ( Pi) formunda biyolojik olarak bulunur, ancak konsantrasyonu,
Ozellikle metal katyonlar1 ve organik partikiiller ile komplekslesme nedeniyle genellikle
cok smirlidir ( Bajhaiya vd. 2016). Bu sinirli kullanilabilirlikle basa ¢ikmak i¢in, bitkiler
ve mikro algler, P'nin daha iyi edinilmesini ve korunmasini kolaylastirmak ve P aglik
kosullarinda hayatta kalmaya izin vermek icin uyarlanabilir = mekanizmalar
gelistirmistir ( Moseley ve Grossman 2009 ).

Bitkiler ve fotosentetik olmayan mikroorganizmalar gibi, ¢cogu alg P-acligina
yanit olarak bir dizi fosfatazi sentezler. Mikrobiyal kokenli yiiksek seviyelerde fosfataz /
fitaz aktiviteleri rizosfer de bulunur ve bu aktivitenin ¢ogu P agligina yanit olarak
sentezlenir ( Grossman ve Aksoy 2015).

Alkalen fosfatazin da icinde bulundugu fosfomonoesterazlar, diisiik molekiil
agirhikli asit fofatazlar, yiiksek molekiil agirlikli asit fosfatazlar, protein fosfatazlar ve
mor asit fosfatazlar olmak tizere 5 gruba ayrilmistir ( Celik vd. 2017 ).

Fosfataz hidrolizi P-esterler ve c¢evreye salgilandiklarinda bitkiler ve
mikroorganizmalar tarafindan alinmasi ve asimilasyon ic¢in organik -P'den Pi'yi serbest
birakabilir. Fosfataz enzimleri bir¢cok mikroorganizma tarafindan bitki koklerinde
uretilir. Alkalen fosfatazlar (ALP) ve asit fosfatazlar ve bu enzimleri kodlayan genler
birgok organizmadan izole edilmistir. Alkalen fosfatazlar1 kodlayan genler, Arabidopsis
sucul makrofit Spirodels oligorrihiza ve bir¢ok mahsul bitkisini i¢eren bitkilerden izole
edilmis ve karakterize edilmistir (Grossman ve Aksoy 2015).

ALP enzimi (EC: 3.1.3.1) yiiksek pH’larda farkli fosfat tiirlerinin fosfat
esterlerinin hidrolizini katalizleyen hiicre zarinda bulunan glikoprotein ozellikli bir
enzimdir. Magnezyum, mangan ve kobalt gibi iyonlar alkalen fosfatazi aktive eder.
Kalsiyum ve inorganik fosfat inhibe ederken ¢inko yapisal rol oynar ( Akg¢a vd. 2010 ).

2.3. Fitazlar

Fitik asit ilk olarak 1855 ve 1856 senelerinde Hartig ve arkadaslar1 tarafindan
cesitli bitki tohumlarindan nisasta icermeyen ve kiiciik parcalar olarak izole edilmistir
(Erkan 2014). ilerleyen senelerde arastirmacilar fitik asiti kiiresel formda izole edilmis
kimyasal yapisinin karbon, fosfor ve metal iyonlarindan olustugunu ortaya ¢ikarmistir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4775146/#def3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4775146/#def5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4775146/#def3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4775146/#def3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4775146/#bib46
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4775146/#bib46
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4775146/#bib46

KAYNAK TARAMASI G.H. HAVUTCU

1987 senesinde Winterstein fitik asite ‘inositol- fosforik asit’demistir. 1968 senesinde
de TUPAC-IUB tarafindan gilinlimiizde kullanilan ¢ Miyo-inositol 1, 2, 3, 4, 5, 6,
hekzakis dihidrojen fosfat’ olarak isimlendirilmistir ( Erkan 2014).

Fitik asit (fitat) bitki hiicresinde fosforun depo seklidir. Basta bugday olmak
lizere piring, arpa, cavdar gibi tahillarda ve cesitli tohumlarda bulunan organik bir
bilesiktir.. Fitik asite miyo-inositol hekzafosforik asit (hekzafosfat) denilmektedir. Fitik
asitin giinlimiizde kabul gérmiis sekli miyo-inositol hekzafosfat yapisidir (Maga 1982).
Fitik asit merkez inositol halkasinin etrafinda bulunan 6 fosfat grubundan olusup genis
pH araliginda negatif yiiklii bir iyondur Sekil 2.2. A ve B’ de gosterilmistir ( Berikten
ve Kivang 2018 ).

Fitik asit yliksek oranda fosfor icerir ve basta baklagil ve tahillar olmak iizere fosforun
en 6nemli depo seklidir ( Sat ve Keles 2004 ). Tohumlarda bulunan fosforun % 60’ dan
fazlasinin temel kaynagi fitik asittir (Berikten ve Kivang 2018). Fitik asit bitkilerle
beslenen hayvanlarin dogal temel fosfor kaynagidir ancak inositol molekiiliinden
fosfat’1 uzaklastirilmadikga bu fosfor kullanilamaz. Uzaklastirma ise besinlerde bulunan
fosfataz yada fitaz enzimi tarafindan gergeklestirilir (Sat ve Keles 2004).

Fosfor atonu

Ousgen

karbon

Sekil 2.2. Fitik asit yapis1 A: Fitik asitin molekiiler yapis1 (Vucenik vd. 2005) B: Fitik
asitin atom yapisi ( Berikten ve Kivang 2018 ) gosterilmistir

Fitaz enzimi fitik asitten fosforu ayirmaya yarayan bir enzimdir. Gelismekte olan
iilkelerde izlenen yol, tahil ve tohumlarin fermantasyonu ile fosforun kullanim seklini
arttirmaktir. Bir¢ok bakteri fitaz enzimini aktif hale getirir. Laktik asit bakterileri tahil
ve tohumlarin fermantasyonu ile, fitat molekiilii parcalanarak minerallerin
kullanilabilirligi (biyo aktivitesini) arttirilmistir (Vucenik vd. 2005).

Fitazlar (EC 3.1.3.8./ EC 3.1.3.26 ), fitik asitten fosfomonoester baglarin1 hidrolize
eden ve inorganik ortofosfatlar1 serbest birakan enzimlerdir (Sekil 2.3.) (Erkan
2014).Fitazlarin sayis1 son yillarda giderek artmaktadir. Bir enzimin fitaz olabilmesi
icin fosfataz aktivitesi gostermesi gerekmektedir.

Fitaz enzimlerinin hepsi yapisal olarak benzer degildir ve hepsi ayn1 mekanizma ile
fosfat gruplarim fitik asitten ayirmaz ( Mullaney ve Ullah 2003).
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Sekil 2.3. Fitaz enziminin hidroliz reaksiyonu. Fitik asitin fitaz enzimi ile inositol,
fosfat ve diger elementlere hidrolizi ( Berikten ve Kivang 2018)

Fitaz enzimleri uygun pH’lara goére alkali veya asit, katalitik islevlerine gore
histidin asit fosfatazlar (HAF ), B-pervane fitazlar (BPFhy), sistein fosfatazlar (SF),
veya mor asit fosfataz (MAF) olarak dort grupta incelenmektedir.

HAF’lar fitazlarin en ¢ok bilinen grubudur. HAF’larin tiim tiyeleri hem ortak bir
aktif bolge motifi (RHGXRXP ) hem de fosfomonoesterleri hidrolize eden iki agamali
yaptya sahiptirler. Bu gruptaki fitazlarin aktif bolgesi 3 boyutlu katlanmalar esnasinda
amino asit dizisinin C ve N uclarinin bir araya gelmesiyle olusmaktadir. Bu uclar bir

adimda baglatir ( Berikten ve Kivang 2018; Erkan 2014).

B-pervane fitazlar (BPFhy) ise HAF’larin tersine substratin1 hidrolize etmek i¢in
yeni bir mekanizmaya sahip olduklar1 kesfedilmis bir fitaz sinifidir. Molekiiliin ii¢
boyutlu yapisi bes-alt1 yaprakli pervaneye benzer ve ismini buradan almistir ( Mullaney
ve Ullah 2003).

Mor asit fosfataz (MAF), biitlin iiyeleri spesifik 7 metal-ligand amino asiti
barindiran metallofosfoesteraz grubundadirlar. Bitki, hayvan, mantar ve bakterilerde
bulunan fosfataz grubudur ( Berikten ve Kivang 2018).

Sistein fosfatazlar (SF) ise , anaerobik rumen bakterisi olan Selenomonas
ruminantium’un barindirdig: fitaz sistein fitaz sinifindadir. Bu smiftaki fitazlarin temel
ozelligi aktif bolgelerinin substrat spesifikligi saglayan genis ve derin bir cep halinde
bulunmasidir. Bu cep fitik asitin fosforillenmis olan inositol gruplarini i¢ine almaktadir
( Berikten ve Kivang 2018).

2.4. Fostafaz ve Fitaz Enzimleri Hakkinda Yapilan Bazi1 Calismalar

Aydeniz 1972 yilinda bitki besin elementlerinin dnemini vurgulayarak fosfatin
tarim icin dneminden bahsetmistir. Bitkiler olmak {izere tiim tarim i¢in dnemi yliksek
olan fosforun temel kaynagi topraktaki fosfat oldugunu savunmustur (Aydeniz 1972).

Erkek ve Unlii 2003 yilinda yapmus olduklari ¢alismada son yillarda yem katki
maddelerinden olan enzimlerin hayvansal iiretimde kullanim1 giderek yayginlastigini ve
bu enzimlerden biri olan fitazin, yem hammaddelerinin yapisinda var olan ve basit
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mideli hayvanlar tarafindan yeterince yararlanilamayan fitik asidi hidrolize ederek
mineraller ile protein-amino asit ve nigastanin sindirimine olanak sagladigin
vurgulamiglardir (Erkek ve Unlu 2003). Enzim ilavesi ile yemdeki besin maddelerinden
yararlanmanin artmast ekonomik acgidan oldugu gibi hayvansal giibreden kaynaklanan
kirliliginde azalmasi1 bakimindan yararli olacagindan bahsetmislerdir. Kiimes
hayvanlarmin karma yemlerinin 6nemli bir kismini dane yemler ve kiispelerden
olusmakta ve bu yemlerdeki toplam fosforun biiyiik bir kismi1 da fitin fosforu seklinde
olup bilesigi hidrolize eden fitaz enzimi bu hayvanlarin sindirim sisteminde ¢ok az veya
hi¢ iretilmemektedir. Yem hammaddelerindeki fitin fosforundan basit mideli
hayvanlarin etkin bir sekilde yararlanamamasi nedeni ile bu besin maddesi giibre ile
disartya atilmaktadir. Bu durum ise ¢evreyi 6zellikle yer alti ve iistii su kaynaklarini
fosfor yoOniinden tehlikeli Ol¢lide zenginlestirmektedir. Ayrica hayvanlarin
degerlendiremedikleri fitin fosforu yerine karmalara inorganik fosfor kaynaklar1 ilave
edilmekte bu da iiretim maliyetlerini arttirmaktadir. Ayrica bitkisel fitatlarin
sindirilebilirliginin diisiik olusunun protein ve mineral sindirimine de olumsuz yonde
etkiledigi bilinmektedir. Mikrobiyal fitaz kaynaklarmin karmalara ilavesine dayanan
enzim teknolojisindeki gelismeler karmalardaki fitatlarin  sindirimine olanak
saglamaktadir. Yapilan calisma ile fitaz enzimi, isleyis mekanizmasi ve etlik piliglerde
baz1 mineral maddelerden yararlanmaya olan etkileri {lizerindedir. Sonug¢ olarak ise
kanatli karmalarinda kullanilan yem hammaddeleri yiiksek seviyede fitat icermekte ve
bu durum sadece fosforun yararlanilabilirligini degil fitik asitin bagladigi tiim mineral,
protein ve nisastanin yararlanilabilirligini diistirmektedir. Ancak karmalara yapilan
mikrobiyal fitaz ilavelesi fitik asitin bag kurdugu biitiin besin maddelerinden
hayvanlarin daha fazla yararlanmasina imkan saglayarak hem tiretim maliyetlerinin belli
bir dl¢iide diismesini saglamakta hem de hayvansal giibrelerden kaynaklanan fosfor
kirliliginin azalmasina yardimci olmaktadir.

Sat ve Keles 2004 yilinda yaptiklar1 calisma fitik asit ve beslenmeye etkisi
tizerinedir. Fitik asit gidalarin fonksiyonel ve besin icerigi 6zellikleri iizerinde biiyiik
onem tasimaktadir. Fitik asit gidalarda yalmz bagimsiz olarak bulunur ve farkh
bilesiklerle tiiketilmektedir. Fitatlar posa, mineraller, iz elementleri ve diger mikro
maddelerle bitkisel matriks icinde bilesik olusturmaktadir. Fitik asidin pargalanma
tiriinlerinden birka¢i mineral emilimini inhibe eden ve bazilar1 saglhiga olumlu etkisi
olan trlinlerdir. Fitik asidin kontrollii olarak parcalanmasiyla istenilen sagliga yararh
spesifik Uriinlerin olusturulmas1 fitik asidin faydali ya da =zararli etkilerinin
aydinlatilmasini saglamistir.

Deniz (2014), tarafindan yapilmis olan ¢alismada kanatli hayvanlarin rasyonlar
tizerinde fitaz enziminin etkisini arastirmistir. Kanatli hayvanlarin rasyonlar: tizerinde
biiyik oranda bitkisel kokenli yem  maddelerinden olustugunu ve yem
maddelerindeki toplam fosforun o©nemli bir bolimii (% 60-80) kanatli hayvanlar
tarafindan yeterince yararlanilamayan fitik asite bagl fitat fosforu formundadir.
Fitik asit fosforundan yararlanma, fitatlarin kaynagi, kanatlimin yasi, rasyondaki
kalsiyum ve vitamin D3 diizeylerine bagli olarak % 0-50 oranlar1 arasinda degiskenlik
gosterebilmektedir. Fitik asit giiclii selat olusturma 6zelligi sayesinde; fosforun yaninda
yem maddelerindeki onemli besinleri de (kalsiyum, ¢inko, bakir) baglayarak, bu
maddelerin kanath hayvanlar tarafindan kullanimimi azaltmakta ya da tamamen
engel olmaktadir. Fitik asit ayrica yem maddelerindeki protein ve karbonhidratlar: da
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baglayarak kanatlinin bu besin maddelerinden yararlanmasini azaltmaktadir. Hem
endojen hem de eksojen kaynakli fitaz enzimi; fitatlar1 inositol ve inorganik fosfora
ayirarak, fitatlarin antinutrisyonel islevini ortadan kaldirmaktadir. Endojen fitaz
enziminin konsantrasyonu gen¢ kanatli hayvanlarda diisiik olup, yasli kanath
hayvanlarda ise enzim aktivitesinde artis olmaktadir. Eksojen kaynakli fitaz
enziminin rasyonlara ilavesiyle; fitik asite bagli fosfor, kalsiyum ve c¢inko gibi
mineraller ile protein, amino asitler ve nisasta sindirilebilirliginde olusan artiglar
kanatl performansinda iyilesme saglamigtir. Ayrica eksojen fitaz eklenmesi ile,
mineral maddelerin biyoyararlanimlarin da artis saglanarak kanatli giibresindeki
seviyeleri disiirilmekte ve bdylece c¢evre kirliliginin Onlenmesine katkida
bulunulmaktadir .

Strenkert ve arkadaglar1 2019 yilinda C. reinhardtii'in yasaminda bir giin
boyunca molekiiler olaylar1 incelemislerdir. C.reinhardtii, karanlik anoksik kosullar
altinda fotosentez, fermantasyon ve diger anaerobik kosullar1 incelemek i¢in 6nemli bir
modeldir. Subproteomik analizlerle dogrulanan ve pigment Olgiimleri, segilen
metabolitler ve fizyolojik parametrelerle eslestirilen bir giinliikk transkriptom
tretmisglerdir. Alg genomunun c¢ogunlugunun giin boyunca farkli bir sekilde ifade
edildigini ve belirli genlerin zamanlamasinin biyolojik islevleri tarafindan belirlendigini
bildirmislerdir. Nisastadan tiiretilen glikolitik piruvatin tercih edilen metabolik yolunun
solunum  yerine fermantasyon oldugunu da  kesfetmislerdir.  Bulgular
arasinda C.reinhardtii, gece giindlize gore daha diisiik solunum aktivitesi gostermistir.

Pek ¢ok oOkaryotik mikroalg, biiyiik ol¢lide depolama metaboliti biyosentezini
indiikleyen fosfor (P ) aclig1 gibi besin streslerine yanit olarak metabolizmalarini
degistirir, ancak bu yanit1 diizenleyen genetik mekanizmalar tam olarak
anlasilamamistir. Bajhaiya ve arkadaglar1 (2016) yaptiklar ¢alismada Pi Aghik Yaniti
1 (PSR1) transkripsiyon faktoriinden yoksun bir Chlamydomonas
reinhardtii mutantinda P acligiyla indiiklenen lipid ve nigasta birikiminin inhibe
edildigini gostermektedirler. Transkriptomik analiz, P a¢ligi ile indiiklenen ancak psr/
mutantinin  metabolizma transkriptlerini belirlemislerdir.  Bunlar, nisasta ve
triasilgliserol sentezi icin transkriptleri ve ayn1 zamanda fotosentez-, redoks- ve stres
sinyaliyle 1iligkili proteinler i¢in transkriptleri igerir. Ayrica lipid ve nisasta
metabolizmasini  diizenleyen PSRI1 roliinii incelemek i¢in, PSR/ de tamamlama
hatlar1 psrl stres ve PSRI bir hiicre duvar1 eksikligi susunda asir1  hatlan
tretilmistir. PSR ekspresyonu psr/ hatlarinin bagli kurtarmak icin islevsel oldugu
gosterilmistir. PSRI asir1 ekspresyon ¢izgileri, artan nisasta icerigi ve hiicre basina
nisasta graniilii sayis1 sergilemis; bu, spesifik nigasta metabolizmasi genlerinin daha
yiiksek ekspresyonu, ancak azaltilmis notr lipit icerigi ile baglantilidir. Ayrica bu
fenotip, asetat varliginda ve yoklugunda tutarliydi. Bu sonuglar birlikte, kiiresel
metabolizmada anahtar bir transkripsiyonel diizenleyiciyi tamimlar ve nisasta
biyosentezini modiile etmek i¢in mikroalglerde transkripsiyon miihendisligini
gostermektedir. Genel olarak bakildiginda bu wveriler, P aghik kosullar altinda
indiiklenen birincil metabolizma genlerinin bir alt kiimesinin, PSR1 tarafindan
transkripsiyonel olarak diizenlendigini gostermektedir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Biyoinformatik Analizler
3.1.1. Fosfataz ve fitaz proteinlerin domain analizi

Fosfataz ve fitaz proteinlerinin domain bdlgelerini belirlemek amaci ile Smart ve
Pfam veri tabanlar1 kullanilmistir. Pfam, protein dizisi ailelerinin bir veri tabanidir. Her
Pfam ailesi, Hidden Markov (Sakli Markov Modeli) modeli olarak bilinen istatistiksel
bir modelle temsil edilir (Punta vd. 2012).

Smart veri tabaninda ise bu proteinlerin TM (trans membran) domaininin var olup
olmadigina bakilmistir ( Letunic vd. 2012).

3.1.2. Hiicre ici lokalizasyon analizi

Predalgo biyoinformatik veri tabani kullanilarak proteinlerin hiicre igindeki
yerleri belirlenmek amaglanmistir. Protein dizilimi Phytozome veri tabaninindan alinip
Predalgo veri tabanina fasta formatinda yiiklenmistir (Tardif vd. 2012).

3.1.3. Molekiiler agirhk analizi

Expasy veri tabaninda bulunan Compute pl/Mw araci kullanilarak molekiiler
agirhiklar ve izoelektrik noktasinin teorik degerleri tespit edilmistir
(https://web.expasy.org/compute pi/ )

3.1.4. Signal peptid analizi

Phobius ve SignalP veri tabanlar kullanilarak proteinlerin signal peptid dizileri
tespit edilmistir ( Kall vd. 2007 ; Armenteros vd. 2009 ).

3.1.5. MPA (Metallofosfoesteraz) proteinlerinin motif analizi ve hizalama analizi

Klabunde ve arkadaslarinin yapmis oldugu calisma referans alinarak mor asit
fosfataz enzimine ait olan GNHE/GNHD motifi MPA genlerinin peptid dizisinde
taranmistir. Bulunan sonuglar Clustal W veri tabani kullanilarak MPA motifleri
hizalanmistir.

3.1.6. Molekiiler filogenetik analizi

Filogenetik aga¢ analizi i¢in Clustal W veri tabani kullanilarak yapilmistir.
(https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw ).

3.2. Hiicre Kiiltiirii ve Hiicrelerin Fosfat Achigina Maruz Birakilmasi

C. reinhardtii hiicreleri stvi TAP besi yerinde 2-4 X 10° hiicre/mL yogunluga ulasacak
sekilde calkalayici iizerinde oda sicaklhiginda tretilmistir. Bu kiiltiirden steril kabin
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icerisinde 20 mL alarak santrifiij edilmis ve peletteki hiicrelere 500 pl Trizol
(kullanilan izolasyon yontemine bagh olan lizis tamponu degisiklik gosterebilir) eklenip
-80 C°’de RNA izolasyonu i¢in saklanmigtir ( Sekil 3.1.). TAP s1vi besi ortaminin geri
kalan kismi da santrifiij edilip, TAP sivi besi yeri atildiktan sonra ayni1 hacimde fosfat
icermeyen besi yeri eklenmistir. Fosfat icermeyen besi yerinin hiicrelere eklendigi
zaman not edilmistir ve bu zamandan sonra degisik araliklarla (24 h, 48 h ve 7 giin)
kiiltirden yukarida agiklandigi sekilde ornek alinip c¢oktiiriiliip ependorf tiiplere
alindiktan sonra iizerine kullanilacak olan RNA izolasyon yontemine bagli olarak lizis
tamponu eklenip hiicreler -80 C°’de RNA izolasyonu i¢in saklanmistir (Sekil 3.2.).

Sekil 3.1. Hiicre Kiiltiirii TAP besi ortamindan alinan 6rnekler a: Calismada yabanil tip
CC -124 susu kullanilmistir; b: 50 ml’lik TAP siv1 besi ortaminda hiicre kiiltiiriiniin
baslatilmasi; ¢: Hiicrelerin biiytimesi d: Hiicre sayimi sonucuna bagli olarak 50 ml’lik
kiiltiirden 150 ml’lik kiiltlir baglatilmasi e: Hiicrelerin biiyiimesi f: 150 ml’lik TAP siv1
besi ortamindan alinmis ornekler; g: TAP sivi besi ortamindan alinan Orneklerin
coktiirtilmesi ile elde edilen peletler

Sekil 3.2. Fosfat acliginin baslatilamasi ve Orneklerin toplanmasi. a: TAP sivi besi
ortamindan Ornekler alindiktan sonra kiiltiiriin geri kalan kismi b:TAP sivi besi
ortamimin falkon tiiplerde Fosfat icermeyen TAP sivi besi ortami ile yikanmasi ec:
Yikanan hiicrelerin yeni erlene aktarilmasi ve biiyiitiilmesi d: 24 saat sonunda Fosfat
icermeyen besi ortamindan Ornek alinmasi ve c¢oOktiiriilmesi e: 48 saat sonundaki
hiicreler f: 6rnek alinip ¢oktiirilmesi g: Coktiiriilen hiicrelerin peletlerinin ependorf
tiiplere alinip izolasyon yontemine bagli olarak kullanilacak lizis tamponun eklenip -80
‘ne birakilmasi

3.2.1.Hiicre sayimmi

Thoma tip hemositometre ile hiicrelerinin sayimmi yapilmistir. Gelistirilmis tip
saymm kamerast 0,1 mm derinlikte ve 9 adet 1 mm?’lik kare alan1 bulunmaktadir.
Thoma lammin merkezinde 16 biiyiik kare alanina ve her bir kare 25 kiiciik kare
alanina boliinmiistiir. Merkezdeki 25 biiylik karedeki hiicrelerin sayimi yapilmistir.
Sayim lamlari, ornekler thoma lamina konulmadan 6nce %70 etil alkol ile iyice
temizlenmis ve kurutulmus, daha sonra, Orneklerin sayimi yapilarak, gerekli
hesaplamalarla hiicre sayis1 tespit edilmistir. Hesaplama sekli; her bir kiiltiirden alinan
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orneklerin thoma laminda alt ve iist kismin sayilarak bulunan degerlerin aritmetik
ortalamasi ile seyreltme faktdrii ve 10* carpma islemi yapilmasi ile bulunan deger
ortalama hiicre sayisin1 vermektedir. Bulunan deger 10° cevrilerek mililitrede bulunan
hiicre sayisi tespit edilmistir.

3.2.2. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan TAP besi yeri icerigi ve soliisyonlar

Bu tez calismasinda kiiltlir ortami olarak Tris Asetat Fosfat (TAP) besi yeri sivi
formu ve fosfat icermeyen TAP sivi formu kullanilmistir.

Besi yeri hazirlanirken;
Tartim |:> Kaba aktarma |:>C62iind1’irme —» Sterilizasyon seklinde yol izlenmistir.

Cizelge 3.1. 1 L icin TAP ortami (nihai pH'1 7.0'a ayarlayin)

IM Tris bazi 242 gr
Fosfat Tampon 11 1.0 ml
Solution A 10.0 ml

Hutner'in eser elementleri 1.0 ml

Buzul asetik asit 1.0 ml

TAP s1v1 besi yerinin hazirlanisi: Cizelge 3.1 de verilen TAP besi yeri 1L°1ik
otoklavlanabilir cam siselerde hazirlanmistir. Besi yeri hazirlanmasinda her kimyasal
ayr1 ayri tartim kabi kullanilarak hassas terazide tartilmigtir. 1 L’lik meziire 500 ml
distile su eklenmistir. Mezilirden 1L’lik otoklavlanabilir siseye bosaltilarak soliisyon
tyice kangtirtlmistir. Distile su ile 1 L’ye tamamlanmis ve besi yeri 20 dakika 121°C’de
otoklavlanmigtir. Otoklav islemi bittikten sonra besi yeri oda sicakliginda muhafaza
edilmistir.

Cizelge 3.2. Fosfat igermeyen TAP siv1 besi ortami

IM Tris baz1 242 gr
1.5M KCL 1.0 ml
Soliisyon A 10.0 ml

Hutner'in eser elementleri 1.0 ml

Buzul asetik asit 1.0 ml

12
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Fosfat igermeyen s1vi besi yerinin hazirlanisi: fosfat icermeyen TAP besi yeri i¢in
Cizelge 3. 2 de verilen fosfat icermeyen TAP besi yeri 1L’lik otoklavlanabilir cam sise
de hazirlanmistir. Besi yeri igerisinde yer alan her kimyasal i¢in farkli tartim kabi
kullanilarak hassas terazide tartilmigtir. 1 L’lik meziire 500 ml distile su eklenmis ve
1L’lik otoklavlanabilir siseye aktarilmistir. Ayrica karisim homojen oluncaya kadar
karigtirilmistir. Distile su ile 1 L’ ye tamamlandiktan sonra 20 dakika 121 °C’de
otoklavlanmistir. Otoklav sonrasi besi yeri oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

Fosfat Tampon II ( 100 ml icin )

K>HPO4 10.8 g

KH>PO4 56¢

Fosfat tamponu hazirlamak i¢in hassas terazide KxHPO4?’dan 10.8 g ve KH,POs ise 5.6
g tartilarak son hacim 100 ml olacak sekilde dH>O eklenmistir ve soliisyon homojen
oluncaya kadar karistirilmistir. Soliisyon 15 dakika 121°C’de otoklavlanmistir.

Soliisyon A (500 ml i¢in )

NH4C1 20g
MgSO4+7H-0 5¢g
CaCly*2H,0O 25¢g

Hassas terazide NH4Cl’den 20 g, MgS04.7H20’ dan 5 g ve CaCl..2H2O’ den 2.5 g
tartilarak 500 ml olacak sekilde dH>O eklenmistir ve soliisyon homojen oluncaya kadar
karistirilmistir. Soliisyon 15 dakika 121°C’de otoklavlanmistir.

IM Tris-HCI (250 ml): 30,27 g Tris tartildi, 200 ml distile su ile ¢ozdiiriildii. HCI ile
pH 7,5 degerine ayarlandi ve dH>O su ile hacim 250 L tamamlandi. Soliisyon 15 dakika
121°C’de otoklavlanmaistir.

0.5M EDTA (250 ml): EDTA.2Na.2H>O ‘den 46.5 g tartildi ve 150 ml distile su ile
¢ozdiirtildii. NaOH ile pH’s1 8 degerine ayarlandi ve dH>O ile hacim 250 ml ayarlandi.

TAE tamponu (50X): Hassas terazide 242 g Tris tartildi. 57.1 ml Asetik Asit ve 100 ml
0.5M ETDA (pH:8) eklendi. dH2O ile 1 L tamamland:1 ve soliisyon homojen oluncaya
kadar karistirildu.

TAE tamponu (1X): 20 ml 50X TAE stok ¢ozeltisinden alinarak 980 ml distile su 1L
tamamlandi.

Primerler (100 pM): Oncelikle primerler iiretici firmanin direktiflerine uyularak
DNase RNase-free su kullanilarak 100 pM’a sulandirildi. Daha sonra 30 dk buz
izerinde inkiibe edildi ve vortekslendi. Forward (F) ve Revers (R) primerden 10 uM
(100 uM’lik ana stok cozeltisinden 5 pl alinip lizerine 45 ul DNase RNase-free su
eklendi) ara stok olusturuldu ve bu ara stoktan kullanilmistir.
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3.3. RNA izolasyonu ve Kuantifikasyonu:

RNA’y1 saf elde etmek igin 2 farkli protokol birlestirilerek izolasyon yapilmstir. ilk
olarak Trizol Reagent (Invitrogen) protokolii kullanilmustir.

Protokol basamaklari;

TAP, 24 saat fosfatsiz ve 48 saat fosfatsiz ve 7.giin fosfatsiz besi yerlerinden alinan
ornekler ependorf tiipte ¢oktiiriilmiis, tizerlerine 500 pl Trizol eklenmis ve -20’ye
birakilmistir.

-80’den ¢ikan ornekler 5 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir.

Hiicrelere 100 ul kloroform eklendi ve tiipler alt tist yapilmustir.

2-3 dk inkiibasyona birakilmistir.

15dk,4°C, 12.000 g’ de santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasi olusan faz ayrimindan en ustteki seffaf sivi alinarak yeni bir tiipe
aktarilmastir.

* Ealiadi A Al

6. Alinan seffaf stvinin iizerine 200 pl isopropanal eklendi, tiipler alt {ist yapilmistir.

7. 10 dk od sicakliginda inkiibasyona birakilmistir.

8. 10dk, 4 °C, 12.000 g’ de santrifiij edilmistir.

9. Santrifiij sonrasi iist sivi dokiildii ve pellet kaldi.

10. Pellete 500 pul % 75’lik ethanol eklenmistir.

11.5 dk, 4 °C, 7.500 g’de santrifiij yapild1 ve iist sivi dokiiliip pellet kaldi tiipte.

12. Pelet kurutuldu ve kurudugundan emin olunduktan sonra iizerine DNase/RNase free
dH>0O’ dan eklenmistir.

13. Buz tizerinde 1 saat bekletilmistir.

Trizol Reagent protokolii ile RNA elde edildikten sonra QIAGEN markasinin RNesay®
mini kiti kullanilmistir.

1. Trizol metodu ile elde ettigimiz RNA’lar1 100 pl hacimde olacak sekilde RNAse
icermeyen su ilave edilmistir.

2. 100 pl hacimde ki tiiplere 350 pul RLT tampon eklenmis ve karigtirilmistir.

250 pl ethanol (%96-100) eklenmis ve pipetaj yapilarak karistirilmistir.

. 700 pl hacimce ulagan 6rnegi RNAse mini dondiirme kolona aktarilmis ve 15 saniye

8000 g’ de santrifiij edilmistir.

5. Santrifiij sonrast s1vi dokiilmiis spin kolon kullanilmaya devam edilmistir.

6. gDNA uzaklastirma (DNA digestion) islemi yapilmistir. Bunun i¢in karigim
hazirlanmastir.

> W

7. 10 ul DNAse I ve 70 pul RDD tamponu gereklidir ve bu sadece bir 6rnek icin
gecerlidir. Kag tane 6rnegimiz varsa bu degerler 6rnek sayist ile ¢arpilir.

8. Kolona 350 ul RW1 tamponu eklenmis ve 30 saniye 8000 g’ de santrifiij edilmistir.

9. Hazirlanan karisimdan 80 pl her tiipe eklenmis ve 15 dakika oda sicakliginda
beklenmistir.
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10. Daha sonra tizerine 350 ul RW1 tamponu eklenmis 30 saniye 8000 g’ de santrifiij
edilmistir.

11. Santrifiij sonrast sivi dokiilmiis ve dondiirme kolona 500 pl RPE tampon eklenip 30
saniye 8000 g’ de santrifiij edilmistir.

12. 2. defa kolona 500 ul RPE tamponu eklenip santrifiij siiresi 2 dakika uzatilmistir ve
santrifiij sonrasi s1v1 dokiillip 1 dakika santrifiij edilmistir.

13. Kolon 1.5 ml’lik toplama tiipiine aktarilmis ve 30-50 pul arasinda RNAse igermeyen
su eklenmis ve 1 dakika 8000 g’de santrifiij edilmistir.

14. Santrifiij islemi bittikten sonra kolonlar tiiplerin {izerinden alinarak tiiplerin
kapaklar1 kapatildi. RNA muhafaza edilmek amaciyla -80°C’ye kaldirildi.
RNA’larin kantitatif analizi ise NanoDrop kullanilarak yapilmstir.

3.3.1. RNA Kkalitesinin agaroz jel ile kontrol edilmesi

RNA izolasyonu tamamlandiktan sonra jelde yiiriitiildii. RNA’ nin yiiriitiilecegi
agaroz jel tanki, taraklar ve kullanilan biitiin malzemeler 6zenle yikanmis ve saf sudan
gecirilmistir.

Kullanilacak olan agaroz jel yeni hazirlanmistir. Jel tabakasina kuyucuklarin olusmasi
icin jel taragi yerlestirildi. 250 ml’lik erlene yiizde kaglik agaroz kullanilacak ise o
miktarda hassas terazi kullanilarak tartildi. Agaroz, yeni hazirlanmig 1X TAE tampon
icinde ¢oziindiikten sonra yaklagik 50 °C sicakliga diistiiglinde 2 pl etidyum bromiir
ilave edildi ve karistirildi elde edilen bu karisim jel tabakasina dokiilerek katilagsmasi
beklendi. Jel katilagtiktan sonra taragi olusan kuyucuklara zarar vermeyecek sekilde
yavag¢a ve dikkatlice ¢ikartildiktan sonra jel elektroforez tankina yerlestirildi. Yeni
hazirlanmis 1X TAE tamponu jelin {izerini tamamen Ortiinceye kadar tanka aktarildi.

4 ul RNA c¢ozeltilerinin tizerine 2 pl yiikleme boyasi eklendi. Bu RNA karisimi 6 pl
olarak jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Ik ya da son kuyucuga referans olarak 2 pl (1/5
seyreltilmis sekli) 1kb DNA laderinin tlizerine 2 pl yiikleme boyast eklenerek 2 pl
yiiklendi.

3.3.2. RNA miktarmin Nanodrop ile belirlenmesi

Izole edilen RNA’larin miktarlarinin belirlenmesi amaciyla spektrofotometrik
olglim yapmak igin NanoDrop cihazi kullanildi. ilk énce cihaz 1 pl distile su ile
temizlendi. Daha sonrasinda RNA’nin ¢6ziilmiis oldugu RNase igermeyen sudan 1ul
alinarak dlgiim degeri sifirland1. Izole edilen RNA’dan (1:10 dilusyon) 1 pl alinarak
230, 260 ve 280nm dalga boyunda 6l¢iim yapildi.

3.4. Revers Transkripsiyon (RT) ile cDNA Elde Edilmesi

Total RNA’lardan cDNA sentezi i¢in OneScript® Plus cDNA Sentez kiti (ABM
Kat. No: 13485 ) kullanilmistir. Asagida belirtilen maddelerdeki reaksiyon yapilarak
cDNA sentezi yapilmistir. Bu maddeler;

1. Niikleaz icermeyen 1.5 ml mikro santrifiij tiiplerine toplamda RNA hacmi 1 ng -2
ug/rxn olacak sekilde hesaplandi ve gerekli miktarlarda RNA eklendi.
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PN

*X

Daha sonra 1 ul (10uM) Rastgele primer eklendi ve tizerine 1 pl (10 mM) dNTPs
karisgimi eklenmistir. Toplam hacim 14.5 pul tamamlayacak sekilde ddH20
eklenmistir.

. Hazirlanan mikro santrifiij tlipleri 15 dk 65 °C PZR cihazinda inkiibe edilmistir.

Inkiibe edildikten sonra 1 dk buzun iizerinde bekletilmistir.

Santrifiij islemi bittikten sonra tiiplerin igerisine 4 pl 5X RT tamponu, 0.5 pl
RNaseOFF Riboniikleaz Inhibitorii (40 U/ul), 1 pl OneScript® Plus RTase (200
U/ul) eklenmistir. Eklendikten sona tiipler yavas bir sekilde parmak ucuyla
karigtirilmistir.

Tiplerin toplam hacmi 20 pl oldu.

Daha sonra kisa siireli bir santrifiij yapilmistir.

Rastgele Primerler kullandigimiz i¢in tiipii 25 ° C'de 10 dakika inkiibe edilmistir.
Tiipleri 50 © C'de 15 dakika (qPCR i¢in) veya 50 dakika (PZR i¢in) inkiibe ederek
cDNA sentezini ger¢eklestirilir.

Tiipler 50 dk 50 °C PZR’ da inkiibe edilmistir. Karisim 5 dk 85 °C isitilarak
reaksiyon durdurulmustur.

10. Elde edilen cDNA -20 °C muhafaza edilmistir.

3.5. Primer Dizaym

Primer3 programi kullanilarak her bir gen i¢in ekzon bdlgesine baglanacak
sekilde ikiser cift primer dizayn edilmistir. Primerler 100-250 bp biiyiikliikte {iriin
olusturacak sekilde dizayn edildi.

Cizelge 3.3. PZR’da kullanilan primerler

Gen Primer Adi Baz Dizilimi Amplikon
Uzunlugu

qPHOX-E24F TGACTACGACGACATGACCC

PHOX qPHOX-E25R GGCGCTCCACATCCACAG 116 bp
qPHOI1-E7F TGAGTACGTTGCCATTCCCT

PHO1 qPHO1-E8R CAGATGGACTTGATGCGCTC 120 bp
qPHOD-E17F ATCTACCTGGCCATTGACGG

PHOD qPHOD-EI18R GATGGAGGTGTAGCGATCGA 123 bp
qMPA1-E7F AGCTACGACTTCATCCACCC

MPAI gqMPA1-E8R ATGGGGATGTGGGTGAAGG 113 bp
qMPA2-E8F ATCGAGGACCTGCTGCTG

MPA2 qMPA2-E9R CTCCTCCACGCACTTGTTG 105 bp
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Cizelge 3.3.” iin devami

qMPA6-ESF GCATTGAGCGGCTAAACAGT

MPA6 qMPA6-E6R GTTCCACATCACGCTGTTGG 119bp
qMPAS-E11F CGAGTGCGGTATACCCTTTG

MPAS qMPAS-E12R CTCCGTGCTGTACTGTAGGA 112 bp
qMPA9-E18F ACCTCATGTCCGACACGTC

MPA9 qMPA9-E19R TTTGCTCGTGTGGTTTAGGC 163 bp
qMPA10-E7F AAGGGCCACGAGTGATTACA

MPA10 qMPA10-E4R GTGAGCCAAAGATGCGGTAC 135 bp
qMPA11-E9F GGTGATCTTGGTGGGAGACA

MPAL11 qMPAI11-E11R AGTTGGTGGGGAAGGAGAAG 233 bp
qMPA12-E8F CGTAATGGCCGTGTTCTCTG

MPA12 qMPA12-E9R AGTTGTCTGAGTCGTAGCGG 107 bp
qMPA13-E15F CTCACTCGCGACCTCAGTT

MPA13 qMPA13-3utrR CACGTGGGTTTATGTTCGCA 242 bp

qCBLP-F1 CTTCTCGCCCATGACCAC
CBLP qCBLP-R1 CCCACCAGGTTGTTCTTCAG 105 bp

3.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

cDNA’nin amplifikasyonu gergeklestirmek i¢in polimeraz zincir reaksiyonu

asagidaki sekilde yapilmistir. PZR reaksiyonu icin AMPLIQON (Kat.No/A331703) kiti
kullanilmistir. Her 6rnek, asagidaki Cizelge 3. 4° de gosterildigi sekilde hazirlanmistir.
Hazirlanilan bu karisim o6rnek sayist kadar PZR tiiplerine 18 pl olacak sekilde
dagitilmistir ve her bir 6rnegin cDNA’ s1 ayr1 PZR tiiplerine 2 pl olarak eklenmistir.

RT-PZR kosullar1 Cizelge 3. 5 *de belirtilen degerlerde ayarlanmstir.
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Cizelge 3.4. RT-PZR bilesenleri

Bilesenler Miktar
2x Master mix 10 ul
Left Primer (10uM) 1.6 ul
Right Primer (10uM) 1.6 ul
cDNA 2 ul
H>O 4.8 ul
Toplam 20 pl

Cizelge 3.5. RT-PZR analizi protokolii

Basamak Sicaklik (TM) Siire Dongii Sayisi
1 95°C 15 dk 1
2 95°C 30s 35
3 55°C 30s 35
4 72 °C 20s 35
34 defa 2.
Basamaga git
Son uzatma 72 °C 20s 1
12 °C 0
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Sekil 3.3. RT-PZR ve PZR analiz ¢aligmasi

3.7. PZR ve RT-PZR Uriinlerinin Agoroz Jelde Yiiriitiilmesi

Agaroz jel hazirlama: PZR islemi yapildiktan sonra olusan PZR firiinleri asagidaki
aciklamalara gore ylriitiilmiistiir. Jel tabakasina kuyucuklarin olusmasi igin jel taragi
yerlestirimistir. 250 ml ‘lik erlenmayere 3 g agaroz, 100 ml 1 X TAE tamponu igine
eklenmis, mikrodalga firinda hafif hafif 1sitilarak ve karistirilarak agarozun tamamen
coziinmesi saglandi ve bdylece %3’liik agaroz jel hazirlanmis oldu. Agaroz, tampon
icinde ¢Oziindiikten sonra yaklagik 50 °C sicakliga diistiiglinde 1,5-2 ul etidyum bromiir
ilave edildi ve karistirildi elde edilen bu homojen karisim jel tabakasina dokiilerek
polimerlesmesi beklendi. Jel polimerlesmesi tamamen gerceklestikten sonra taragi
olusan kuyucuklara zarar vermeyecek sekilde ortamdan dikkatlice uzaklastirild1 ve jel
elektroforez tankina yerlestirildi. 1X TAE tamponu jelin iizerini tamamen Ortiinceye
kadar tanka aktarildi.

Hazirlanan %3’liik agaroz jel, i¢ci 1X TAE tamponuyla doldurulmus olan tanka
yerlestirildi. PZR veya RT PZR irilinlerinden 6 pl alinarak jeldeki kuyucuklara
yiiklendi. Referans olarak son kuyucuga 3 pl (1/5 seyreltilmis sekli) 1kb ve 50 bp DNA
Laderin iizerine 2 pl yiikleme tamponu eklenerek 5 pl yiiklendi. Ornekler tamamen
acilana kadar 150V da yiiriitiilm{istiir.
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3.8. Tez Calismasinda Kullanilan Cihazlar

Tez calismasi icin kullanilan cihazlar Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji
Boliimii’niin arastirma laboratuvart imkanlariyla gergeklestirilmistir. Kullanilan cihaz

ve ekipmanlarin bilgileri ve kullanim amaglar1 Cizelge 3.6. > da gosterilmistir.

Cizelge 3.6. Cihaz listesi ve kullanim amaglari

Cihaz Marka Model Kullanim Amaglari
Santrifiij Isolab/FY2405000 | RNA izolasyonu asamalarinda  Orneklerin
coktiiriilmesini saglamak

Hassas KERNPLJ / 700- | Besi yeri ve soliisyonlarin hazirlanmasindaki

terazi 3CM sarf malzemelerin tartilmasi

Otoklav Autoclave / 23X- | Besi yeri ve kullanilan  ekipmanlarin
500E sterilizasyonu

Mikro Vestel / MD 20 | Agaroz jellin hazirlanmasinda

Dalga DB

Is1ik Primovert Zeiss Hiicre sayim1

Mikroskobu

Nano Drop | Thermo Scientific, | RNA 6rneklerinin kalitatif tayininde
Waltham, MA)

Vorteks DragonLab / MX- | RNA izolasyonu sirasinda tiiplerin karigtirilmasi
S

Jel Minilumi, DNR | RNA izolasyonun, PZR ve RT iirlinlerinin jelde

goriintiileme | Bio-Imaging goriintlilenmesi  ve  bilgisayar  ortamina
Systems aktarilmasi

Laminar Tez San / 14-1490 | Hiicre kiiltiirliniin baslatilmasi,6rnek alimi1 ve

Flow fosfat acliginin bagslatilmasi

PZR BIO-RAD / T100 | Gen boélgelerinin ¢ogaltiimasi

Calkalayic1 | Ruiwell / MPS-10 | Sivt hiicre kiiltiirlinlin biiyiitiilmesinde
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1.Biyonformatik Analiz Sonuclar

4.1.1.Fosfataz ve fitaz (Metallofosfoesteraz) oldugu diisiiniilen proteinlerin domain
analizi

Bir domain, protein dizisinin ve protein zincirinden bagimsiz olarak islev
gorebilen, gelisebilen ve proteinin tigiinciil yapisinin olugsmasinda rol alan korunmus
parcalardir. Korunmus olan her parga {i¢ boyutlu yapiy1 olusturur ve stabildirler. Ayrica
domainler farkli iglevlere sahip proteinler olusturmak i¢in farkli diizenleme ile yeniden
birlestirilebilirler. Genel olarak domain alanlarin uzunlugu yaklasik 50-250 amino asit
arasinda degisir (Xu ve Nussinov 1998).

PHOX e ——— R ———
PHOD — N —
PHOD2. — 1002a

Sekil 4.1. PHOX , PHOD ve Ikinci PHOD proteinlerinin domain analizi: Turuncu
elips; DUF839 domaini , Turuncu dikdortgen; PHOD- N terminal Yesil elips; alkalen
fosfataz

Smart ve Pfam analiz sonuglari PHOX proteini i¢cin DUF839 domainini
vermektedir. DUF 839 islevi bilinmeyen bir domain ailesidir.

PHOD proteini i¢in Phytozome veri tabaninda iki farkli protein sekansi
bulunmustur. Bu sekanslar analiz edildigi zaman ortak olan PHOD fosfataz domaini
olmustur ( Sekil 4.1 ). Alkalin fosfataz D (PhoD) reaksiyonu (fosfat monoester + H (2)
O = bir alkol + fosfat ) katalize eder. PhoD, fosfolipidlerin fosfatidik asit ve alkol
kisimlar1 arasindaki ester bagnin hidrolizini katalize eden Ca (2 +) - bagimh
fosfolipazdir.

[lk bulunan PHOD i¢in turuncu dikdortgen; PHOD- N terminal domaini,
Fosfolipaz D'nin (PLD) N-terminalinde bulunabilir. PLD, fosfatidik asit ve
fosfolipidlerin alkol kisimlar1 arasindaki ester bagmn hidrolizini katalize eder. Ikinci
bulunan PHOD de bu domain bdlgesi yoktur.

Phytozome veri tabanin da PHOX ve PHOI geni i¢in Alkalen fosfataz
denilmektedir. Ancak domain analizi sonucunda PHOX ve PHOI1 genlerinin Alkalen
Fosfataz domaininde yer almadigi gozlenmistir. Ayrica PHO1 proteini igin veri
tabanlarinda domain sonucu bulunamamastir.

Transmembran proteinler (TMP), hiicre zar1 membraninda gomiilmiis olarak
bulunur. TMP farkli doku ve organlara yerlesmis ve bir¢gok hayati fonksiyonu
gerceklestiren; membran tasiyicilari, membran kanallari, membran enzimleri ve
membran reseptorleri gibi ¢esitli fenotipleri bulunmaktadir (Cetin ve Tras 2015).
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Transmembran domain analiz sonuglarinda ise bazi proteinlerin transmembran domaini
bulundurdugu bazi proteinlerin ise transmembran domainlerinin bulunmadigi
goriilmistiir. Cizge 4.1°de gosterilmistir.

Mor asit fosfatazlar (PAP'ler), asidik pH optimalar1 ve TyrO'dan Felll'e yiik
transferine bagli yogun mor renkleri ile karakterize edilen, her yerde bulunan iki
cekirdekli metal iceren asit hidrolazlardir. Metal iyonlarin1 koordine eden amino asit
kalintilar1 tim PAP'larda korunur. Aktif PAP'ler, bir His N, bir His N ve bir Asn O
tarafindan koordine edilen iki degerlikli bir metal iyonuna (Fe, Zn veya Mn) ek olarak
Tyr O, bir His N ve bir Asp O2'ye koordine edilmis bir Felll iyonu igerir. Bir hidroksit
iyonu ve bir Asp O2, iki metal iyonu arasinda koprii olusturur [(PUBMED: 12440878)].
Bu enzimler, N-uglar1 [(PUBMED: 10510276)] i¢inde yliksek derecede homoloji
paylasir. Bu alan, bis (5'-niikleosil) -tetrafosfataz (apaH), niikleotidazlar, sfingomiyelin
fosfodiesterazlar ve 2'-3 'cAMP fosfodiesterazlar dahil olmak iizere cesitli
fosfoesterazlar [(PUBMED: 9685491)] araliginda bulunur (Bakteriyel SbcD veya
archaeal / maya Mrell olarak). Bu alandaki en korunmus bolgeler, metal selatlama
kalintilarinin etrafinda merkezlenir. Bu alan, mor asit fosfataz proteinlerinin C
terminalinde bulunur.

MPAL

P
MPAY g
-y

MPA4

MPAS <
MPA 6

MPAT

MPA 10 mm_—

MPA 11

MPA 12

MPA 13 ———

MPA14 —————
) ]

. )

em—

§ )

MPAS — S —

MPA © —— EE—— -
<

MPATLS

100 aa

Sekil 4.2. MPA (metallofosfoesteraz) proteinlerinin domain analizi: Mavi elips;
metallofosfoesteraz domaini, Turuncu besgen ; metallofos C domaini, Siyah altigen ;
mor asif fosfataz N terminal , Yesil diktortgen ; FN3

Sekil 4.2.” de goriildiigii gibi MPA genlerinin hepsinde metallofosfoesteraz domainleri
mevcuttur.
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MPA 1, MPA4, MPAS, MPA6, MPA7, MPA10, MPA12, MPA14, MPA15
proteinlerinin domain analiz sonucuna gore metallofosfoesteraz domaini igerirler ve
hepsinde ortaktir.

MPA 2 ve MPA 9 proteinlerinde ise metallofosfoesteraz domainine ek olarak
Sekil 4.2.” de siyah altigen ile gosterilen mor asit fosfataz N-terminalini ve turuncu
besgen ile gosterilen mor asit C —terminalini i¢erdigi goriilmektedir.

MPA 11 ve MPA 13 proteinleri metallofosfoesteraz domaini ve mor asit fosfataz
N-terminal domaini icermektedir.

MPA 8 proteinine bakildiginda ise diger proteinlerden farkli olarak FN3 domaini
icermektedir. FN3 plazma proteini olan fibronektin i¢indeki ii¢ tip dahili tekrardan
biridir. Hiicre yapismasi, hiicre morfolojisi, tromboz, hiicre gog¢ii ve embriyonik
farklilagsmada rol oynar (Antonyuk vd. 2014) . Diger molekiillerle etkilesim bolgeleri,
cesitli FN3 alanlarinda bulunan Arg-Gly-Asp (RGD) dizisi gibi kisa amino asit
uzantilart ile eslestirilmistir. 2 iplik arasindaki esnek bir dongiide bir RGD hiicre tanima
sekans1 icerir.Diger proteinlerle ortak olarak da metallofosfoesteraz domaini igerir ve
mor asit fosfataz C terminal domaini mevcuttur.

4.1.2. Fitaz oldugu diisiiniilen (Metallofosfoesteraz) proteinlerinin motif hizalama
analizi

Mor asit fosfatazlar i¢in, bir fosfoesteraz imza motifi DX [G / H] - (X) n-GDXX [Y / X]
- (X) n-GNH [E / D] mevcuttur. Biiyilkk bir mor asit fosfatazlar (PAP) , protein
fosfatazlar, diadenozin tetrafos-fazlar, eksoniikleazlar, 5'-niikleotidazlar ve diger
fosfomonoesterazlarin sekanslar1 dahil olmak {izere fosfoesteraz motifini igerir.
Karakterize edilen PAP'ler, aktif bolgede bir Fe (III) -Fe (II) merkezi igeren yaklasik
35.000 Da'lik bir molekiiler kiitleye sahip monomerik proteinlerdir ( Klabunde vd.
1996).
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Motif A Motif B

DX(G/H-(¥)n- GDXX[Y/X]- [X)n GNH[E/I] i ! (X]n- GH)
MERZ L =D3ERTTD 156 VHIGDLAYADG 220 YMVG 254 S5 VLSEEVHAYY 139
MPLd  GEDSENGYT 109 vQLGDVVDEGH 190 226 QPSBHELHSV 302
: : GOLHGTLD 115 NVCGDFRYVTE 199 191 3 LVVEBHTEQLG 348
TROVEVAPQ 236 VHNGDISYSIRG 420 T 454 538 TLQEHEHTYQ 584
13 - -—- LIVGDFAYANT 236 '\LT”O N.[E;MELQA 260 335 ALHBHVHGYE 408
SDIHGDYH 73 NVMGDHRYATFE 133 LYLLNGNHETMNVM 145 56 MVVEBHTIQTE 329
MPRl \aAD’\'HL e} 76 VETGDNVWYPG 123 yYMLTFGNHBCESED 15 54 VNVEHDHEvND 341
MPAS  LGDLHLAPE 19 VQLGDLGHGKH 74  YGMILGNHNLEGDE 109 S WRSGHFHLSH 238
MPRT  VGDWERAGN 106 VSTGDNEFYFPSG 139 wyvvMGHHEYGDAY 178 313 YINGHEHDQD 336
AlZ LADAHLIGE 116 VFLGDVIHNGY 169 vVEYLWGNHEY 211 333 VFSBHYHRGL 352
BR1S VGDVHGAWK 44 LLVGDFGNENV 71 KAVILGNE 47 VTFEEMEHHL 272

CYDOBIEAY 78 IMVGDNTYADN 264 ILNCAANHELETSG 312 13 VLNGHVHAYE 448

| IADVEQTVN 237 ILVGDNSYADN 264 TLNCARNMELETEG 312 3 VENEHVHAYE 448

MPAL0 A3SDEGORTS 73 LFEGDVEVGSV 165 -——----mmmv - 266 WVCBHIHEQY 307
* *k ok ANk - * o

Sekil 4.3. Phytozome veri tabanindan elde edilmis korunmus fosfoesteraz alanlarinin
sekanslarin hizalamsi. Hizalama iki metalofosfoesteraz imza motifini ortaya ¢ikarmistir

Hizalamalar, tiim bu enzimlerde (motif A) ortak olan ve dort korunmus metal baglama
kalintist igeren bir dizi motif ( DXH\G- (X) 025-GDXXY- (X) 025-GNH [E / D] ortaya
cikarmistir.

Ikinci bir metalofosfoesteraz motifi (motif B) ortaya ¢cikmistir ( Klabunde vd. 1996).

GHXH sekansinin ikinci histidini (H) ise protein fosfataz sekanslarinda
kaybolur ( Klabunde vd.1996).

Sekil 4.3'de gosterilen bu ikinci metalofosfoesteraz motifi B, birinci fosfoesteraz imza
dizisini i¢eren tiim fosfoesterazlarda mevcuttur. Tiim fosfoesterazlar benzer imza motif
yapilara sahiptir.

MPA13 ve MPA10 proteinlerinde farklilik goriilmektedir. MPA13 proteininde
DXH\G motifi bulunamamistir. MPA10 proteini i¢cin GNH [E / D] motifi
bulunamamastir.

MPA9 ve MPAI1 proteinlerin de biitiin motifleri icermekte fakat GNH [E / D]
motifi yerine ANHE motifi bulunmustur.

4.1.3. Fosfataz ve fitaz oldugu diisiiniilen proteinlerinin hiicre ici lokalizasyonu
analizi

Proteinin hiicre i¢i yerlesim yerinin belirlenmesi amaci ile Predalgo veri tabani
kullanilmistir. PredAlgo veri tabani ii¢ hiicresel bolme i¢in (mitokondri, kloroplast ve
salgi yolu) bir skor hesaplamaktadir. Bu ii¢ skor belirli bir puanlamanin altinda
oldugunda, protein "Diger" (O) kategorisine yerlestirilir.

PredAlgo analizlerinde PHOX, PHO1, PHOD, MPA1, MPA2, MPA4, MPAS,
MPA9, MPA11 ve MPA13 proteinlerinin sekratuvar yolakta ( SP); MPA6 proteininin
kloroplastta (C); MPAIS proteininin i¢in ise mitokontride (M) lokalize oldugu
PredAlgo veri tabani ile tahmini elde edilmistir (Cizelge 4.1). Bu ¢ hiicre ici
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yerlesimde olmayanlar ve veri tabaninda diger olarak (O ) gosterilen proteinler ise
sunlardir; MPAS, MPA7, MPA10, MPA12 ve MPA14 (Cizelge 4.1).

4.1.4. Molekiiler filogenetik analiz sonucu

Filogenetik, biitiin organizmalar arasindaki evrimsel iligkiyi ata-soy seklinde
ortaya sunmay1 amaclar. Organizmalarin sahip olduklar1 molekiiler yapilar bir ataya ait
olduklarini gosterir. Ortak atadan evrimsellesmelerinden dolay:r tiirler birbirleriyle
baglant1 olusturabilir. Saptanan filogenetik baglantinin grafiksel gdsterimine ise
‘filogenetik aga¢’ denir (Sarigam ve Miistak, 2015).

Karsilastirma yapmak ve fosfataz-fitaz oldugu diisiinilen proteinlerin
iligskilendirilmesi i¢in peptid seksanlar1 Phytozome veri tabanindan elde edilmistir.
Sekanslarin  karsilastirilmas:t  i¢in  NCBI (National Center for Biotechnology
Information) ve PDB (Protein Data Bank) veri tabanlarindan fitaz oldugu bilinen 5
farkl tiirlin sekanslarina ulasilmistir. Bu 5 tiir ise sunlardir; Danio rerio (Zebra balig1),
Shewanella spp.(Probakteri), Lupinus luteus ( Sari1 aci bakla), Triticum aestivum
(Bugday) , Rattus norvegicus ( Kahverengi keme). 5 tiir ile fosfataz-fitaz oldugu
diistiniilen proteinler ile iliskilendirmek i¢in Clustal W programi kullanilarak filogenetik
agac olusturulmustur.

Sekil 4.4. incelendigi zaman tiirler tek atadan gelip 2 ana dala ayrilmistir. 2 ana
dal da kendi arasinda alt gruplara ayrilmistir.

MPA14, MPAS, MPA6 ve Shewanella sp. ile birbirine yakin iligkili oldugu
goriilmiistiir. Shewanella sp. Tirozin fosfataz (sistein fosfataz) olarak bilinmektedir.
Yakin iliskili olan MPA14, MPAS ve MPAG proteinlerinin tirozin fosfataz olabilecegini
diistinmekteyiz.

MPA13, MPA9 ve MPAII1 proteinleri Danio rerio (mor asit fosfataz) ve
Triticum aestivum (mor asit fosfataz) ile yakin iliskilidir. Bu iki tiir mor asit fosfataz
olarak bilinmektedir. Bu tiirler ile iligkili olan MPA13, MPA9 ve MPA11 proteinlerinin
mor asit fosfataz olabilecegini diisiinmekteyiz.

MPA10 proteini Rattus norvegicus (Metallodifosfoesteraz) tiirii ile yakin
iligkilidir. Rattus norvegius tiirli metallodifosfoesteraz olarak bilinmektedir. MPA10

proteinin de metallodifosfoesteraz olabilecegini diistinmekteyiz.

MPAS, MPA1 ve MPA2 proteinleri Lupinus luteus (mor asit fosfataz) ile yakin
iligkilidir. Lupinus luteus tlirli mor asit fosfataz olarak bilinmektedir. MPA8, MPAI ve
MPAZ2 proteinlerinin de mor asit fosfataz olabilecegini diisiinmekteyiz.
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Sekil 4.4. Molekiiler filojeni analizi. Bilinen fitazlardan kullanilan tiirler Danio rerio
(NP_956715, Zebra balig1), Shewanella spp.( pdb|1V73, Probakteri), Lupinus luteus
(CAD12836, Sar1 aci bakla), Triticum aestivum (pdb/ 6GIT, Bugday) , Rattus
norvegicus (NP_942073, Kahverengi keme). PHOX, PHO1, PHOD, PHOD2 ve MPA
protein sekanlar: kullanilmistr.

MPAILS5, MPA12, MPA7 ve MPA4 proteinleri birbirleri ile iligkilidir ve
bilinen fitazlardan hicbiri ile yakim iligkileri bulunmamaktadr. Bu proteinlerin farkh
fitaz gruplarindan olabileceklerini diisinmekteyiz.

4.2. RT-PZR Sonuclan

4.2.1. Akalen fosfataz ve metallofosfoestereaz genlerinin fosfat aghg altinda
ekspresyon diizeylerinin RT-PZR ile belirlenmesi

Strenkert ve ark. C. reinhardtifn yasamunda bir giin boyunca molekiiler olaylar:
incelemislerdir. ~ C.reinhardtii, karanhk - anoksik kosullar altinda fotosentez,
fermantasyon ve diger anaerobik kosullar1 incelemek i¢in 6nemli bir modeldir. Alg
genomunun ¢ogunlufunun giin boyunca farkh bir sekilde ifade edildigini ve belirli
genlerin zamanlamasmin biyolojik islevleri tarafindan belirlendigini bildirmislerdir.
Bulgular: arasinda C.reinhardtii, gece giindiize gbre daha diigik solunum aktivitesi
gostermigtir,

Bajhaiya ve digerleri yaptiklari ¢algmada Pi A¢hk Yanti 1° (PSR1)
transkripsiyon faktériinden yoksun bir Chlamydomonas
reinhardtii mutantinda P aghgiyla indiklenen lipid ve nigasta birikiminin inhibe
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edildigini gostermektedirler. 3. Ve 5. Giinlerdeki fosfat a¢ligi altinda gen ekspresyonuna
bakmuislardir.

RNA sekans (http://genomes.mcdb.ucla.edu/CreSulfur/ ) verileri fosfataz ve
fitaz oldugu diisiliniilen genler icin incelendiginde siilfiir, azot ve benzeri birgok ortamda
TAP’da ekspresyonun olup olmadigina bakilmaistir.

Strenkert vd. ile Bajhaiya vd. yapmis oldugu calismalar referans alinarak
sonuglar analiz edilmistir (Strenkert vd. 2019; Bajhaiya vd. 2016).

Literatiirde PHOX geni lizerine yapilmis fonksiyonel caligmalar bulunmaktadir
fakat diger genler lizerine yapilmis ¢alisma bulunmamaktadir. PHOX (alkalin fosfataz)
proteini fosfat eksikligi altinda hiicre disina salgilanan ve C. reinhardtii’nin fosfat besin
maddesi eksikligine aklimasyonun da goérev alan onemli bir proteindir (Quisel vd.
1996). Bu gen RT-PZR analizlerimizde pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

PHOX geni i¢cin TAP besi ortaminda ekspresyon saptanmamistir. Fosfat
icermeyen TAP besi ortaminda ise 24.saatte ekspresyon artisi oldugu goriilmiis ve
48.saatte de artis devam etmistir. . Ikinci ve iiciincii kiiltiirlerde 7.giin de incelenmistir.
PHOX geni i¢in7. glinde ekspresyon azalmistir (Sekil 4.5.). Bu sonug¢ Strenkert ve
ark.(2019) ile Bajhaiya ve ark.(2016) yapmis oldugu calismalar ile sonucumuz
uyusmaktadir.

PHOL geni i¢in RNA sekans verileri incelendiginde bazi kosullarda (siilfiir, azot
vs. ) TAP besi ortamin da ekspresyon var iken bazi kosullarda TAP besi ortamin da
ekspresyon saptanmamistir. Bizim deneyimizde de yapilan kiiltirlerde TAP besi
ortaminda ekspresyon goriilmemistir. Ancak fosfat icermeyen TAP besi ortaminda 24 h
ve 48 h fosfat achiginda artig goriilmiistiir. PHO1 geni i¢in 7.giinde ekspresyonun
azaldig gorilmiistiir (Sekil 4.5.). Bu sonug Strenkert ve digerleri (2019) ile Bajhaiya ve
digerlerinin (2016) yapmuis oldugu ¢aligmalar ile sonucumuz uyusmaktadir.

PHOD geni i¢in RNA sekans verileri incelendiginde bazi kosullarda (siilfiir, azot
vs. ) TAP besi ortamin da ekspresyon ¢ok az ya da yoktur. Bizim deneyimizde ise
yapilan kiiltiirler de TAP besi ortaminda ekspresyon goriilmemistir. Ancak fosfat
icermeyen TAP besi ortaminda ise 48 h de artis goriilmiistiir. PHOD geni i¢in 7.glinde
ekspresyon goriilmemistir (Sekil 4.5.). Bu sonug¢ Strenkert ve digerleri (2019) ile
Bajhaiya ve digerlerinin (2016) yapmis oldugu ¢aligmalar ile sonucumuz uyusmaktadir.
Ancak PHOX ve PHO1’ e gore ekspresyonu daha az ancak beklenilenden de
ekspresyonu az gorlilmiistiir. Bu durum kullanilan primerlerin verimliliginin diisiik
olmasindan kaynaklanabilir.

MPAT1 geni i¢in RNA sekans verileri incelendiginde bazi kosullarda (siilfiir, azot
vs. ) TAP besi ortamin da ekspresyonu saptanmamistir. Bizim deneyimizde de yapilan
kiltiirler de TAP besi ortaminda ekspresyon goriilmemistir. Ancak fosfat icermeyen
TAP besi ortaminda ise 24. Saate artis baslamis ve 48.saatte de ekspresyonun arttigi
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goriilmustir (Sekil 4.5.). Bu sonu¢ Strenkert ve digerleri (2019) ile Bajhaiya ve
digerlerinin (2016) yapmis oldugu ¢aligmalar ile sonucumuz uyusmaktadir.

MPAZ2 geni i¢cin RNA sekans verileri incelendiginde bazi kosullarda (siilfiir, azot
vs. ) TAP besi ortamin da ekspresyonu saptanmamistir. Bizim deneyimizde de yapilan
kiiltiirler de TAP besi ortaminda ekspresyon goriilmemistir. Ancak fosfat igermeyen
TAP besi ortaminda ise 24. saate artis baslamis ve 48.saatte de ekspresyonun arttigi
gorilmistiir. 7. giinde ekspresyon goriilmemistir (Sekil 4.5.). Bu sonug¢ Strenkert ve
digerleri (2019) ile Bajhaiya ve digerlerinin (2016) yapmis oldugu c¢alismalar ile
sonucumuz uyusmaktadir.

MPAG6 geni icin RNA sekans verileri incelendiginde bazi kosullarda (stilfiir, azot
vs. ) TAP besi ortamin da ekspresyon goriilmektedir. Bizim deneyimizde de kiiltiirlerde
TAP besi ortaminda ekspresyon saptanmamistir. Ancak fosfat icermeyen TAP besi
ortaminda ise 24 h ve 48 h fosfat acliginda artis goriilmektedir. MPA6 geni icin 7.giinde
ekspresyon goriilmiistiir (Sekil 4.5.). Bu sonug Strenkert ve digerleri (2019) ile Bajhaiya
ve digerlerinin (2016) yapmis oldugu ¢alismalar ile sonucumuz uyusmaktadir.

MPAS geni i¢cin RNA sekans verileri incelendiginde bazi kosullarda (siilfiir, azot
vs. ) TAP besi ortamin da ekspresyon goriilmektedir. Bizim deneyimizde de kiiltiirlerde
TAP besi ortaminda ekspresyon goriilmistiir. Ancak fosfat icermeyen TAP besi
ortaminda ise 24 h ve 48 h fosfat acliginda artig goriilmektedir. MPAS geni i¢in 7.giinde
ekspresyon vardir ve azaldig1 goriilmustiir (Sekil 4.5.). Bu sonug Strenkert ve digerleri
(2019) ile Bajhaiya ve digerlerinin (2016) yapmis oldugu calismalar ile sonucumuz
uyusmaktadir.

MPA9 geni i¢cin RNA sekans verileri incelendiginde bazi kosullarda (stilfiir, azot
vs. ) TAP besi ortamin da ekspresyon var iken bazi kosullarda TAP besi ortamin da
ekspresyon yok ya da ¢ok azdir. Bizim deneyimizde de yapilan kiiltiirlerde TAP besi
ortaminda ekspresyon saptanmamistir. Ancak fosfat icermeyen TAP besi ortaminda ise
24 h ve 48 h fosfat agliginda artis goriilmektedir. MPA9 geni i¢in 7.giinde ekspresyon
gorilmemistir (Sekil 4.5.). Bu sonu¢ Strenkert ve digerleri (2019) ile Bajhaiya ve
digerlerinin (2016) yapmuis oldugu ¢aligmalar ile sonucumuz uyusmaktadir.

MPA10 geni i¢cin RNA sekans verileri incelendiginde bazi kosullarda (siilfiir,
azot vs. ) TAP besi ortamin da ekspresyon var iken bazi kosullarda TAP besi ortamin da
ekspresyon yok ya da ¢ok azdir. Bizim deneyimizde ise yapilan kiiltiirlerde TAP besi
ortaminda ekspresyon goriilmemistir. Ancak fosfat icermeyen TAP besi ortaminda ise
24. saatte artis ikinci kiiltiirde goriilmiistiir ancak diger kiiltiirlerde gosterilememistir.
MPA10 geni i¢in 7.gilinde ekspresyon goriilmemistir (Sekil 4.5.). Bu sonug Strenkert ve
digerleri (2019) ile Bajhaiya ve digerlerinin (2016) yapmis oldugu calismalar ile
sonucumuz uyusmaktadir.
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MPAT11 geni i¢in RNA sekans verileri incelendiginde bazi kosullarda (siilfiir,
azot vs. ) TAP besi ortamin da ekspresyon var iken bazi kosullarda TAP besi ortamin da
ekspresyon yoktur. Bizim deneyimizde de yapilan kiiltiirlerde TAP besi ortaminda
ekspresyon saptanmamistir. Ancak fosfat icermeyen TAP besi ortaminda ise 24 h ve 48
h fosfat acliginda artis goriilmektedir. 7. giinde de bu artisin devam ettigi goriilmektedir.
Caligilan genler arasinda sadece MPA11°de 7. glinde artis devam etmistir. (Sekil 4.5.).
Bu sonu¢ Strenkert ve digerleri (2019) ile Bajhaiya ve digerlerinin (2016) yapmis
oldugu calismalar ile sonucumuz uyusmaktadir.

1. Kultir RT-PCR 2 Kultor RT- PCR

& mwﬂ & ,‘3‘9} ga’?s ,\§ ;
PHOX (E24F-E25R) 116 bp
PHOI1 (E7F-E8R) 120 bp
PHOD (E17F-E18R) 138 b
MPAL1 (E7F-E8R) 113 bp

MPA2 ( ESF-E9R)

MPAG (ESF-E6R)

MPAS (E11F-E12R) 112 bp
MPA9 (E18F-E19R) 1583 bp
MPAI10 (E7F-EAR. ) 135bp
MPAI1 ( E9F-E11R) 233 bp

MPA12 ( ESF-ESR 107 bp

MPA13 ( E15F-3 utrR) 242 bp
CBLP ( F1-R1) 105 bp

Sekil 4.5. 1. ve 2. kiiltiir fosfat agliginda gen ekspresyon analizi

MPA12 geni i¢cin RNA sekans verileri incelendiginde bazi kosullarda (siilfiir,
azot vs. ) TAP besi ortamin da ekspresyon var iken bazi kosullarda TAP besi ortamin da
ekspresyon c¢ok azdir. Bizim deneyimizde ise yapilan kiiltiirlerde TAP besi ortaminda
ekspresyon ¢ok az goriilmektedir. Ancak fosfat igermeyen TAP besi ortaminda ise 24.
saatte ve 48. saatlerde ekspresyon artig1 goriilmiistiir. 7. glinde ise ekspresyonun
azaldig1 gortilmustiir. (Sekil 4.5.). Bu sonug Strenkert ve digerleri (2019) ile Bajhaiya
ve digerlerinin (2016) yapmis oldugu calismalar ile sonucumuz uyusmaktadir.

MPA13 geni icin RNA sekans verileri incelendiginde bazi kosullarda (stilfiir,
azot vs. ) TAP besi ortamin da ekspresyon yoktur. Bizim deneyimizde de yapilan
kiiltiirlerde TAP besi ortaminda ekspresyon saptanmamustir. Ancak fosfat igermeyen
TAP besi ortaminda ise 24. saatte artmis ve 48. saatde ekspresyon artist devam
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etmektedir. 7. giinde ise ekspresyonun azaldigr goriilmistiir. (Sekil 4.5.). Bu sonug
Strenkert ve digerleri (2019) ile Bajhaiya ve digerlerinin (2016) yapmis oldugu
calismalar ile sonucumuz uyusmaktadir. MPA 13 sekratuar yolakta yer almaktadir hiicre
disina atildig1 diistiniilmektedir.

Calismamizda pozitif kontrol olarak CBLP primerleri kullanilmistir. Ve tim
kosullarda ekspresyonu goriilmektedir.

MPA10 (E7F-E4R )
MPA11 ( E9F-E11R)
MPA12 ( ESF-E9R
MPA13 ( E15F-3 utrR)

CBLP (FI-R1)

135 bp

233 bp
107bp

242 bp

105 bp

3 Kiiltir RT-PCR

2

&Y?’ ,\,Wﬁ @"S «g
PHOX (E24F-E25R) _ Lig bp
PHOL1 (E7F-ESR) 120 bp
PHOD (E17F-E18R) _ 123 bp
MPA1 (E7F-ESR) _ 113 bp
MPA2 ( ESF-E9R) _ 105 bp
MPAG (ESF-E6R) _ 119 bp
MPAS (E11F-E12R) 112 bp
MPAS9 (E18F-E19R) _ 163 bp

S

- - - -

g

L ]

- - |

Sekil 4.6. 3. Kiiltiir fosfat aglifinda gen ekspresyon analizi

3. kiltir RT-PZR sonucu 1. ve 2. kiiltiirden farkli sonu¢ vermistir. Pozitif
kontrol olarak kullandigimiz PHOX geni calismadi ve istenilen sonucu vermemistir.
3 kiiltiirtin yetistirildigi laboratuardaki ¢alkalayici lizerinde bulunan florasan lambalarin
degismis olmasi kiiltiirdeki hiicrelerin biiylimesini engelledigini diisiinmekteyiz.

MPA4, MPAS, MPA7, MPA14 ve MPA1S5 genleri i¢in literatiir de bakildiginda
her kosulda ekspresyonu goriilmiistiir ve fosfat eksikliginde ekspresyonu degismeyecegi
diisiiniildiigii i¢in bizim ¢alismamizda bakilmamistir.
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4.2.2. Metallofosfoesteraz genlerinin siilfat achgi altinda ekpresyon diizeylerinin
RT-PZR ile belirlenmesi

Fosfat agligina birakilan hiicrelerin RT-PZR’1 yapildiktan sonra ekspresyonu artan
genlerden 5 tanesi secilmis ve siilfat agligi ¢ceken hiicrelerin cDNA s1 kullanilarak PZR
kurulmustur.

PHOX geni fosfat agliginda yapilan RT-PZR’da TAP’ da yoktur ve 24 saat ve 48 saat
aclikta artmistir. stilfat agliginda yapilan RT-PZR sonucunda ise artis yoktur ve TAP, 5h
ve 24 h de esit miktarda vardir.

MPA1 geni icin bakildiginda fosfat aclhiginda ekspresyonda artis var iken siilfat
acliginda yapilan RT-PZR sonucunda artig goriilmemistir.

MPAI11 fosfat acliginda TAP da ekspresyonu vardir ve fosfat acliginda ekspresyonu
artarken siilfat agliginda yapilan RT-PZR sonucunda hepsi esit sekilde goriilmektedir.

MPA13 geni i¢in bakildiginda fosfat acliginda ekspresyonda artis var iken siilfat
acliginda yapilan RT-PZR sonucunda artig goriilmemistir.

TAP S5h -S Z4h -5

Sekil 4.7. Siilfat acliginda gen ekspresyon analizi

Fosfat acgliginda gen ekspresyonu artan PHOX, MPA1,MPA1l1 ve MPA13
genleri ile kurulan siilfat aghiginda yapilan RT-PZR sonucuna bakildigi zaman bu
genlerin fosfat yoksunluguna spesifik oldugu gOrilmiustir.
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Cizelge 4.1. Fosfataz ve Fitaz oldugu diisiliniilen proteinlerin analizleri

60588.55

Transkript Isim TM domain Signal pepdid | Signal peptid dizisi

ismi ( Cre ) var / yok Lokalizasyon PI/MW pozisonu Motif analizi

Cre04.2216700 PHOX Var SP 5.11 /] 122 MAPRRVACAALAIVALAGVAQA
159100.92

Cre08.g359300 PHOL1 Var SP 5.25 /| 1-35 MSRHHQPRAGSALASSLLLAAALLLTSWAAAPASA
63065.89

Cre05.2239850 PHOD Yok SP 8.64 /| 1-23 MATSSVARCGLAYCALLALYAVALTSG -
90139.97

Cre07.g321350 PHOD2 Var (0) 5.70 R e
65673.68

Cre03.g146207 MPA1 Yok SP 6.35 /| 124 MMMQRKSLLLAVAALAALAVCASA GNHD
43388.12

Crel2.g500200 MPA2 Yok SP 4.58 /] 121 MAPRALLVLLALLQLGACAFA GNHE
70226.11

Cre02.g144900 MPA4 Var SP 5.90 /| 1-20 - GNHE
71002.80

Cre03.g152900 MPAS Yok (0) 5.52 /| - - GNHD
51083.33

Cre03.g185200 MPAG6 Yok C 6.02 R - GNHE
44482.32

Cre06.2259650 MPA7 Var (0] 5.86 /| - - GNHD
47919.86

Crel1.g468500 MPAS Var SP 5.66 /| 1-28 MAPKAGVWPPVLLPLLLVGAAFTAPVLG GNHE
75294.62

Crell.g476700 MPA9 Yok SP 6.25 /| 1-22 MAQSRLALALSALVLAAAVVNA ANHE
69228.13

Crel2.g525550 MPAI10 Var (0] 7.92 /| - - -
37189.21

Crel3.g578350 MPAII Yok SP 6.04 /] 122 MAYSRLVLALSALALAGVVVNA ANHE
69739.47

Crel6.g657450 MPAI12 Yok (0) 5.75 /| - GNHD
63723.64

Crel6.g672250 MPAI13 Var SP 8.69 /| 1-20 MSRSVLSIAAALALFGAAHA GNHE
60849.56

Crel7.g718800 MPA14 Yok (0) 8.42 /] - GNHE
43786.73

Crel7.2729650 MPAI1S5 Yok M 6.04 /] - GNHD
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Cizelge 4.2. Fosfataz ve fitaz genlerinin ekspresyon sonuglarinin 6zet

Fosfat ach@inda ekspresyonu Fosfat achginda  ekspresyonu
artan genler degismeyen ve ekspresyonu
gosterilemeyen genler

PHOX MPAG ( ekpresyon ayni)

PHO1 MPA10 (ekspresyon yok)

PHOD

MPAI

MPA2

MPAS

MPA9 (artis ¢ok az)
MPAI11

MPA12

MPA13
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5. SONUCLAR

Calismamizda Phytozome veritabaninda Blast ve keyword arastirmasi yapilarak
C. reinhardtii genomunda bulunan fosfataz (PHOX, PHOD ve PHOI) ve
metallofosfoesteraz (MPA) genleri tespit edilerek sekanslari (gen ve protein) alinmigtir.

Literatiirde bu genlerden PHOX f{izerine yapilmis fonksiyonel caligmalar
bulunmaktadir fakat diger genler iizerine yapilmis ¢alisma bulunmamaktadir. PHOX
(alkalin fosfataz) proteini fosfat eksikligi altinda sentezlendikten sonra hiicrede bir
membrana lokalize olan ve C. reinhardtii’nin fosfat besin maddesi eksikligine
aklimasyonunda goérev alan o6nemli bir proteindir (Quisel vd. 1996). Phytozome
veritabaninda MPA olarak adlandirilan genlerden bazilari fitaz ( MPA9, MPALI,
MPA13), bazilar1 metallofosfoesteraz (MPA1, MPA2, MPA6,MPA15), bazilar1 mor asit
fosfataz (MPAR), bazilar1 fosfoesteraz (MPA10, MPA12, MPAS, MPA7 ) ve son olarak
da protein fosfataz (MPA4, MPAI14) olarak anote edilmislerdir. Fakat bu gen
modellerinin gercekten islevsel olduklari bilinmemektedir. Calismamizda bu genlerin
gercekte aktiviteye sahip olduklarinin ve fosfat eksikligine toleransinda rol aldiklarinin
belirlenmesi igin mRNA diizeyleri RT-PCR yontemi ile belirlenmistir. Boylece MPA
genlerinin aktivitelerinin arastirilmasi ile hem temel bilimsel arastirma alanina hem de
C. reinhardtii’nin biyoteknolojide kullanim potansiyelinin arastirilmasina katkida
bulunmak hedef alinmistir.

Fitaz enzimi spesifik olarak fitik asitteki fosfat1 hidrolize ederek fosfati alinabilir
forma getirir. Zamanimizda fitaz aktivitesi olan bakteriler dogadan izole edilmekte ve
biyogiibre etkinlikleri arastirilmaktadir (Kumar vd. 2013; Liu vd. 2018). Fitaz
enzimlerinin biyoteknolojide diger kullanim alanlar1 da vardir, Ornegin hayvan
yemlerine eklenerek tahil tanelerinde depolanmis olan fitik asitin yapisinda bulunan
fosfati kullanilabilir hale getirmektedirler (Vohra vd. 2003). Bu yiizden fitaz
sentezleyen mikroorganizmalarin izolasyonu ve karakterizasyonu onem tagimaktadir.
Dolayisiyla bu calismada C. reinhardtii’de MPA olarak adlandirilan genlerin analizi
yapilmuistir.

RT-PZR sonuglarina gére MPAI ve MPA2 genlerinin normal kosullarda (TAP
besiyeri) ekspresyonu goriilmezken fosfatsiz besi ortaminda ekspresyonlar1 artmaktadir.
Biyoinformatik tahmin analizlerinde lokalizasyonlarinin sekratuvar yolakta oldugu ve
transmembran domainlerinin olmadig1 tahmin edilmektedir. Bu nedenle hiicre disina
salgilandiklarini diistinmekteyiz.

MPA1I geninin normal kosullarda ekspresyonu var iken fosfatsiz besi ortaminda
daha da artti§i goriilmiistiir. Biyoinformatik tahmin analizlerinde lokalizasyon olarak
sekratuvar yolakta oldugu tahmin edilmektedir ve transmembran domaini yoktur. Bu
nedenle MPA11’in de hiicre digina atildigini diisiinmekteyiz.

MPA13 geninin normal kosullarda (TAP besiyeri) ekspresyonu goriilmezken
fosfatsiz besi ortaminda ekspresyonu goriilmektedir ve lokalizasyon olarak sekretuvar
yolakta yer alir. MPA13’iin transmembran domaini bulunmaktadir. Dolayisiyla MPA13
proteininin  hiicre membranina veya lizozoma (vakuol) lokalize olabilecegi
diistiniilmektedir.
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Sonug¢ olarak MPA1, MPA2, MPAI1l ve MPAI13 (eger MPA13 plazma
membraninda ise) proteinlerinin C. reinhardtii’nin biyogiibre etkinliginde rol
olabilecegini diisiinmekteyiz.

Bitkisel kaynakli yemlerdeki fosforun biiyiik bir kismu fitik asite baglh (fitat)
olup kanathilar ve baliklar (fitaz enzimi yok) tarafindan yararlanilamamaktadir. Bu
nedenle kanatli yemlerine fitaz ilavesi yapilmaktadir.

MPA6 ve MPAS8 genlerinin normal besi ortaminda ekspresyonu olabilmektedir;
bu da C. reinhardtii’de her kosulda fitaz enziminin bulundugunu énermektedir. ilerideki
caligmalarimizda bu olasi fitaz enzimlerinin sicaklik ve pH optimalarinin belirlenmesi
planlanmaktadir.

Fitaz enzimleri biyoteknolojide O6nemli yere sahiptirler. C. reinhardtii MPA
genleri gercekten fitaz enzimlerini kodluyorlarsa biyoteknolojide kullanilabilirler. En
basta C. reinhardtii biyogiibre olarak kullanilabilir. Boylece topraktaki fitik asite baglh
fosfat kullanilabilir forma gecerek bitki biiyiimesine pozitif etki saglayacaktir. Ayrica
bu genlerden rekombinant protein iiretilerek biyoteknolojide yem katki maddesi olarak
kullanilabilirler. Bu c¢alismada C. reinhardtii genomunda fitaz enzimlerini kodlayan
genler tespit edilerek fosfatli ve fosfatsiz ortamda transkripsiyon diizeyleri
belirlenmistir. Ayrica genlerin kodladigi olasi proteinlerin hiicredeki lokalizasyon
tahminleri  yapilarak  biyoteknolojide  hangi  amaclarla  kullanilabilecekleri
Ongoriilmiistiir. Bu calismadan elde edilen veriler ilerideki uygulamali ¢aligmalar i¢in
on hazirlik niteligindedir.
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