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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

Schizosaccharomyces pombe’DE DEMIR STRESI ALTINDA GHT5 HEKSOZ
TASIYICISININ ISLEVSEL ANALIZI

Sevim Nur AKYUZ

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Danmisman : Prof. Dr. Bedia PALABIYIK
II. Damisman : Dr. Ogr. Uyesi Ahmed S. I. ALY

Metabolik islevler icin tiim Okaryotlar demir elementine ihtiya¢ duyar. Demir, elektron
transportu ve bir¢ok enzimatik aktivite i¢in gerekliyken, bazi kosullarda sitotoksik bir etki
gosterir. Diger taraftan, glukoz ¢ogu organizma tarafindan tercih edilen enerji ve karbon
kaynagidir ve biyolojik siireclerin diizenlenmesinde 6nemli bir sinyal molekiiliidiir. Glukozun
hiicre i¢ine alinmast heksoz tasiyict proteinler ile saglanir. Schizosaccharomyces pombe’de
sekiz farkli heksoz tasiyici protein (Ghtl-8) vardir. Bunlar arasinda Ght5, disiik glukoz
kosullarinda hiicre proliferasyonu igin gereklidir. Bu ¢aligmada, S. pombe’de demir stresinin
algilanmasi ve sinyalizasyonunda ght5 geninin islevi arastirilmistir. Bu amagla ght5 geni
pSLF172 ve pSLF173 vektorlerine klonlanarak, elde edilen rekombinant plazmidler (SAO1,
SA02, SA03) S. pombe EDD666 irkina transforme edildi. Elde edilen SA01 ve SA02
rekombinant plazmidleri ile HA epitopunun, Ght5 proteinin karboksi ya da amino ucunda
herhangi bir fark olusturup olusturmadigmnin arastirilmasi igin kullanildi. Ote yandan SA03
transformant S. pombe 1irki, yliksek (%2) ve diisiik (%0,5) glukoz kosullarinda ve farkli
derisimlerde (0, 0.5, 1 ve 2 mM) demir uygulanarak tiretildi. Demir stresinin ght5 geninin
anlatim profiline olan etkisi protein diizeyinde western blot yontemi ile analiz edildi.

Western blot sonuglar1 ile HA epitopunun Ght5 proteininin karboksi ya da amino ucuna
baglanmasinin herhangi bir fark olusturmadigi, her iki durumda da calistig1 gézlemlendi. SA03
ki i¢ing %0,5 glukoz igeren ortamda, %2 glukoz igeren ortamda tiretilene gére daha koyu ve
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kalin bir bant gozlemlenmesi yiiksek glukoz affiniteli oldugu bilinen ght5 geninin anlatim
profilini dogrulamaktadir. %0,5 glukoz iceren ortamda 1 mM demir iceren kosulda oldukca
koyu ve kalin bir bant gozlenirken, 0.5 mM ve 2 mM demir stresinde daha agik bantlarin
gozlemlenmesi, demirin ght5 geninin anlatimi iizerinde etken olabilecegine isaret etmektedir.
Buna ek olarak, %2 glukoz i¢eren ortamda tiretilen SA03 irkindan elde edilen bantlar, %0,5
glukoz ortamindakilere kiyasla daha agik olmakla beraber, artan demir stresine bagl
belirginlesen  Ght5-HA  protein  bantlarinin =~ goriilmesi, bu tezimizi daha da
kuvvetlendirmektedir. Sonug olarak, SA03 irkinda represe ve dereprese kosullarda degisen
demir stresine karsi gozlenen Ght5-HA protein bantlarindaki faklilik, demir stresinin
algilanmasi ve sinyalizasyonunda ght5 geninin, dnemli rol oynadigini diisiindiirmektedir.

Temmuz 2021, 85 sayfa.

Anahtar kelimeler: Demir stresi, Schizosaccharomyces pombe, glukoz metabolizmasi, heksoz
tastyicilar, ght5 geni.
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All eukaryotes need the element iron for metabolic functions. While iron is essential for electron
transport and many enzymatic activities, it exerts a cytotoxic effect under certain conditions.
On the other hand, glucose is the preferred energy and carbon source by most organisms and is
an important signaling molecule in the regulation of biological processes. The uptake of glucose
into the cell is provided by hexose carrier proteins. Schizosaccharomyces pombe has eight
different hexose transporter proteins (Ght1-8). Among them, Ght5 is essential and sufficient for
cell proliferation under low-glucose conditions. In this study, the function of the ght5 gene in
S. pombe in sensing and signaling iron stress was investigated. For this purpose, the ght5 gene
was cloned into pSLF172 and pSLF173 vectors and the resulting recombinant plasmids (SA0L,
SA02, SA03) were transformed into S. pombe EDD666 strain. The resulting SA01 and SA02
recombinant plasmids were used to investigate whether the HA epitope made any difference at
the carboxy or amino terminus of the Ght5 protein. On the other hand, SAQ03 transformant S.
pombe strain was produced under high (2%) and low (0.5%) glucose conditions and by applying
iron at different concentrations (0, 0.5, 1 and 2 mM). The effect of iron stress on the expression
profile of the ght5 gene was analyzed at the protein level by western blot method.
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It was observed that binding the HA epitope to the amino or carboxy terminus of the Ght5
protein did not make any difference, and the epitope worked in both cases. For SA03 strain;
The observation of a darker and thicker band in the medium containing 0.5% glucose than that
produced in the medium containing 2% glucose confirms the expression profile of the ght5
gene, which is known to have high glucose affinity. While a very dark and thick band was
observed in the presence of 1 mM iron in the medium containing 0.5% glucose, the observation
of lighter bands at 0.5 mM and 2 mM iron stress indicates that iron may be a factor on ght5
expression. In addition, the bands obtained from SAQ3 strain grown in 2% glucose media were
lighter than those in 0.5% glucose media, but the presence of Ght5-HA protein bands that
became evident due to increased iron stress ,further strengthens our thesis. In conclusion, the
difference in the Ght5-HA protein bands observed in the SA03 strain against changing iron
stress in repressed and depressed conditions suggests that the ght5 gene plays an important role
in the detection and signaling of iron stress.

July 2021, 85 pages.

Keywords: Iron stress, Schizosaccharomyces pombe, glucose metabolism, hexose transporters,
ght5 gene.
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1. GIRIS

Ascomycetes mantar sinifina dahil olan tek hiicreli ve Okaryotik fisyon mayasi
Schizosaccharomyces pombe; daha kompleks Okaryotik organizmalarla birden fazla benzer
ozellik sergilediginden, ayrica genetik caprazlamalarin yapilabilmesi, homolog rekombinasyon
mekanizmasina sahip olmasi ve heterolog gen ifadesi caligmalarinda kullanilabilmesi

Ozelliklerinden dolay1 6nemli bir model organizmadir (Schmidt ve dig., 2007; Hoffman ve dig.,
2015).

Demir neredeyse biitiin Okaryotlarda hayatidir ve temel bir metal elementidir. Elektron
indirgeme ve yiikseltme 6zelligiyle demir; oksijen taginimi, solunum, DNA replikasyonu gibi

birgok reaksiyonun kritik bir bilesenidir (Kaplan, 2009; Hentze, 2010; Cyert, 2013).

Bu ozellikleriyle birlikte demir, yliksek miktarlarda bulundugunda reaktif oksijen tiirlerinin
tretilmesine neden olarak, hiicresel makromolekiillerde hasara neden olabilir. Toksik
oksidanlarin zararsiz hale doniistiiriilmesi, transmembran demir transportunun kontrolii ve
toksik olmayan formlarda demirin izole edilmesi gibi sistemlerle hiicresel demir seviyeleri
diizenlenir (Halliwell, 1992; Labbe ve dig., 2007).

Mayalar sukroz, fruktoz, mannoz, galaktoz gibi karbon kaynaklarini kullanabilse de, temel
enerji ve karbon kaynagi diger okaryotlardaki gibi glukozdur. Ayni1 zamanda, hiicresel diizeyde
bir sinyal molekiilii olarak gorev alabilen glukoz, ¢esitli hiicresel siireglerin diizenlenmesinde

etkin bir rol oynar (Ozcan ve Johnston, 1999; Rolland ve dig., 2002).

Glukoz hidrofilik bir molekiil oldugundan, hiicre zarindan tasinarak hiicresel sisteme dahil
edilmesi i¢in bir tastyiciya ihtiya¢ duyar (Boles ve Hollenberg, 1997; Ozcan ve Johnston, 1999;
Uldry ve Thorens, 2004; Manolescu dig., 2007). S. pombe genomunda sekiz farkli heksoz
tastyici tanimlanmistir (Heiland ve dig., 2000; Pombase database, http:// www.pombase.org/).
Bunlar ghtl, ght2, ght3, ght4, ght5, ght6, ght7 ve ght8 olarak siralanir (Saitoh ve dig., 2014).
Her heksoz tasiyic1 glukoz ve/veya ilgili monosakkaritler i¢cin farkli bir afiniteye sahiptir.
Bunlar arasinda, ght5, ght6 ve ght8’in yiiksek glukoz varliginda anlatimlar1 artarken, disiik
glukoz varliginda sadece ght5’in anlatimi artmaktadir (Saitoh ve dig., 2014).



Daha once Istanbul Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii'nde yapilan
caligmalarda, oksidatif strese karsi, glukoz acligina bagl adaptif bir stres yanit1 sergileyen S.
pombe ird5’de ve kalori kisitlamasina bagli olmaksizin daima direngli olan S. pombe ird11’°de
(Kig ve dig., 2005; Palabiyik ve dig., 2012; Palabiyik ve dig., 2013; Palabiyik ve dig., 2014)
glukoz varligina (glukoz baskilama kosulu) ragmen, oksidatif stress altinda tiim heksoz tasiyici
proteinleri sifreleyen genlerinin arasinda sadece ght5 geninin transkripsiyonunun arttigi rapor

edilmistir (Kina ve Palabiyik, 2019).

Ayni zamanda devam eden ¢alismalarda, S. pombe yabani irkinda demirin heksoz tasiyicilari
tizerindeki etkisi arastirilmis olup, sadece ght5 geninin transkripsiyonunun glukoz baskilama
kosulunda, artan demir dozu ile 6nemli 6l¢iide azaldig1 gdsterilmis ve ilk defa bu ¢alisma ile,
Ght5 heksoz tasiyicisinin demir stresinin algilanmasi ve sinyallenmesinde rol oynayabilecegi

one siiriilmiistiir (Ozkan ve dig., 2019).

Bu tez ¢alismasinda, demir stresinin algilanmasi ve sinyalizasyonunda ght5 geninin islevinin
arastirilmasi hedeflenmistir. Bu amagla, ght5 geni hem 5’ ucunda hemde 3’ ucunda HA epitopu
iceren pSLF173 ve pSLF172 plazmidlerine klonlanarak ti¢ farkli rekombinant plazmid
olusturuldu (SA01, SA02 ve SAO03). Rekombinant plazmidlerin S. pombe’ye

transformasyonunda konak olarak EDD666 hiicresi kullanildi.

Ilk olarak, elde edilen SA01 (HA-ght5- pSLF173) ve SA02 (ght5- HA-pSLF172) rekombinant
plazmidleri ile HA epitopunun, Ght5 proteinin karboksi ya da amino ucunda olmasinin (Ght5-
HA ya da HA-Ght5) herhangi bir fark olusturup olusturmadigina bakildi. Bu amagla elde edilen

transformant S.pombe irklarinin iiretiminde %2 glukoz igeren minimal besi ortami kullanidildi.

Daha sonra ise SA03 (promotorlic Ght5-HA pSLF172) rekombinant plazmidi ght5 geninin
demir stresinin algilanmasi ve sinyalizasyonundaki islevinin arastirilmasinda kullanildi. Bu
calisma i¢in SAO3 transformant S. pombe iwrki, yiiksek (%2) ve disik (%0,5) glukoz
kosullarinda ve farkli derisimlerde (0, 0.5, 1 ve 2 mM) demir uygulanarak {iretildi.

Demir stresinin, yliksek (%2) ve diisiik (%0,5) glukoz kosullarinda Ght5 heksoz tastyicist
tizerindeki anlatim degisikliklerine olan etkisi, western blot teknigi ile protein diizeyinde

arastirildi.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. Schizosaccharomyces pombe

Fungi aleminin, Ascomycetes ve Basidiomycetes olarak adlandirilan iki ana subesi vardir.
Ascomycetelerin belirgin 6zelligi, esey sporlarin ascus adi verilen bir kese iginde olusmasidir.
Mayalar her iki gruba da ait olabilirler fakat yasam bigimleri ve sekerleri fermente etmeleriyle
diger mantarlardan ayrilirlar. Aspergillus ve Neurospora gibi laboratuvar organizmalari olarak
bilinen bir¢cok filamentli mantar ascomycetestir. Makroskopik diinyadaki ¢cogu mantar ise

basidiomycetestir (Hoffman ve dig., 2015).

Pombe, Swahili dilinde "bira" (veya en bira benzeri fermente edilmis igecek) anlamina gelir
(Hoffman ve dig., 2015). S. pombe meyvelerden, mayalar ve bakterilerle karisik fermantasyon
ile iretilen bir ¢ay olan kombuchadan baska, rom ve tekila gibi damitilmis alkollii ickiler
tiretmek i¢in kullanilan pekmez gibi farkli dogal kaynaklardan da izole edilmistir (Gomes ve

dig., 2002).

Fisyon mayas1 Schizosaccharomyces pombe, tomurcuklanan maya S.cerevisiae (Goffeau ve
dig., 1996) ve dort ¢ok hiicreli organizmadan (C. elegans [The C. elegans Sequencing
Consortium, 1998], Drosophila melanogaster [Adams ve dig., 2000], Arabidopsis thaliana
[The Arabidopsis Genome Initiative, 2000], ve  Homo sapiens [International Human Genome
Sequencing Consortium, 2001; Venter ve dig., 2001]) sonra genomu sekanslanan altinci

okaryotik organizmadir (Decottignies ve dig., 2003).

S. pombe 1950'lerden beri kapsamli bir sekilde incelenmis ilk olarak 1890'larda tanimlanmistir
(Leupold ve dig., 1950 ve Mitchson, 1957).

Schizosaccharomyces pombe, 3-4 um ¢apinda, 7-15 um uzunlugundadir ve silindir sekline
sahiptir (Moreno ve dig., 1991).

S. pombe'nin genom boyutu 13.8-Mb’tir. 3 biiyiik kromozomu vardir ve genom biiyiikligii;
kromozom | (5.7Mb), Il (4.6Mb) ve 1ll (3.5Mb) (Hoffman ve dig., 2015), ve 20 kb
mitokondriyal genom (Lank ve Wolf, 1984) arasinda paylasilir. Kromozomlarin sentromerleri
I, IT ve III i¢in sirastyla 35, 65 ve 110 kb uzunlugunda ve toplam 0.2 Mb'tir (Wood ve dig.,
2002). Ayrica 5.88S, 18S ve 258 ribozomal RNA genlerini igeren 10.4-kb'lik bir par¢anin 100 +



120 tekrarindan olusan ardisik diziler genomda yaklasik 1.1 Mb'lik yer kaplar (Schaak ve dig.,
1982).

S. pombe’nin genom dizilemesi sonucu en fazla 4.940 protein kodlayan gen (11 mitokondriyal
gen dahil) ve 33 psddogen Ongoriiliirken, gen yogunlugunun i{i¢ kromozom i¢in de benzer

oldugu tespit edilmistir (Wood ve dig., 2002).

Mayalar haploid veya diploid fazda yasamlarimi siirdiirebilirler. Mayalar ve bazi ilkel
oOkaryotlarda, haploid hiicreler kosullara bagl olarak boliinmeye devam edebilir veya gamet
olarak kalabilir. Diploid hiicreler, kotii gevresel kosullar ile karsilasana kadar boliiniir ve biiyiir.
Bu kosullarda spor olusumu tetiklenir. Daha sonra diploid hiicre, i¢inde mayozun meydana
geldigi bir askusa doniisiir ve her askus ig¢inde dort haploid spor (askosporlar) firetilir.
Askosporlar, askustan salindiktan sonra gelismeye baslar ve bdylece yasam dongiisiiniin

haploid agamasi yeniden olusturulur (Clark, 2010).
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Sekil 2.1: S. pombe’de yasam dongiisii (Kaufer ve Gutz, 2016).

S. pombe’nin ii¢ esey tipi 975h™ (heterotallik) , 972h" (heterotallik) ve 968h*° (homotallik)dir.

(Kohli ve dig., 1977). Bunlardan sadece 975h™ ve 972h ¢iftlesme sirasinda diploid bir hiicre

h90

verecek sekilde birlesirken, 968h™" ise kendi kendine diploid hiicre meydana getirebilir (Egel,

2004).



Okaryotik ve tek hiicreli olan S. pombe’nin, haploid ve diploid durumlarda olabilmesi, otonom
plazmidleri muhafaza edebilmesi ve aktif homolog rekombinasyon mekanizmasina sahip

olmasi dzelliklerden molekiiler genetik ¢aligmalarinda yararlanilir (Hoffman ve dig., 2015).

2.2. GLUKOZUN HUCRE ICINE TASINMASI

Seker metabolizmasiyla ilgili olarak, fisyon mayas1 Schizosaccharomyces pombe’nin
tomurcuklanan maya Saccharomyces cerevisiae ile ortak Ozellikleri vardir. Her iki tiir de
fakdiltatif aerob olarak biiyiir ve fazla seker varliginda aerobik alkollii fermantasyon kullanir

(Fietcher ve dig., 1981; De Jong-Gubbels ve dig., 1996).

S. pombe hiicreleri, monosakkarit D-glukonat (Hoever ve dig., 1992) {izerinde biiyiiyebilirken,
S. cerevisiae hiicreleri, D-galaktoz ve sukroz gibi disakkaritleri kullanabilir (De Jong-Gubbels
ve dig., 1996; Fraenkel ve dig., 1982). S. cerevisiae'nin aksine, S. pombe etanolii ancak glukoz
varliginda kullanabilir (Tsai ve dig., 1989; Tsai ve dig., 1992). S. pombe'nin karbon
metabolizmast glioksilat dongiisiinii icermez ve ayrica bazi etanol metabolizmas1 ve
glukoneogenez enzimleri yapisal olarak ifade edilmez (Tsai ve dig., 1989; De jong Gubbles ve
dig., 1996).

Glukoz okaryotlarda temel karbon ve enerji kaynagidir. Glukozun alimi ve kullanimi ¢esitli
enerji tiikketen hiicresel siireclerin siirdiiriilmesi i¢in gereklidir (Ozcan ve Johnston, 1999; Uldry
ve Thorens, 2004; Manolescu ve dig., 2007). Glukoz, hiicre zarindan gegemeyen hidrofilik bir
molekiil oldugundan, glukozun hiicresel sisteme dahil edilmesi i¢in bir tasiyici gereklidir (Boles
ve Hollenberg, 1997; Ozcan ve Johnston, 1999; Uldry ve Thorens, 2004; Manolescu dig.,
2007).

2.2.1. Heksoz Tasiyicilari

Heksoz tasiyicilart; Bakteriler, mayalar, bitkiler ve insanlar dahil olmak {izere giinlimiize kadar
cesitli organizmalar i¢in 1yl tanimlanmis hiicresel seker alimina katilan bir protein ailesidir
(Heiland ve dig., 2000). Bu tasiyicilar, iki protein siiper ailesinden biri olan sodyum/¢6ziinen
simporter ailesine (SSSF; Reizer ve dig., 1994) veya baslica kolaylastirici siiper aile (MFS;
Marger ve Saier, 1993)’den birine aittir.



HXT proteinleri 12 transmembran tagiyicisinin iist ailesine aittir. Glukoz da dahil olmak {izere
heksozlarin taginmasina aracilik eden heksoz tasiyici proteinleri, membranin sitosolik tarafinda
hem amino hem de karboksi termini (u¢) ile 12 transmembran segmenti igerir (Mueckler ve
dig., 1985; Hresko ve dig., 1994). Her tasiyici protein glukoz ve/veya ilgili monosakkaritler
icin farkli bir afiniteye sahiptir. Benzer sekilde, tomurcuklanan mayada da, iki tip glukoz
tastyicist vardir: Glukoz-sinirlhi ortamlarda ifade edilen yiiksek afiniteli tasiyicilar ve glukoz
acisindan zengin ortamlarda ifade edilen diisiik afiniteli tasiyicilar (Reifenberger ve dig., 1995;
Ozcan ve Johnston, 1999; Maier ve dig., 2002).

Bazi tastyicilar ayrica glukoz digindaki sakkaritlerin difiizyonunu kolaylastirir. Insan Glut2
tasiyicisi, fruktoz tasinmasinin yami sira glukoz tasinmasina aracilik eder. Bu nedenle,
anlatimlart yapilan heksoz tastyicilariin tiirleri ve kombinasyonlari, hiicresel heksoz alim
oranlarin1 ve heksoz kullanim modlarini belirleyen anahtar bir faktor olabilir. Uygun heksoz
alimi i¢in, her tasiyicinin anlatim seviyesi ve aktivitesi, ¢evresel heksoz konsantrasyonlarindaki
degisikliklere ve/veya dokulardaki heksoz i¢in fizyolojik gereksinime gore diizenlenmelidir

(Saitoh ve dig., 2014).

Glukoz tasgimmasinin yetersiz oldugu S. pombe susu YGS-5 ile birlikte, fisyon mayasinin ilk
izole edilmis glukoz tasiyicisi ghtl tanimlanmigtir (Milbradt ve Hofer, 1994). Daha sonraki
caligmalarda, S. pombe genomunda sekiz farkli heksoz tasiyict kodlama bdlgesi tanimlanmigtir
(Heiland ve dig., 2000; Pombase database, http:// www.pombase.org/). Bunlar ghtl, ght2, ght3,
ght4, ght5, ght6, ght7 ve ght8 olarak siralanir (Saitoh ve dig., 2014).

Dizilerindeki yiiksek benzerlige ragmen, sekiz tasiyic1 gereksiz olarak islev gormemektedir.
Ghtl proteini i¢in tercih edilen karbon kaynagi D-Glukoz iken, Ght3 ve Ght4 tasiyicilari i¢in
glukanat ve Ght6 proteini i¢in de D-fruktozdur (Heiland ve dig., 2000; Saitoh ve dig., 2014).
Yiiksek glukoz kosulari altinda ght8, ght5 ve ght6’nin anlatimlar1 artarken, diisiik glukoz
kosullar1 altinda sadece ght5’in anlatimi artmaktadir. Bu nedenle, ght5’in disiik glukoz
kosullar1 altinda hiicre ¢ogalmasi i¢in yeterli ve gerekli oldugu ileri siiriilmiistiir (Saitoh ve dig.,
2014). ght7 bir sinyal peptidi tasimadigindan, bu genin anlatimi1 sadece mayotik sporiilasyon
esnasinda yapilir (Mata ve dig., 2007; Saitoh ve dig., 2014).

S. pombe’de yiiksek glukoz varliginda, transkripsiyonel represor, Scrl, nukleustan sitozole yer

degistirir. Bu siireg, Ca?" / kalmodulin bagimli kinaz kinaz, Ssp1 ve PP2A / PP6 benzeri protein



fosfatazlarin Sds23 proteaz inhibitoriiniin diizenlemesine bagli olarak gergeklestirilir. S. pombe
yabani tip hiicreleri, yiiksek glukozdan (111 mM, %2) diisik glukoza (4.4 mM, %0.08)
aktarildiginda, ¢ogalmay1 gegici olarak durdurur ve daha sonra yiiksek glukozda oldugu gibi
boliinmeye devam eder (Pluskal ve dig., 2011; Saitoh ve dig., 2014). Diisiik glukoz kosullarinda
S. pombe hiicrelerinin proliferasyonu ve/veya boyut kontrolii i¢in farkli fosfo sinyalizasyon
kaskadlar1 kullanildig1 goriinmektedir. Birinci kaskad, 2A tipi protein fosfatazlarin (PP2A'lar)
Ppal ve Ppa2 ve PP2A-benzeri PP6 fosfataz, Ppel'in Sds23 aracili down regiilasyonunu igerir.
Bir digeri ise, genetik olarak Sds23 ile etkilesime giren Ca?* / kalmoduline bagl kinaz kinaz
(CaMKK), Ssp1'dir. Ugiincii bir kaskad, rapamisin (TOR) kinaz hedefini igeren evrimsel olarak
korunmus bir fosfatidilinositol 3-kinaz benzeri protein kinaz kompleksi olan TORC2'yi igerir

(Hanyu ve dig., 2009; Ikai ve dig., 2011).

Ght5 geninin transkripsiyonunun baskilanmasinda niikleer Serl'in yer degistirmesi, Sspl /
CaMKK gerektirirken, Ght5 tasiyicisinin sitoplazmadan plazma zarina gogii TORC2 ve GadS8
/ Akt sinyalini gerektirir. Her ne kadar hiicrelerin hiicre dis1 glukoz konsantrasyonunu algiladigi
araglar hala bilinmese de, Sspl / CaMKK iceren Ca®" sinyal yolunun glukoz algilama
mekanizmasinda merkezi bir rol oynadig diisiiniiliiyor. Ssp1 normal olarak sitoplazma boyunca
meydana gelse de, hiperosmotik basing gibi ¢evresel stresler hemen plazma zarma ge¢cmesine

neden olur (Rupes ve dig., 1999; Freitag ve dig., 2014).

2.3. S. pombe’DE DEMIR METABOLIZMASI

Metabolik islevler i¢in tiim 0karyotlar demir elementine ihtiya¢ duyar. Elektron alma ve verme
ozelligiyle demir; oksijenin taginmasi, trikarboksilik asit dongiisiiniin aktivitesi, solunum ve
DNA replikasyonu gibi reaksiyonlarda yer alan hayati 6neme sahip birgok enzim igin, elektron
transfer arac1 gorevi goriir (Kaplan ve Kaplan 2009; Hentze ve dig., 2010; Cyert ve Philpott,
2013). Demiri elektron transportu ve birgok enzimatik aktivite i¢in gerekli kilan 6zellikler bazi
kosullarda sitotoksiteden de sorumlu kilar. Asir1 indirgenmis demir (Fe*2), hidrojen peroksit ile
tepkimeye girebilir (Halliwell ve Gutteridge, 1992). Bunun sonucunda olusan toksik hidroksil
radikalleri ise hiicrelerde bulunan sekerler, amino asitler, fosfolipitler, DNA bazlar1 ve organik
asitler gibi her tiir molekiile zarar verir. Bunun i¢in, demir depolama bilesikleri, demir

detoksifiye ediciler olarak kabul edilebilir (Schrettl ve dig., 2004).



Demir, ¢evrede bol miktarda mevcuttur fakat aerobik ortamlarda meydana gelen oksidasyon
reaksiyonlar1, ¢ozlinmeyen ferrik hidroksitlerin olusumuna yol agtig1 i¢in demirin ¢oziiniir

formu zor bulunur (Schrettl ve dig., 2004).

Bir organizmanin demiri elde etmek icin bir¢cok yolu olsa da hiicre i¢ine taginmasi siki ve

diizenleyici bir denetim altinda olmalidir (Labbe ve dig., 2007).

2.3.1. S. pombe’de Yiiksek Afiniteli Demirin Tasinimi

Fisyon mayas1 S. pombe’de yiiksek afiniteli demir alimi i¢in iki farkli sistem mevcuttur.
Stratejilerden biri, ferrirediiktaz Frpl'e dayali indirgeyici bir demir toplama sistemini igerir
(Roman ve dig., 1993). Hiicre dis1 ferrik demir, Frpl tarafindan ferr6z durumuna indirgenir ve
indirgenmis demir, Fiol ve Fipl'den olusan bir oksidaz permeaz kompleks vasitasiyla plazma
membrani boyunca tasinir (Askwith ve Kaplan, 1997). Diger bir strateji ise, hidroksamat tipi
siderofor ferrikromun biyosentezini, birikmesini ve atilmasimi kapsar. Esasen demir agligi
stirasinda ferri formunda iiretilen ve salinan sidereforlar, diisiik molekiiler kiitleli, organik, ferrik

demire 6zgii selatorlerdir (Schrettl ve dig., 2004).

(]
grRT™ 5 kG
2-keto Iutarale ;.25’_’_1... Glutamate “‘;L Glutamine
9 © o e T
v H, @
4
y Ferrichrome
v. oTsebf'

ca o g v o Aacwsgasc
Arginine =4 Ornlthlne —
ar - ; 4 " \‘\
- oo

Arginino-
succinate arg12*

Polyamines
Citrulline

€ : Upregulated gene & : Downregulated gene
Sekil 2.2: S. pombe’de diisik demir konsanstrasyonu kosullarinda

ferrikrom biyosentezi (Mercier ve Labbe, 2010).

Bu gozlemler, S. pombe’nin ferrikromu bir demir depolama molekiilii olarak kullandigini ve

ayrica metabolik ihtiyaca gore demiri ¢evreden harekete gegirmek i¢in bir demir tasiyici sistemi



kullandigin1 géstermektedir (Labbe ve dig., 2013). Ferrikrom tiretme kabiliyetine uygun olarak,
S. pombe Strl, Str2 ve Str3 olarak adlandirilan tig hiicre yiizey siderofor tasiyicisina da sahiptir
(Pelletier ve dig., 2003).

2.3.2. S. pombe’de Vakuolar Demir Transportu

Demir, bakir ve ¢inko gibi temel metal iyonlarinin mayada vakuollerde depolandigi ¢esitli
caligmalar ile gosterilmistir. Bu organeller ayn1 zamanda homeostatik diizenleme i¢in de 6nemli
bir role sahiptir. Yapilan baz1 biyokimyasal ve genetik analizlerin sonucu, vakuollerde

depolanan bu metallerin kullanilabilir oldugunu gostermektedir (Labbe ve dig., 2013).

Vakuolar demir alicilar1 her iki mayada da benzer goriinse de, vakuolar demir aliminda gorev
alan proteinlerin, S. cerevisiae’da Fthl ve Fet5 proteinlerinin, S. pombe ‘de homologlarinin

eksik olmasi sebebiyle, siirecin farkli oldugu goriinmektedir (Pouliot ve dig., 2010).

Fisyon mayasinda, sinirli demir varlig1 kosullarinda indiiklenen ancak demir bollugu kosullar
altinda baskilanan ve ATP baglayici kaset (ABC) tastyicilarinin ABCC alt ailesi ile yiiksek
sekans homolojisi sergileyen Abc3 adli vakuolar transmembran proteini tanimlanmistir (Pouliot
ve dig., 2010; Decottignies ve Goffeau, 1997; Paumi ve dig., 2008).

S. pombe'de diisiik demir konsantrasyonlarina yanit olarak abc3* yiiksek oranda indiiklenir ve
depolanmis demirin vakuolden sitozole hareket ettirilmesini saglar. Abc3, vakuol membraninda

sadece diisiik demir kosullar1 altinda lokalize olmaktadir (Labbe ve dig.,2013).

2.3.3. S.pombe’de Demir Aliminin Diizenlenmesi

S. pombe'deki demir toplama sisteminin Ozelliklerinden biri, demir gereksinimlerindeki
degisikliklere yanit verme yetenekleridir. Demir kitliginda, metabolik ihtiyaglar1 karsilamak
icin demir alma kapasitesi artarken, demir bol oldugunda, metalin toksik seviyelerde

birikmesini dnlemek i¢in alim sistemleri baskilanir (Labbe ve dig., 2007).

2.3.3.1. Demir Bollugunda;

Hiicre dis1 demir seviyelerindeki degisikliklere hizli bir sekilde yanit verebilmek i¢in demir
konsantrasyonlarint kontrol etmek gereklidir ve bu hiicreler i¢in kritik bir dneme sahiptir.
Indirgenmeden sonra, ferrdz demir, plazma membran1 multicopper oksidaz Fiol tarafindan

ferrik demire oksitlenir ve iiretilen ferrik demir daha sonra, demiri plazma zarindan gegiren
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permeaz olan ikinci bir bilesen, Fip1 tarafindan almnir. ilging bir sekilde, S. pombe'in yiiksek
demire maruz kalmasi, yiiksek afiniteli demir alim oraninda dramatik bir diisiise neden olur

(Askwith ve Kaplan, 1997).

Demir bollugunda, GATA tipi transkripsiyon faktorii Fepl’in anlatimi arttirilirken indirgeyici
olan (frp1*, fiol* ve fip1™®), indirgeyici olmayan (str1*, str2*, str3*) ve vakuolar ( abc3*) demir
tagima sistemlerinin Uriinlerini kodlayanlar dahil olmak {izere birka¢ genin anlatimi baskilanir.
Fepl, bu genlerin cis aktive edici elementi olan 5°- (A/T)GATAA - 3’ bolgesine baglanarak
ilgili genlerin baskilanmasini saglar (Pelleetier ve dig., 2002; Pelleetier ve dig., 2003).

Fepl'in N-terminal 241-amino asit bolgesi, demire duyarli genlerin diizenlenmesinde kritik bir
rol oynadig1 gosterilen diger mantar proteinlerinin amino asit bolgelerine olduk¢a benzerdir

(Labbe ve dig., 2013).

a s
(@) _ troy
‘et \
fFo ) — \.-‘
\’9:0\'/\\_}\ ) ol
+ Fe S e P
LN
[2Fe-2S) Grx4 S (Sr3/
Pci1 Fe il \
Fe Tupi11/12 Fe transport genes
’ Fept (e.g. abc3-, fip1+,fiol*)
Vacuole
— (AIT)GATA(A/T)
Abc -~

Grx4

[2Fe-2S)

Crm1 ‘.',b-“ e
Je——

\

Fe-using genes
(e.g. pcii1+, sdh4* isal*)
CCAAT

Nucleus

Sekil 2.3: Bol demir kosulu altinda, S. pombe’de gen ifadelerinin diizenlenmesi (Labbe ve dig., 2013).

2.3.3.1. Demir Achginda;

Ortamdaki demir miktar1 az oldugunda, organizmalar, baz1 diizenleyici sistemler gelistirerek,
demiri kullanan proteinleri {ireten genlerin ekspresyonunu onler. Kiigilk RNA'lar kullanan
bakterinin veya RNA baglayan protein kullanan tomurcuklanan maya S. cerevisiae'nin aksine,
S. pombe'deki diizenleme, transkripsiyonel seviyede hareket eden bir heteromerik DNA

baglanma kompleksi araciligiyla ¢alisir (Mercier ve dig., 2006).
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Diizenleyici dizinin baz ¢ifti bilesimi ile tutarli olarak, dort alt birimden (Php2, Php3, Php4 ve
Php5) olusan CCAAT baglama faktorii, demir acligima yanit olarak gen ekspresyonu
diizeylerini kontrol etmede anahtar rol oynar. Php2, Php3 ve Php5, DNA baglanma
kompleksinin olusumu i¢in gerekliyken, Php4 dogrudan DNA baglanmasinda yer almaz, ancak
DNA'ya getirildiginde fonksiyonel bir baskilama domeini tasir ( Mercier ve dig., 2006; Mercier
ve dig., 2008).

Php4, CCAAT baglayici faktoriin negatif bir diizenleyici alt birimi olarak hareket eder. Php2 /
Php3 / Php5 / Php4 kompleksi, hedef gen ekspresyonunu bloke eder. Ote yandan, demir
fazlalig1 kosullar altinda Fepl, php4™* promotoriindeki GATA elemanlart ile etkilesime girerek
php4* gen ekspresyonunu baskilar. php4™ geninin demire bagli transkripsiyonel diizenlemesine
ek olarak, Php4, translasyon sonrasi diizenlemeye de tabi tutulur. Hiicreler, diisiik demir
seviyelerinden yiiksek seviyelere gecis yaptiginda, Php4, ¢ekirdekten sitoplazmaya aktarilir
(Labbe ve dig., 2007; Labbe ve dig., 2013).

(b)

—» Fe transport genes
(e.g. abc3*, fipi+, fiol+)

Vacuole

Fe using genes
(e.g. pci1+, sdh4+ isal*)

Nucieus

Sekil 2.4: Demir azlig1 durumunda, S. pombe’de gen ifadelerinin diizenlenmesi (Labbe ve dig., 2013).

Sonu¢ olarak, demir konsantrasyonlarindaki degisikliklere verilen bu diizenleyici tepkiler,
demirin temel biyokimyasal reaksiyonlar i¢in hiicrelerde mevcut olmasini saglarken, demir

veya demir kullanan proteinlerin zararh seviyelerde birikmesini onler (Labbe ve dig., 2007).
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3. MALZEME VE YONTEM

Bu yiiksek lisans tezi ¢aligmasinda Schizosaccharomyces pombe parental irkina, pSLF172 ve
pSLF173 vektorlerine klonlanan SPCC1235.14 (ght5) geninin transformasyonu yapildi. Farkli
konsanstrasyonlarda demir stresi uygulanan transformant S. pombe irklarindaki ght5 geninin
ekspresyonuna bakilarak, demir stresinin Ght5 heksoz tastyicisi tizerindeki etkisi incelendi. Tez

calismasinin genel akis semas1 Sekil 3.1°de verilmistir.

Applying Different Concentrations Of
Iron Stress to 5. Pombe Strains

.

Protein Isolation From Iron-Stressed And
Mon-iron-stressed 5. pombe Strains

v

Confirmation Of The Presence Of Recombinant Proteins By Western Blot
And Expression Analyzes Of The ght5 Gene At Different Iron Concentrations

Sekil 3.1: Calismanin sematik gdsterimi.
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3.1. ORGANIZMALAR, GEN VE PLAZMIDLER

Bu ¢alismada, tek hiicreli 6karyotik bir organizma olan Schizosaccharomyces pombe linder str.
Liquefaciens’in yabani tipi (972h" ) ve parental irki (ED666, ade6-M210, ura4-D18, leul-32)
ile Escherichia coli XL10 Gold susu kullanildi. Calismada kullanilan S. pombe Linder str.
Liquifaciens 972h™ ve parental (ED666, ade6-M210 ura4-D18 leul-32) irklar1 Istanbul
Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii Kiiltiir Koleksiyonu’ndan

saglandi. Irklarin 6zellikleri Tablo 3.1°de verildi.

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

Irklar Ozellikleri Kaynak
S. pombe 972h Yabani 1rk 1U-MBG
S.pombe parental ED666, ade6-M210 ura4-D18 leul-32 1U-MBG
pSLF173/ Parental Parental irkinin pSLF173 plazmidiyle olusan Bu ¢alisma
transformanti
SA01 Parental irkinin ght5-pSLF173 plazmidiyle Bu calisma
olusan transformanti
SA02 Parental irkinin ght5-pSLF172 plazmidiyle Bu calisma
olusan transformanti
SA03 Parental irkinin promotorlii ght5-pSLF172 Bu ¢aligma
plazmidiyle olusan transformanti
E.Coli XL10-Gold TetrD(mcrA)183 D(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 Bezmialem Vakif
endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac Universitesi
Hte [F" proAB laclqZDM15 Tnl0 (Tetr) Amy
Camr]

Calismada Istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii
koleksiyonunda bulunan S. pombe pSLF172 ve pSLF173 plazmid vektorleri kullanildi. Bu
vektorler, pREP42X plazmidinden koken almistir (Forsburg ve Sherman, 1996). Plazmidler
tiamin biyosentezinde rol alan ve tiamin ile anlatimi1 baskilanabilen nmtl geninin promotor
dizisini igermektedir (Maundrell, 1993). Maya se¢ilimi i¢in ura4”® ile E. coli secilimi i¢in
ampisilin direng (Amp®) genlerine sahiptir. Ek olarak, plazmidlerin c¢oklu klonlama
bolgelerinde raportoér gen olarak {i¢ tekrarli HA epitopu bulunmaktadir. Klonlanan genin
rekombinant proteinin amino ucuna HA epitopu eklemek i¢cin pSLF173, karboksi ucuna HA
epitopunu eklemek icin de pSLF172 plazmidleri kullamildi. pSLF173 ve pSLF172’nin

restriksiyon kesim noktalarini igeren plazmid haritalar1 Sekil 3.2 ve Sekil 3.3 de verildi.



14

HA1,BsgI, PaeR71I,T1iI, Xhol HA2 HA3,Zral AatlI, Pfol,BamHI,Ndel, Eagl,Notl, Sphl, Eagl, +6
BstXI,PFfIMI,NmeAIII BsaAl,PmlI, Pacl
nmtl1 promoter, AIwNI nmt terminator
PshAI HincII BsaBI
Af1II Swal
BfuAl, BspMI, Sphl,PstI, Sbfl Eco53kI,Bpll, Sacl,EcoRI,BplI Af1II
Bael

BlpI
BseRI
Dralll Afel
Bsgl
BbvCI Ajul
XemI Blpl
PFIMI,PF1FI, Tth1111
BsrGI,Bsu36l
PF1FI, Tth1111,BmgBI, Stul,Barl pSLF173 Mlul
XemI,BbsI,Bsal -
BsevI 8452 bp EcoRI
EcoRV Pwvull
Fspl,Bgll,KasI,Narl, Sfol,PluTl
Avrll BsrFI,NgoMIV,Nael
f1 ori, BtgZI, BsaAl Dralll
BsrGI Alol

rOom r lgg operator

CAP binding site BspQI,Sapl,Pvull

BseYI
ALIWNI

BglI, BsrFI, BpmI,Bsal Fspl

NmeAIII

Pfol, Eco01091

AmpR promoter, Zral, AatIl
XmnI

Sekil 3.2: Calismada kullanilan pSLF173 plazmidinin restriksiyon kesim haritasi.

Bsgl,PaeR7I,T1iI, XhoI,BglII, Btgl, Alel, Sacll, Eagl,Notl, Eagl HA1,HA2 HA3,Zral,Aatll, Pfol,BamHI,Ndel, Sall, HincII, TspMI, +2

Pf1IMI,NmeAIII BsaAl
nmtl promoter, A1wNI,BstXI nmt terminator,PmlI, Pacl
BsaBI, Swal

PshAI HincII
Eco53kI,Bpll, Sacl,EcoRI

Af1II
BlpI,BfuAl,BspMI, Sphl,PstI, Sbfl BplI,AflII, Bael
NsiI BseRI
Afel
Dralll
Bsgl Ajul
XemI, BbvCI Blpl
PfIMI,PF1FI, Tth1111
Bsu36l
Barl,BsrGINsil pSLF172 Mlul
XcmI,BbsI,Bsal, PF1IFI, Tth111I1,+2 EcoRI
BseYI 8457 bp Pvull
EcoRV Fspl
BglI,KasI,NarI, Sfol,PluTl
AvrIl BsrFI,NgoMIV,Nael
BtgZIl
BsrGI f1 ori
lac operator e BsaAl,Dralll,Alol
CAP binding site, lac promoter,Pvull — PfoI,Eco0109I,Zral, Aatll
BspQI, Sapl e AmpR promoter
BseYI XmnI
A1wNI
BglI,BsrFI,BpmI,Bsal Fspl

NmeAIII

Sekil 3.3: Calismada kullanilan pSLF172 plazmidinin restriksiyon kesim haritasi.

Ght5 heksoz tasiyicisini kodlayan ght5 geni, S. pombe genomunda I1l. kromozomda 212160-
214376 niikleotidleri arasinda yerlesmistir. Toplam 2217 niikleotidlik bir uzunluga sahiptir
(Sekil 3.4). Bu tez ¢alismasinda, ght5 geninin UTR ( “Untranslated Region”) bolgelerini
icermeyen, baslangi¢ ve stop kodonu arasindaki 1641 niikleotidlik kodlama yapan dizisinden
iki tane insort olusturularak sirasiyla insort 1 ve insort 2 olarak adlandirildi. Ayrica ght5 geninin

kodlama dizisine ek olarak promotoriiniin ve bununla birlikte 5° UTR’yi de iceren 612
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niikleotidlik kismin da dahil edildigi dizi, klonlama caligmalarinda insért DNA olarak
kullanildi. Bu dizi ise insért 3 olarak adlandirildi. Insort 1 dizisi pSLF173, insért 2 dizisi ise
pSLF172 plazmidlerine klonlanarak Ght5’in, sirastyla amino ve karboksi uglarina HA epitopu
eklendi. Insort 3 dizisi ise pSLF172 plazmidine, plazmidin nmtl promotdrii cikarilarak
klonlandi.

>SPCC1235.14.1 length:2217 includes:5°'UTR+exons+3 UTR
TAAACTTCGGTTTCGGTTCTATTTTGGGCTTTTGTCTTGTCATTGAAAGCTTTTTGTTGT
[ suTR | CTTTTAACCCTATTTACAATCAAACCCTTTATATCTTTTTTTATTAATTTTTCTCCTTCC Baslang

ATTATATTACCCTTTTAATCGTAATTTTC T TTTGACCATTGTCATG Kodonu
TTGGTCTTCGTGTCCATGGCCGGATGGATGTTTGGCGCCGATACCGGTTCCATTGGTGGT
ATCACCAACATGAGAGATTTCCAATCTCGTTTCGCAGATCGGTATAATCCGGTAACAGAT
TCGTATTCGTATTCTTCGGCGCGGCAAGGTCTAATTACTGGTATGGTTAACGTTGGTTCT
TTCTTTGGTTGTTTCCTTTCTTCCCCTCTTATGGATCGCATTGGTAAGCGTACCTCTATT
ATGTTTTGGACTATTGTTTATTTGATTGGTATTATTCTTCAAGTTACCGCTGTCCCATCT
TGGGTCCAAATCATGGTTGCTAAGATTTGGACTGGTCTTTCCATTGGCGCCTTGTCTGTG
CTTGCCCCCGGTTTCCAATCTGAGGTTGCTCCCGCCGATCTTCGTGGTACCATTGTCACC
ACCTATCAATTGGCTGTCACTGGTGGTATTTTCATTGCCGCTTGTATCAACATGGGTACT
CACAAGTTGCACAAGACTGCTCAATGGCGTGTATCCATGGGTATTAACTTGCTTTGGGGT
ATCATCACCTTCATCGGTATTTCTTTCCTTCCTGAATCCCCTCGTTATTTGATCTCTGTT
GGTAGAGATGAAGAGGCTCTTCAAATTATGGCCAAGAACAACGATCTTCCTATCGAACAC
GAAGTTATCCAAACGGAATACCATGTTATTAAGTCTGATTGTGAAGC TGAATTGGCTGGT
GGTCCCGCTACTTGGCCCGARATTTTTGGTCCCGACATTCGTTATCGTACCTTCCTTGGT
CTTGGTGTCATGTCTCTTCAACAACTTACCGGTGATAACTACTACTTCTACTATGGTTTC
GAGGTGTTTGAGGGTACTGGTATGAACTCTCCTTATCTTTCTGCTTTGATTCTTGATGCC
GTTAACTTTGGATGTACGTTTGGTGGTCTTTTCGTCCTAGAGTTCTTTGGTCGTCGTATG
CCATTGATTATTGGTGCTCTTTGGCAATCCATTACTTTCTTCATTTACGCAGCTGTTGGT
AATCGTGCTCTTACTCGTAAGAATGGTACCTCAAACCATCGTGCCGGTGCCGTTATGATT
GTGTTCTCATGTCTTTTCATTTTCAGTTTTGCTCAAACTTGGGGTCCTGCCGCATACGTT
ATCGTTGGTGAATCGTATCCCATTCGTTATCGTTCCAAGTGTGCTGCCGTCGCTACCACT
GGTAACTGGTTGTGGGGTTTCCTTATTTCCTTTTTCACTCCCTTCATTACCAACTCCATT
GGATTCAAGTATGGTTACATTTTCGCTGCTTGTAACTTGTGTGCTGCTTGTATTATTTTC
TTGTTTGCTCATGAAACCAAAGGTCTTACCTTGGAAGAGAT TAACGAACTATATATCTCT
GGTGCTAAGCCCTGGATGCC TAGACCTAAGAACCTTGGTAACTTCACCAAGCAACAAGAA
GAGGTTCGTGAAAAATCCCGTGGTGTTCAAGGCGAAAGTGCCGCTCATCTTGAAAACGTT

GACGGTGAGGAAGGTATTGAGGACTCTAGCAATGACATTAGTTCCACAACATCTTCGGAT Bitis
GGCCGTGCCAAGCCCGAATCTAGC TACCACGATCAGGAAGAACAATTCGCK! §T TGCT Kodonu

[ GATTGATAACAACAATATTTATAAAAAGCTTAAAATGCGCTTATTTTAAGCTTAATGTTT
GTCGTGGTTCGTTGATTCCTGTTIGTTGTTTTTTATTATATCCCTGAAAATTTCTGATGTT
TGTTAGGAGTAGCGGTGGCATTTTTTAAAGATTGGAACTAATTTATTCTTGTCTCACTCG
CTGCATTTGGAAGATAAATGAATGAATACCCAGAAAGGCATACGGAAAGTTTTTGTCTCA
TCATTTCATGCTTTAAATTTAATGTTGGTTTGGATTTATTTAATTTTCCTAGCTTTAGTC
GATTGTGGCTCTTAATAAGTGAAATGAGCTTTGGATTTCTTAAAAGTCTCTTTTCCCTTG
L CTGTCTTTTTACAATTTATTCCAATGGTCGTTACTGTATTGAATATATAATATGTTT

Sekil 3.4: ght5 geninin niikleotid dizisi.
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3.2. ORGANIZMALARIN URETIMi VE SAKLANMASI

3.2.1. S. pombe Irklarmin Uretimi ve Saklanmasi

S. pombe irklarinin iiretiminde ve saklanmasinda Gutz ve dig. (1974)’nin 6nerdigi yontemler
kullanild1. 972h" ve parental irklar1 +4°C’de silika jel (¢ap:0.2-0.5mm) igerisinde saklanan
stoklardan alinarak sirastyla YEA besi ortamlarimi iceren petrilere ekildi. iki giin sonrasinda
elde edilen kolonilerden azaltma ekim yapildi ve tek koloni elde edildi. Birer koloni segilerek
egri YEA besi ortamina ekildi ve 30°C’de 2 giin cogaltim1 yapildi. Bu 6rnekler saklanmak iizere
4°C’ye alindi. Calisgmada kullanilan S. pombe hiicrelerinin iiretilmesinde ve kontroliinde
kullanilan besi ortamlarinin igerikleri Tablo 3.2°de verildi. Tiim besi ortamlar1 otoklavda
121°C’da ve 1.2 atmosfer basingta 15 dk steril edildi. Kat1 besi ortamlar: sterilizasyon sonrasi
tek kullanimlik steril petrilere dokiilerek hazirlandi. Segici besi ortami i¢in gerekli metabolitler
olan Ade, Ura ve Leu 10 mg/mL olacak sekilde hazirlandi ve 121°C’da ve 1.2 atmosfer basingta
15 dk steril edildi. Final konsantrasyon 50 mg/L olacak sekilde MMA veya MML besi

ortamlarina ilave edildi. Tiim besiyerleri +4°C’de muhafaza edildi.

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

Besi ortami icerik Miktar
Maya 6ziitlii sivi besi ortami (YEL) Maya 0ziitii 509
Glukoz 30g
Distile su 1000 mL
Maya 6ziitlii kat1 besi ortami (YEA) Maya 0ziitii 509
Glukoz 309
Agar 209
Distile su 1000 mL
Minimal Sivi Besi Ortami (MML) Yeast Nitrogen Base (YNB) 6.7¢
ve Agar (MMA igin) 2049
Minimal Kat1 Besi Ortami (MMA) Distile su 1000 mL

Yeast nitrogen base igerisinde 0.4 pg/mL thiamine HCL bulunmaktadir. Bu oran nmt
promotoriiniin baskilanmasi i¢in gerekli olan 5 pg/mL (Forsburg ve Sherman, 1997) oranindan
diisiik oldugu i¢in promotorii baskilamada rol almayacagi kabul edilip, ¢alisma boyunca

minimal besi ortam1 hazirlamada YNB’nin kullanilmas1 uygun goriildii (Tablo 3.2).
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3.2.2. E. coli XL10-Gold Susunun Uretimi ve Saklanmasi

Calismada, rekombinant plazmidlerin se¢ilim ve tiretimi i¢in kullanilan Escherichia coli XL10
Gold susu bakterisinin temini Bezmialem Vakif Universitesi, Yasam Bilimleri ve Biyoteknoloji
Enstitiisi’'nde Dr. Aly’nin laboratuvar kiiltiir koleksiyonlarindan saglandi. E.coli XL10-Gold

hiicrelerinin liretilmesinde kullanilan besi ortamlarinin igerikleri Tablo 3.3’te verildi.

Tablo 3.3: E.Coli hiicrelerinin uretiminde kullanilan besi ortama.

Besi Ortam Icerik Miktar
“Luria-Bertani” s1v1 besi ortami (LB) Tripton 29
Maya 6ziitii 1lg
ve NaCl 29
“Luria-Bertani” kat1 besi ortami1 (LBA) Agar (LBA i¢in) 39
dH:0 200 mL
Tripton 200 mg
. Maya Ekstresi 50 mg
SOC ( Super Optimal Broth) NaCl 58.44 mg
dH:0 100 mL

LB ve LBA besi ortamlar1 Tablo 3.3’te verilen bilesenler dH20 i¢inde ¢ozdiiriildiikten sonra 1
N NaOH ile pH 7.2’ye ayarlandi. Kat1 besi ortami i¢in agar eklendikten sonra otoklavda steril
edildi. Ampisilin igeren besi ortamlari igin sterilizasyon sonrasinda 50 mg/L ampisilin eklendi.
SOC besi ortamina ise; 121°C’da ve 1.2 atmosfer basingta 15 dk steril edilerek hazirlanan 10
mM, 100 mL MgClI ve 2 M, 5 mL glukoz soliisyonlarindan sirasiyla 500 pl ve 1 mL eklendi.
Besiyerinin pH’1 NaOH ile 7.0’a ayarlandi. Tiim besiyerleri +4°C’de muhafaza edildi.

3.3. GENETIiK ANALIZLER

3.3.1. S. pombe’den Genomik DNA izolasyonu
S. pombe 972h *den genomik DNA izolasyonunda Looke ve dig. (2011) tarafindan &nerilen
yontem modifiye edilerek uygulandi.

[zolasyon agamalari:

1. YEL besi ortaminda bir gece tiretilen (30°C, 180 rpm) S. pombe 972 h™ hiicreleri ¢oktiiriildii
ve 100 pL 200 uM LiOAc w/v %1 SDS soliisyonu ile siispansiyon haline getirildi ve 5 dk
70°C’de su banyosunda inkiibe edildi.
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2. Daha sonra iizerine 300 L. %96°lik etanol (soguk) eklenip vortekslendi.
3. 15000 xg’de 3 dk santrifiijlendikten sonra siipernatant uzaklastirildi.
4. Pellet 500 pL %70’lik etanol ile yikandi ve santrifiyj ile tekrar ¢oktiirtildii.

5. Sonrasinda pellet 100 pL niikleaz icermeyen steril suda ¢ozdiiriildii ve hiicre kalintisini

¢oktiirmek i¢in 15 saniye 15000 xg’de santrifiijlendi.

6. Son olarak siipernatant baska bir mikrosantrifiij tiipiine alind1 ve gerektiginde kullanilmak

uzere -20°C’de muhafaza edildi.

3.3.2. DNA’nin Spektrofotometrik ve Elektroforetik Analizi

Elde edilen DNA 6rneginin ve pSLF172, pSLF173 plazmidlerinin miktar ve saflik kontrolleri
spektrofotometrede (“Nanodrop 8000, Thermo Scientific) 260 ve 280 nm dalga boyunda
dlciilerek yapildi. Oncelikle 2 pL ddH20 “blank” olarak cihaza okutulduktan sonra 6rneklerden

2 ul alinarak saflik ve miktar 6lgtimleri yapildi.

DNA 6rnegi %1°lik agaroz jelde kontrol edildi. Gerekli miktarda agaroz ve 1X TAE karistirilip
mikrodalga firininda 2 dk ¢6zdiirtildii. 50-55°C’ye kadar sogutulduktan sonra igerisine son
konsantrasyonu 0.5 pg/mL olacak sekilde etidyum bromiir (10 mg/mL) eklendi ve yatay
elektroforez kasetine dokiilerek 15-20 dk boyunca jelin soguyup katilagsmasi i¢in beklendi.
Daha sonra iginde 1X TAE tamponu bulunan elektroforez tankina yerlestirilip, her bir 6rnekten
5 pL almarak, 1 pL 6X yiikleme tamponu ile karistirilip jele yiliklendi. Bant boyutlarinin
anlagilabilmesi i¢in GeneRulerTM 1 kb boyutlu standart DNA (“Marker DNA”, Fermentas)
kullanild1 (Sekil 3.4). Agaroz jele yiiklenen DNA 6rnekleri 80 V’da 50 dk yiiriitiildii ve 302 nm
dalga boyunda ultraviyole (UV) 1s1kta goriintiilendi. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan
¢oOzeltiler Tablo 3.4°te verildi.

Tablo 3.4: Agaroz jel elektroforezinde kullanilan ¢6zeltiler ve igerikleri.

Ad icerik Miktar/Hacim
Tris Base 121 ¢
50 X TAE 0.5 M EDTA (pH 8.0) 50 mL
(Tris-Asetat-EDTA Tamponu) Glasiyel Asetik Asit 28.6 mL
dH20 420 mL
Etidyum bromiir Etidyum Bromiir 10 mg
dH0 1mL
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GeneRuler™ 1kb DNA ladder
0’GeneRuler™ 1kb DNA ladder,
ready to use

S ng/0.5ug %

S
3,000 70.0 14.0

1,000 60.0 12.0

Sekil 3.5: Calismada kullanilan “’Marker’” DNA.

3.3.3. S. pombe’de ght5 Dizilerinin PZR ile Cogaltilmasi

S. pombe’de 3. kromozom {iizerindeki ght5 geninin tam boyda ve ght5 promotoriiniin de dahil

edildigi dizilerin ¢cogaltilmasinda kullanilacak primerler i¢in gerekli olan ght5 sekansi “NCBI

Nucleotide Database” den alinarak Primer3 programi kullanilarak tasarlandi. Ligasyon i¢in

insortlerin restriksiyon enzimleri ile kesimi yapilmasi gerektiginden, ilgili vektorlere uygun

enzim kesim bdlgeleri primerlere eklendi. Primerlerin sentezi i¢in ticari bir firmadan hizmet

alind1. Tasarlanan primerler Tablo 3.5’te verildi. Insort 1 dizisinin pSLF173’e klonlanmasiyla

Ght5’in amino ucuna, insort 2’nin ise pSLF172 plazmidine klonlanmasiyla ght5’in karboksi

ucuna HA epitopu eklendi. insért 3 dizisi ise pSLF172 plazmidine, plazmidin nmt1 promotérii

c¢ikarilarak klonlandi.

Tablo 3.5: Hedef genin ¢ogaltilmasi i¢in tasarlanan primerler.

Primerler Dizi
1)Ght5-F_Sall 5" AAG CGT CGA CGATGG GAA AAAATTTGACCATTG ¥
Insért 1 2)Ght5 R_Smal | 5 GGT CCC GGG CTA TGC GAATTG TT 3’
Insort 2 3)Ght5-F_Bglll | 5 CGA AGA TCT ATG GGA AAA AAT TTG ACC ATT G-3’
4)Ght5-R_Notl 5" ATA GTT TAG CGG CCG CGT GCG AAT TGT TCT TCC TG 3°
Insort 3 4)Ght5-R_Notl 5" ATA GTT TAG CGG CCG CGT GCG AAT TGT TCT TCC TG 3’
5)Ght5-F_Pstl 5 AACTGC AGC AGGTCT TGC GTCCAACTTT 3
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PZR bilesenleri, 0.2 mL’lik PZR tiiplerinde Tablo 3.6°da belirtildigi bicimde bir araya getirildi.

Tablo 3.6: Hedef genin gogaltilmasi i¢in hazirlanan reaksiyon bilesenleri.

Reaksiyon Bilesenleri Miktar (ul) Son Konsantrasyon
dH20 11.3
Tampon 4 1X
MgCl, 0.5 1.25 mM
2mM dNTP 2 0.2mM
Primer(F) 0.5 0.25 pmol/pL
Primer(R) 0.5 0.25 pmol/pL
DNA 1 5 ng/ulL
DNA polimeraz(5 U/uL) 0.2 0.05 U/uL
Toplam 20

Reaksiyonda “Thermo Scientific Phusion High-Fidelity DNA Polymerase” enzimi ve kalip
olarak S. pombe 972h irk1 genom DNA’s1 kullanildi. PZR Tablo 3.7’de verilen kosullarda PZR
cihazi (Bio-RAD T100 Thermal Cycler) ile gerceklestirildi.

Tablo 3.7: PCR kosullari.

Reaksiyon Sicaklik(°C) Siire Dongii Sayisi
Basmagi
Pre-Denatiirasyon 98 30sn 1
Denatiirasyon 98 10 sn
Baglanma * 30 sn 35
Uzama 72 1dk 30 sn
Son Uzama 72 10 dk 1

*Baglanma sicakliklari; insort 1 ve insort 2 igin: 54°C, insort 3 igin: 66°C’dir.

PZR sonucu olusan iiriinler %1’lik agaroz jelde kontrol edildi. Ornekten 5 L, yiikleme
tamponundan 1 pL karistrilarak kuyucuklara yiikleme yapildi. 80 Voltta 50 dk yiiriitiildii ve UV

1sikta 302 nm’de bantlar goriintiilendi.

3.3.4. Plazmidlerin Kesimi

Rekombinant plazmid vektorlerini olusturmak icin ilk olarak, mevcut dairesel plazmidleri
cizgisel hale getirmek amaciyla, 1) pSFL173 plazmidinin Sall (NEB) + Smal (NEB); 2)
pSLF172 plazmidinin Notl (NEB) + Bglll (NEB) ; 3) pSLF172 plazmidinin Notl (NEB) + Pstl
(NEB) restriksiyon endoniikleazlariyla ikili kesimleri ger¢eklestirildi (Tablo 3.8).
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SAO01 rekombinant plazmidi i¢in, reaksiyon sirasiyla 1 saat 37°C, 30 dk 25°C ve 1 saat 37°C’de
inkiibasyona birakildi. SA02 ve SA03 rekombinant plazmidleri i¢in reaksiyonlar 37°C’de gece
boyu inkiibasyona birakildi. Daha sonra enzimlerin inaktivasyonu i¢in reaksiyonlar 85°C’de 15
dk inkiibe edildi. Hemen ardindan endoniikleazlar ile kesimi yapilmig tiim plazmid
reaksiyonlarina fosfataz enzimi (NEB, Antarctic Phosphatase) eklenerek vektorlerin
defosforilasyonu gerceklestirildi. Bu islem ile, linear vektoriin 5° uglarinda endoniikleaz kesimi
sonucu agiga ¢ikan fosfat gruplarinin kaldirilmasiyla, vektorlerin kendi lizerine kapanmasinin
(self-ligasyonu) engellenmesi amaglandi. Defosforilasyon i¢in reaksiyonlar 37°C’de 2.5 saat
tutuldu. Fosfataz enziminin inaktivasyonu i¢in ise karigimlar 85°C’de 15 dk inkiibasyona
birakild1 (Tablo 3.9). Rekombinant plazmid icin restriksiyon enzimlerinin se¢iminde, gen
icinde tanima bolgesi olmamasia ve ayni zamanda, pSLF172 ve pSLF173 plazmidlerinin

klonlama boélgelerindeki restriksiyon enzimleriyle uyumlu olmasina dikkat edildi.

Tablo 3.8: Plazmid DNA’sinin enzim kesimi i¢in gerekli bilesenler ve miktarlari.

Reaksiyon Bilesenleri Kullamlan Hacim (pL)
dH.0 19
10X Cut Smart Tampon 10
Plazmid DNA’s1 65
Enzim 1 3.5
Enzim 2 25
Toplam 100

Tablo 3.9: Plazmidlerin desfosforilasyonu i¢in gerekli bilesenler ve miktarlari.

Reaksiyon Bilesenleri Kullanilan Hacim (pL)
Restriksiyon enzimleri ve 100
plazmid DNA’s1 reaksiyon
karigimi
10X Fosfataz Buffer 12
Fosfataz Enzimi 3
dH.0 5
Toplam 120

3.3.5. PZR Uriinlerinin Kesimi

Her iki ucunda da, ligasyona birakilacak ilgili vektorlere uyumlu restriksiyon kesim bolgesi
bulunan PZR iiriinlerinin, 1) Sall (NEB)+ Smal (NEB), 2) Notl (NEB) + Bglll (NEB) ; 3) Notl
(NEB) + Pstl (NEB) endoniikleazlart ile ikili kesimleri gergeklestirildi (Tablo 3.10).
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1. insort i¢in reaksiyon sirasiyla; 1 saat 37°C, 30 dk 25°C ve 1 saat 37°C’de inkiibasyona
birakildi. 2. ve 3. insortler i¢in reaksiyonlar 37°C’de gece boyu inkiibasyona birakildi. Daha

sonra enzimlerin inaktivasyonu i¢in reaksiyonlar 85°C’de 15 dk inkiibe edildi.

Tablo 3.10: PCR iiriinlerinin kesimi i¢in gerekli bilesenler ve miktarlari.

Reaksiyon Bilesenleri Kullanilan Hacim(pL)
10X Cut Smart Tampon 10
PZR Uriinii DNA 85
Enzim 1 2.5
Enzim 2 2.5
Toplam 100

3.3.6. Kesim Uriinlerinin Geri Kazanim
Uriinlerin geri kazanimn ticari kit (Qiagen QIAquick PCR Purification Kit) ile firmanin &nerdigi

kosullarda gergeklestirildi.

1. Ilk olarak her bir iiriin i¢in mikrosantrifiij tiipiine saflastirilacak hacmin 5 kat1 kadar ’Binding

Buffer’’ eklendi.

2. Kesim tiriinleri ve binding buffer iyice karistirildiktan sonra bu karisim filtre tiipiine aktarildi

ve bu filtre mikrosantrifiij tlipline yerlestirildi.

3. Daha sonra 21.1 xg’de 1 dk santrifiij edildi ve mikrosantrifiij tiipliniin altinda biriken siv1
atild.

4. Filtre tiipliniin i¢ine 750 pL <> Wash Buffer’’ eklendi ve tekrar 21.1 xg’de 1 dk santrifiij edildi

ve alttaki siv1 atildi.
5. Sonra higbir sey ilave etmeden tekrar 21.1 xg’de 2 dk santrifiij edildi.

6. Son olarak filtre tiipti yeni bir mikrosantrifiij tiiptine yerlestirildi ve 40 uL ddH20 eklendi.
Bu asamada 1-2 dk beklendikten sonra 21.1 xg’de 1 dk santrifiij yapildi ve elde edilen tirinlerin

nanodropta miktar ve saflik tayinleri yapildi.

3.3.7. Plazmid ve PZR Uriinlerinin Ligasyonu

Ght5-pSLF173 (SA01), ght5-pSLF172 (SA02) ve promotorlii ght5-pSLF172 (SA03)

rekombinant vektorlerinin olusturulmast i¢in restriksiyon endoniikleazlariyla kesilmis ve
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saflagtirilmis plazmidler ile ght5 insort DNA’lar1 ve T4 DNA ligaz (NEB) enzimi kullanildi.

Ligasyon reaksiyonlar1 Tablo 3.11°de verilen bilesenler ile Tablo 3.12’de verilen kosullarda

gerceklestirildi.
Tablo 3.11: Ligasyon i¢in gereken bilesenler ve miktarlari.
Reaksiyon Bilesenleri Kullanilan Hacim(pL)
dH,0 4
T4 Ligaz Tamponu 1
Plazmid 2.5
Insért DNA 2
T4 DNA Ligaz 0.5
Toplam 10

Tablo 3.12: Ligasyon kosullari.

Sicaklik(°C) Siire Dongii Sayisi
4 20 dk 1
16 2 saat 1
10 30 sn
30 30sn 60
25 2 saat 1

3.3.8. pSLF172, pSLF173 Plazmidleri ile SA01, SA02 ve SA03 Rekombinant
Plazmidlerinin E. coli’ye Transformasyonu, Geri Kazanim ve Restriksiyon

Endoniikleazlar ile Kontrolii

pSLF172, pSLF173 plazmidleri ile insort 1, insort 2 ve insort 3’iin klonlandig1 rekombinant
plazmidlerini ¢ogaltmak i¢in E.coli XL10-Gold kompetant hiicresine transformasyon yapildi.

Transformasyon asamalari su sekilde gergeklestirildi;

1. -80°C’de saklanan 40 uL siiper yeterli E. coli XL10-Gold hiicreleri buz igerisinde 10 dk
bekletilerek ¢ozdiiriildii.

2. (Coziinen hiicre siispansiyonu iizerine 0.1-1 pg DNA igeren 1-10 pL plazmid ¢ozeltisi

eklendi.

3. Hiicreler bu sekilde 30 dk buz igerisinde inkiibe edildikten sonra 42°C’de 30 saniye 1s1 soku
etkisinde birakildi. Ardindan 2 dk buzda bekletildi.
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4. Daha sonra 2 dk oda 1s1sinda bekletildi ve karisimin iizerine 100 uL. SOC besi ortami eklenip
37°C’da 40 dk inkiibasyona birakildi.

5. Inkiibasyondan sonra karisimin tamamy, secici besi ortamina steril plastik baget ile yayilarak

37°C’de 1 gece inkiibe edildi. Segici besi ortami1 olarak LBA+Amp besi ortami1 kullanilda.

Secici besi ortamlarinda (LBA+Amp) iireyen kolonilerden plazmid izolasyonu yapildi. Plazmid
izolasyonu >’Qiagen QIAprep Spin Miniprep’’ ticari kiti ile gerceklestirildi. izolasyon adimlar
su sekilde yapilds;

1. Transformasyon sonrasinda LBA+Amp besi ortaminda segilen tek kolonilerden alinarak 5
mL LB+Amp besi ortamina inokiile edildi ve 220 rpm’de calkalamali etiivde 37°C’de 1 gece

tretildi.
2. Kiiltlir 4255 xg’de 5 dk santrifiijlenerek hiicreler ¢oktiiriildii. Stipernatant uzaklastirildi.

3. Pelletin tizerine 250 pul. “’Resuspension Buffer’” eklenerek pipetaj ile ¢ozdiriildi ve 1.5

mL’lik mikrosantrifiij tiiplerine alind.

4. Ardindan 250 pL “’Lysis Buffer’’ eklenerek karisim mavi rengi alana kadar beklendi.

5. Sonra 350 pLL “’Neutralization Buffer’” eklenerek karisim beyaz rengi alana kadar beklendi.
6. Daha sonra 21.1 xg’de 10 dk santrifiij edildi.

7. Ardindan siipernatant temiz mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirilen “’spin columnlara’’

aktarildi. 1 dk 21.1 xg’de santrifiij edildi.

8. Siipernatant uzaklastirilarak column’a 750 pL “>Wash Buffer’’ eklendi ve 1 dk 21.1 xg’de

santrifiij edilerek slipernatant uzaklastirildi ve ayn1 santrifiij bir kere daha gergeklestirildi.

9. “’Spin columnlar’’ yeni bir mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi. Columun ortasina 50 pL

ddH20 eklenerek 2 dk oda 1s1sinda beklendi ve 1 dk 21.1 xg’de santrifiij edildi.
10. Elde edilen iirlinlerin spektrofotometrede miktar ve saflik tayinleri yapildi.

Izole edilen plazmidlerin dogrulugunu kontrol etmek amaciyla pSLF172 ve pSLF173
plazmidleri Ecorl (NEB); SA01 plazmidi BamHI (NEB)+ Kpnl (NEB); SA02 plazmidi ve
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SA03 plazmidi Pstl (NEB)+ BamHI (NEB) restriksiyon endoniikleazlari ile kesim
reaksiyonuna birakildi. Kesim reaksiyonu Tablo 3.13’te belirtildigi gibi gerceklestirildi.
Bilesenler karistirildiktan sonra 6rnek 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Reaksiyon sonrasi

sonuglarin kontrolii agaroz jel elektroforezi ile yapildi.

Tablo 3.13: Restriksiyon endoniikleazi ile plazmid kesimi i¢in gerekli bilesenler ve miktarlari.

Reaksiyon Bilesenleri Kullanilan Hacim(pL)
dH.0 115
10X Cut Smart Tamponu 2
Plazmid DNA’s1 6
Enzim 1 0.25
Enzim 2 0.25
Toplam 20

3.3.9. Rekombinant Vektorlerin Dizi Analizi ile Kontrolleri

Restriksiyon enzimleri ile kontrol kesimlerinin ardindan pozitif sonu¢ veren rekombinant
vektorlerin dizi analizleri gergeklestirildi. Ght5 geninin ilgili vektore dogru bigimde yerlestigini
gormek ve mutasyon sonucu c¢erceve kaymast olmadigini gostermek igin vektordeki nmtl
promotoriine ait ileri (F) ve terminator dizisine ait geri (R) primerler (Tablo 3.14) ile, ilgili

vektorler dizilemeye gonderildi. Dizi analizi i¢in MedSanTek firmasindan hizmet alim1 yapildi.

Tablo 3.14: Dizileme igin kullanilan primerler.

Primer Adi Primer Dizisi (5°3°)
Nmtl Forward 5'-ACTCTCGGCTACTGGATGGT-3'
Nmtl Revers 5’-CGCACCCGTCTACGTTTCTA-3”

3.3.10. SA01, SA02 ve SA03 Rekombinant Plazmidlerinin S. pombe Parental (ED666)

Irkina Transformasyonu

S. pombe parental irkina hem kimyasal bir yontem olan lityum asetat yontemiyle (Forsburg,
2003) hem de elektroporasyon (Forsburg, 2003) yontemiyle transformasyon gerceklestirildi.
pSLF173, SA01, SA02 ve SA03 plazmid vektorleriyle transformasyon yapildi. Kimyasal
transformasyon agamasinda kullanilan ¢ozeltiler Tablo 3.15°te gosterildigi oranlarda hazirlanip

otoklavda steril edildi.
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Tablo 3.15: S. pombe transformasyonunda kullanilan ¢ozeltiler.

Cozelti icerik
LiAc soliisyonu 0.1 M LiAc, 1X TE (pH 7.5)
LiAc-PEG soliisyonu 0.1 M LiAc, %50 PEG 3350, 1X
TE (pH 7)

1. Kimyasal transformasyon i¢in kullanilacak olan S.pombe parental hiicreleri YEA besiyerinde
30°C’de 2 gece boyunca iiretildikten sonra, 30 mL MML (Ade+Leu+Ura) besiyeri igeren erlene
108 hiicre/mL olacak sekilde inokiile edildi.

2. Kiiltiir 0.5 -1 x 107 hiicre/ml (ODeggo = 0.2-0.5) yogunluguna gelene kadar tiretildi. Yeterli
hiicre yogunluguna ulasan kiiltiir 1734 xg’de 5 dk santrifiij edildi.

3. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra pellet 8 mL distile su ile yikanarak tekrar 1734 xg’de 5
dk santrifiij edildi.

4. Daha sonra siipernatant uzaklastirilarak pellet 0.1 M Lityum Asetat soliisyonu (pH 4.9) ile

hiicre yogunlugu 1x10° hiicre/mL olacak sekilde yeniden siispanse edildi.

5. Siispanse edilen hiicreler 1.5 pL’lik mikrosantrifiij tiiplerine 100 puL aliqotlar halinde dagitild:
ve 30°C’de 2 saat inkiibe edildi.

6. Sonra her tiipe 15 uL. TE (pH 7.5) i¢inde 1 pg plazmid DNA eklendi ve inkiibasyon sirasinda

coken hiicreleri yeniden siispanse etmek i¢in nazikce vortekslenerek karistirildi.

7. Ardindan 30°C'de dnceden 1sitilmis %50 (w/v) PEG 4000'den 290 pL eklendi ve yavasca
vortekslenerek tekrar karistirildi ve 30°C'de 60 dakika inkiibe edildi.

8. Inkiibasyon bitiminde tiiplere, 42°C'de 15 dakika boyunca 1s1 soku yapildi ve ardindan tiipler
10 dakika oda sicakliginda sogutuldu.

9. Oda sicakligina gelen hiicreler 2.4 xg’de 2 dk santrifiij edilerek silipernatant dikkatlice
uzaklastirildi.

10. Pellet, 1 mL 1/2 YEL besiyerinde yeniden siispanse edildi ve 32°C 180 rpm’de 3 saat
boyunca inkiibe edildi.
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11. Inkiibasyon sonras1 hiicreler 0.9 Xg’de 1 dk ¢oktiiriilerek siipernatantin 800 pL’si
uzaklastirildi ve geriye kalan 200 pL ile pellet siispanse edilerek segici besiyerlerine MMA
(Adet+Leu) ekim yapildi. 30 °C etlivde 4-7 giin boyunca inkiibe edildi.

Elektroporasyon ile transformasyon i¢in;
1. Tlk olarak S.pombe parental hiicreleri YEA besi yerinde 30°C’de 2 gece boyunca bekletildi.

2. Sonra 30 mL MML (Ade+Leu+Ura) besiyeri iceren erlene 10° hiicre/mL olacak sekilde
ekimi yapildi ve 180 rpm’de 30°C’de gece boyunca ¢alkalamali etiivde iiretildi.

3. Ertesi giin hiicre yogunlugu 600 nm’de 0.5-1.5 (ODeoo) araligina gelince kiiltiir +4°C 1734
Xg’de 5 dk santrifiij edildi.

4. Pellet 5 mL soguk ddH2O ile yikand1 ve tekrar ayn1 kosullarda santrifiij edildi.

5. Ardindan siipernatant uzaklastirilarak 5 mL 1M soguk sorbitol ve 1 M 125 uL DTT eklenerek
15 dk buzda bekletildi.

6. Buzdaki inkiibasyonun bitimiyle hiicreler +4°C, 1734 xg’de 5 dk santrifiij edildi.

7. Siipernatant uzaklagtirilarak son hiicre yogunlugu 1-5x10° /mL olacak sekilde 1 M soguk

sorbitol ile slispanse edildi.

8. Her bir transformasyon icin 40 pL hiicre daha once buzda bekletilerek sogutulmus

elektroporasyon kiivetlerine eklendi.
9. Ardindan 100 ng DNA eklenerek kiivetler elektroporatore yerlestirildi.

10. Elektroporasyon islemi 1.5 kV, 200 ohms, 25 pF kosullarinda (Biorad, GenePulser Xcell)
gergeklestirildi.

11. Daha sonra kiivetlere 0.9 mL soguk sorbitol eklenerek 1.5 mL’lik mikrosantrifiij tiiplerine

alindi.

12. Hiicreler 0.9 xg’de 1 dk santrifiij edildi. Stipernatantin 0.7 mL’s1 uzaklastirildi.
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13. Son olarak siipernatantin kalan miktar1 ile hiicreler siispanse edilerek ilgili segici

besiyerlerine MMA (Ade+Leu) ekildi. 30 °C etiivde 4-7 gilin boyunca inkiibe edildi.

3.3.11. Rekombinant Transformant Kolonilerin Kontrol Edilmesi

Secici besiyerinde iireyen kolonilerin, rekombinant plazmidleri almis olan koloniler olup
olmadig1 koloni PZR ile kontrol edildi. Bu PZR’da koloniler kalip olarak kullanildi. 10 pL
distile su igerisine kiirdan yardimiyla kolonilerden hiicre alindi ve siispanse edildi. Bu hiicre
stispansiyonlar1 kalip olarak kullanildi. Primer olarak, SA01 plazmidinin S.pombe’ye
transformasyonuyla olusan kolonilerin kontrol edilmesi igin insort 1’in ¢ogaltiminda kullanilan
ght5 forward primeri ile nmtl promotor bélgesi i¢in tasarlanmig nmt revers primeri ; SA02 ve
SAO03 plazmidlerinin S.pombe’ye transformasyonu sonucu olusan kolonilerin kontrolii i¢in ght5
realtime forward primeri ile plazmitte yer alan nmtl promotor bdlgesi i¢in tasarlanmis nmt
revers primeri ( Tablo 3.16 ) kullanildi.

Tablo 3.16: Koloni PZR’da kullanilan primer dizileri ve olusan tiriin boyutlari.

Primerler Dizi Uriin
Boyutu

1)Ght5-F 5> AAG CGT CGA CGA TGG GAA AAA ATT TGA CCATTG 3’ -15kb

2)Nmt-R 5’-CGC ACCCGT CTACGT TTC TA-3’

3)Nmt-R 5’-CGC ACCCGT CTACGT TTC TA-3’ ~-1.0kb

4)Ght5-RF | 5>-TTT GGT GGT CTT TTC GTC CT-3’

Reaksiyon “Thermo Scientific Dream Taq DNA Polymerase” enzimiyle gergeklestirildi. Tablo
3.17°de verilen bilesenler 0,2 ml’lik PZR tiiplerinde karistirildi ve reaksiyon kosullari Tablo
3.18’de verildi.

Tablo 3.17: Koloni PZR bilesenleri.

Reaksiyon Bilesenleri Miktar (ul) Son Konsantrasyon
dH.0 13.3
Tampon 2 1X
MgCl, 0.5 1.25 mM
2 mM dNTP 2 0.2mM
Primer(F) 0.5 0.25 pmol/uL
Primer(R) 0.5 0.25 pmol/uL
Kalip 1
DNA polimeraz(5 U/ul) 0.2 0.05 U/uL

Toplam 20
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Tablo 3.18: Koloni PZR kosullari.

Reaksiyon Sicakhik(°C) Siire Dongii Sayisi
Basmag
Pre-Denatiirasyon 95 30sn 1
Denatiirasyon 95 30sn
Baglanma 54 30sn 35
Uzama 72 1dk
Son Uzama 72 10 dk 1

PZR sonrasinda {iriinler %1 agaroz jele yiiklenerek kontrol edildi. PZR {iriinlerinin 10 pL’si 2
pnL 6X yiikleme boyasiyla karistirilarak yiiklendi. Jel 80V’da 50 dakika yiiriitiildiikten sonra
UV 1sikta 302 nm’de goriintiilenerek fotografi ¢ekildi. SAO1 kolonileri i¢in yaklasik 1500 bg
beklenen biiyiikliik, SA02 ve SA03 kolonileri i¢in yaklasik 1000 b¢ PCR iiriiniin ¢ogaltildig1

koloniler pozitif (rekombinant vektorii almis) olarak belirlendi.

3.4. FIZYOLOJIiK ANALIZLER

3.4.1. S. pombe Irklarinin Ureme Egrilerinin Olusturulmasi

S. pombe 972h” , parental (ED666), SAOI, SA02 ve SA03 wklarinin iireme egrilerinin
cikarilmasi i¢in Boliim 3.2.1°de anlatildigi gibi hiicreler, segici besi ortamlarinda (972h" -
MML,; parental- MML+Ade+Leu+Ura; SA01, SA02 ve SA03 -MML+Ade+Leu) 6nce 30°C’de
2 gece boyunca kat1 besiyerinde inkiibe elde edildi. Daha sonra 1 mL distile su ile siispanse
edilerek toplandi. 100 kat seyreltilen hiicrelerin sayim1 Malassez Lami (0.0025 mm?2, Superior,

Marienfeld) kullanilarak yapildi.
Mililitredeki hiicre sayis1t Denklem 3.1’°e gore hesaplandi.
Hiicre/mL = Ortalama hiicre sayis1 X Sulandirma faktdrii X 10° (3.2)

20 mL segici besi ortami igeren 100 mL’lik erlenlere 10° hiicre/mL olacak sekilde ekim yapildi
ve calkalayici etiivde 180 rpm’de, 30°C’de liremeye birakildi. Hiicre kitlesindeki artis her 2
saatte bir 200 pL alinarak spektrofotometrede (Biotek Cytation 5, EIx8080) 600 nm dalga
boyundaki 151k kullanilarak yogunlugun 6l¢iilmesiyle takip edildi. 30 saat boyunca takip edilen

kiiltiirlerin, zamana bagli iireme egrileri olusturuldu.
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3.4.2. Demir Stresi Uygulamasi

Bu ¢alismada elde edile rekombinant irklar ve kontrol grubu olarak kullanilan parental ve
parental+pSLF172 wrklarinda demirin sitotoksik etkisi, karbon kaynagi olarak hem %2 hem de
%0,5 glukoz iceren minimal besi ortamlarinda (MML) farkli konsantrasyonlarda demir (0,0625
—8 mM, FeCls.6H20, Merck) uygulanarak hiicre canliliginin takip edilmesiyle belirlendi. Buna
gore, her bir 1k icin yiiksek ve disiik glukoz kosullarinda, ayri ayri, demirin minimum

inhibisyon (MIC) degerleri ICsp olarak hasaplandi.

Oncelikle, stres uygulanacak irklarin %2 glukoz igeren MML besi yerinde 30°C, 180 rpm’de,
1 glin boyunca tiretilerek taze kiiltiirleri elde edildi. Bu arada, 96 kuyucuklu mikroplakalara 200
pL MML (%2 ve %0,5 glukoz) besiyeri dagitildiktan sonra, 0,0625 mM, 0,125mM, 0,25mM,
0,5 mM, 1 mM, 2 mM, 4 mM, 8 mM olacak sekilde 8 farkli konsantrasyonda 3,2 mM
FeCls.6H20 soliisyonundan (Tablo 3.19) eklendi. Her bir 1rka ait taze hiicre kiiltiirlerinden 108
h/mL olacak sekilde ekim yapildi ve 30°C, 180 rpm’de iiremeye birakildi. Deney akis semasi
ayrica sekil 3.6’da verildi.

2504 B50pL  250pL 250l
750uL {som LT50uL 7504l 7 8 9 10 N 12
- Uy /\/\ \/\/\/\ YY Y Y )Y
@ ¢ 7 7 °F te'sessees
—) {7 \ WAL ‘/\./\./\./ ./\./ b 4 ./\./
= P9 NN
=9 \,/‘\, ,/\-J\-/\- SUNNRNN
= 800mM  200mM  SomM  125mM f\ YO \f \/ Y Y XY X))
= ANANAANAANN
—t
=l aeeaneesesss
= L 4 ¢ W O F'r Y% %a% v \'f \r v N/ \()
= (X\r'\r\ ('\/“\‘f \/‘\Q
= a 47
=3 ' .\_} O .\‘) 2 J\J\//XJK\X;/\A/A
\./\./‘\. S ANRAEARAD
BOQOQO”O“OO

32M

10ml
(5.2gr)

Sekil 3.6: Demir stresi uygulamasinin sematik gosterimi.
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Hiicre iiremelerindeki artis 0., 18., 24., 42. ve 48. saatlerde plate’lerin dogrudan
spektrofotometrede (Biotek Cytation 5, EIx8080) 600 nm dalga boyunda 6l¢iilmesiyle takip
edildi. 2 gilin boyunca takip edilen kiiltiirlerin, hem zamana bagli iireme egrileri hem de 24.
saatte MIC degerleri ICso olarak hesaplandi. Bu deney diisiik (%0,5) ve yiiksek (%2) glukoz
iceren MML besiyerlerinde, 2 teknik 3 deney terarli olarak gergeklestirildi.

Ayrica veriler GraphPad Programi Two-way ANOVA ile hiicrelerin tim demir dozlarinda
24 saatteki canliliklar analiz edildi. Her bir irkin demir igermeyen MML besi ortamindaki
tiremeleri kontrol grubu olarak kullanildi. Gruplar arasindaki fark P<0,05 degerine sahip

oldugunda sonuglar anlamli kabul edildi.

Tablo 3.19: Demir stresi i¢in hazirlanan stok soliisyon.

3.2 MM FeClz.6H20(10mL)
FeCls.6H,0 5.2 9r
Distile Su 10 mL

3.4.3. SA03 S. Pombe Transformant Irkina Western Blot Analizi i¢in Demir Stresi

Uygulamasi

Demir stresinin ght5 geninin anlatimina olan etkisini belirlemek amaciyla, SA03 transformant
irkina %0,5 ve %2 glukoz iceren MML (A+L) besiyerinde farkli derisimlerde demir stresi
uygulandu. Tlk olarak SA03 1rki, %2 glukoz iceren MML besiyerinde 30°C, 180 rpm’de, 1 giin
boyunca iiretilerek canlandirildi. Sonra yine %2 glukoz igeren 240 mL MML besiyerine ekimi
yapild1 ve ertesi giin logaritmik faza (ODego: 0.6-0.8) ulagmis olan kiiltiir 4255 xg’de 5 dk
coktiiriildii. Pelletin yarist %2 glukozlu MML besiyerinde kullanilmak iizere ayrilirken, diger
yarist iki defa % 0.5 glukoz iceren MML besiyeri ile siispanse edilerek yikandi ve ayni
kosullarda ¢oktiiriildii. Diger taraftan her biri 30 mL %0,5 glukozlu MML besiyeri igeren 4 tane
erlen ve yine her biri 30 mL %2 glukozlu MML besiyeri i¢eren 4 tane erlen hazirland: ve iki
farkli besiyerine de 0 mM, 0.5 mM, 1 mM ve 2 mM demir igerecek sekilde Tablo 3.19’da
belirtilen demir soliisyonundan eklendi. %0,5 glukozlu MML ile yikanan hiicreler %0,5
glukozlu farkli konsantrasyonlarda demir igeren erlenlere esit miktarda pipet yardimiyla ekildi.
Bagsta ¢oktiiriilen hiicre pelletinin diger yarist da %2 glukozlu farkli derisimlerde demir iceren

erlenlere ayn1 sekilde ekildi. Ardindan tiim hiicreler 4 saat boyunca 30°C, 180 rpm’de inkiibe



edildi. Daha sonra tlim kiiltiirlerden Boliim 3.5.1°de anlatildig: gibi protein izolasyonu yapildi.

Deney akis semast ayrica sekil 3.7°de verildi.

1) SA03 S.pombe transformant irkinin
%2 glukoz igeren 240 mL, MML (A+L)
besiyerinde ODsss degeri 0,6-0,8 araligina

ulagana kadar Uretilmesi.

2) KiitGrin yansinin 3% 0.5 glukoz iceren

MML ile Iki defa yikanmasi
% 0.5 glukozlu MML(A+L)

AAAL

OomM 0O5mM 1mM 2mM

(30mL) (30mL) (30mL) (30mL)

2) Diger yansinin %2 glukoz MML
besiyerinde kullamimak uzere
¢oktUrlimesi
4

% 2 glukozlu MML(A+L)

Aada

OmM O5mM 1mM 2mM

(30mL) (30mL) (30mL) (30mL)

3) %0.5 ve %2 glukoz iceren MML (A+L) besiyerine 0.5, 1 ve 2 mM konsantrasyonda demir igermesi
igin FeCl;.6H,0 solisyonundan gerekli miktarlarda eklenmesi.

4) Cokturilen hucrelerin ilgili erlenlere esit miktarda ekilmesi.
S) Hucrelerin 4 saat boyunca 30°C, 180 rpm’de inkiibasyonuyla demir ile muamele edilmesi.

6) 4 saat inkiibasyon sonucu tim kiltirlerden protein izolasyonu yapilmasi.

Sekil 3.7: SA03 S. pombe irkina western blot analizi igin demir stresi
uygulamasinin sematik gosterimi.

3.5. PROTEIN ANALIZLERIi

3.5.1. Protein izolasyonu ve Miktar Tayini

Konak olarak kullanilan S. pombe parental irki ve bu calismada elde edilen S. pombe
transformant irklarindan ve demir stresi uygulanan transformant irklarindan protein izolasyonu,
Grallert ve Hagan (2017)’mn ydntemi kullanilarak yapildi. izolasyon igin kullanilan tampon
Tablo 3.20°de belirtildigi gibi hazirlandi.
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Tablo 3.20: Protein izolasyonunda kullanilan tampon ve igerigi.

Tamponun Adi Tamponun Bilesenleri
RIPA 140 mM NaCl
(Radioimmunoprecipitation Assay) 25 mM Tris-HCI
Tamponu 1 mM EDTA
(pH:7,4) %1 NP-40
%0,1 SDS

Protein izolasyonu basamaklari:

1. Izolasyonda kullanilacak olan her bir 1rk, %2 glukoz igeren MML besiyerinde ODgoo degeri
yaklagik 1 olana kadar tiretildi. Duragan faza ge¢mis olan kiiltiirlerden 15 mL’lik falkon tiiplere
10 mL alind1 ve 8000 xg’de +4°C’de 3 dk boyunca santrifiij edildi.

2. Siipernatant uzaklastirildi ve pellete 1 mL soguk PBS eklenerek hiicreler pipetaj ile slispanse

edildi. Bu siispansiyon buzda bekletilerek sogutulmus 1,5 mL mikrosantrifiij tiipiine aktarildu.

3. Mikrosantrifiyj tiipleri 8000 xg’de +4°C’de 3 dk santrifiij edildi ve siipernatnat uzaklastirildu.
Ardindan tiipler -80°C’de 5 dk bekletilerek pelletin donmasi saglandi.

4. Inkiibasyon sonunda donan pelletin iizerine 400 mg cam boncuk ve 250 uL RIPA buffer
eklendi.

5. Tiipler -20°C 5 dk bekletildi ve daha sonra 1 dakika vortekslenerek hiicrelerin pargalanmasi

saglandi. Bu asama 3-4 defa tekrarlandi.

6. Ardindan tiipiin alt1 steril ve kizgin bir igne ile delinerek bos bir 1,5 mL mikrosantrifiij tiipiin

icine koyuldu.

7. Ust iiste yerlestirilen iki tiipiin 3000 xg’de +4°C’de 1 dakika santriiij edilmesiyle ve iist

tiipteki sivinin tamamen alttaki tiipe gegmesi saglandi.
8. Daha sonra tiipler +4°C’de 16000 xg’de 20 dakika santrifiij edildi.

9. Santrifiij bitiminde siipernatant yeni bir mikrosantrifiij tiipe alinarak -20°C’de daha sonra

kullanilmak tlizere muhafaza edildi.

Izole edilen proteinlerin miktarlar1 hem spektrofotometrede (“Nanodrop 8000, Thermo

Scientific) hem de Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific/23225) ile dl¢iildii.
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Nanodrop ile miktar tayininde oOncelikle 2 pL RIPA tamponu “blank” olarak cihaza
okutulduktan sonra 6rneklerden 2 puL alinarak ol¢iimleri A280 nm’de yapildi. Kit ile protein
tayini yapilirken firmanin Onerdigi iki farkli protokolden, microplate protokolii uygulanda.
Oncelikle bir standart olusturmak igin Onerilen sekilde BSA (Sigir Serum Albumini)
kullanilarak farkli konsantrasyonlara sahip bir seri sulandirim hazirlandi. Daha sonra standart
ve protein 6rneklerinden iki tekrarli olacak sekilde 25 uL 6rnek alinarak mikroplaka kuyularina
koyuldu. izolasyonda kullanilan RIPA tamponu kor drnek olarak segildi. Tiim 6rneklerin
tizerine 200’er pL kitin ¢alisma soliisyonu eklendi. Mikroplaka 30 sn orbital calkalayiciya
koyularak 6rneklerin ve ¢alisma soliisyonun homojen sekilde karismasi saglandi. Ardindan 30
dakika 37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi mikroplakanin 562 nm dalga boyunda

Ol¢iimii alinarak 6rneklerin protein konsantrasyonu belirlendi.

3.5.2. Proteinlerin Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-
PAGE) ile Goriintiilenmesi

Yapilan protein izolasyonlarinin western blotta kullanilabilirligini test etmek icin, 6rnekler ilk
olarak SDS-PAGE’de yiiriitiildi. SDS-PAGE hem manuel olarak hem de kit (Biorad, TGX™
FastCast™ Acrylamide Kit, 12%) yardimi ile hazirlandi. Caligmada kullanilan jeller ve
igerikleri Tablo 3.21 ve 3.22°de verildigi gibi hazirlandi.

Tablo 3.21: Manuel SDS-PAGE jel bilesenleri.

Jel fcerik Miktar (10 mL igin)
%30 akrilamid/bisakrilamid 3.32mL
1,5 M Tris-HCI pH: 8,8 25 mL
Resolving (Ayirma) Jel ddH-0 4 mL
SDS(%10) 100 pL
Tetrametiletilendiamin(TEMED) SuL
%10 Amonyum Persiilfat (APS) 80 ul
%30 akrilamid/bisakrilamid 1.32 mL
0,5 M Tris-HCI pH: 6,8 2.52mL
ddH0 6 mL
Stacking (Yiikleme) Jel SDS(%10) 100 uL
Tetrametiletilendiamin(TEMED) 10 uL
%10 Amonyum Persiilfat (APS) 160 pL

Resolving (ayirma) jelinin yaklasik 4 mL’si ile dikey elektroforezin cam plakalari arasina pipet
yardimi ile dokiildii. Jelinin {ist kisminin diiz olmasi i¢in {izerine 500 pL isopropanol eklendi

ve polimerizasyona birakildi. Sonrasinda pegete ile jelin tizerindeki isopropanol uzaklastirildi.
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Ardindan stacking (yiikleme) jeli hazirlanarak pipet ile ayirma jelinin iizerine, kasetinin tist
sinirina ulasana dek dokiildii ve jel tarag: yerlestirildi. Ardindan jel polimerizasyona birakildi.
Boylece kasetinin alt kisminda %10’luk ayirma jeli ve iist kisminda %4’liik yiikleme jeli elde

edildi.

Tablo 3.22: Biorad, TGX™ FastCast™ SDS-PAGE jel bilesenleri.

Jel icerik Miktar (1 jel icin)
Resolver A Soliisyonu 3mL
Resolver Resolver B Soliisyonu 3mL
TEMED 3uL
APS 30 uL
Stacker A Soliisyonu 1mL
Stacker Stacker B Soliisyonu 1mL
TEMED 2uL
APS 10 uL

Resolver ve stacker jeller Tablo 3.22°de belirtildigi gibi hazirlanarak ardarda cam plakalar
arasina dokiildi ve jel taragi yerlestirildi. Ardindan jelin polimerizasyonu i¢in 30-45 dk
beklenildi. Bu sekilde kasetinin alt kisminda %12’lik ayirma jeli ve st kisminda %4’liik
yiikleme jeli elde edildi. Polimerizasyon sonrasi tarak ¢ikarilarak, kaset elektroforez tankinin

igerisine yerlestirildi ve 1X yiiriitme tamponu (Tablo 3.23) eklendi.

Tablo 3.23: SDS-PAGE igin kullanilan tamponlar ve bilesenleri.

Tamponun Adi Tamponun I¢erigi
375 mM Tris-HCI pH: 6,8
6X Laemmli Buffer %6 SDS

%4.8 Gliserol
%9 2-Merkaptoetanol
90,03 Bromofenol mavisi
25 mM Tris Baz
1X Yiiriitme Tamponu (pH: 8,3) 192 mM Gilisin
%0,1 SDS

Protein 6rneklerinin her birinden toplam 20 pg alindi ve tizerlerine 6:1 oraninda Laemmli buffer
eklendi (Tablo 3.23). Buffer ile ornekler karistirildiktan sonra tiipler 95°C’de 5 dakika
bekletildi ve ardindan oda sicaklifina gelene kadar sogumaya birakildi. Daha sonra jele
yiiklenen protein drnekleri 6nce 80 V’da 30 dk daha sonra 100V da 1,5 saat yiirlimeye birakildu.
Sonrasinda manuel olarak hazirlanan jel boyama tamponu (Tablo 3.24) igerisine alinarak 20

gece boyu orbital ¢alkalayicida (50 rpm) inkiibe edildi.
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Ardindan boya agartici soliisyon (Tablo 3.24) ile yaklasik 4 saat ¢alkalanarak (50 rpm) sadece

boyali protein bantlarinin goriintiilenmesi saglandi.

Tablo 3.24: Coomasie boyama i¢in gerekli soliisyonlar ve igerikleri.

Soliisyon Adi Icerik
%40 Metanol
Boyama Soliisyonu %10 Glacial Asetik Asit
%50 ddH,0

90,1 Coomassie brilliant blue
%7 Glacial Asetik asit

Boya Agartict Tampon %5 Metanol

%82 ddH,0

Kit ile hazirlanan SDS-PAGE’e de 6rnekler manuel jeldeki miktarlar kadar yiiklendi ve yine
ayni kosullarda yiiriitiildii. Daha sonra jel, UV 302 nm dalga boyunda aktivasyon i¢in 1-2 dk

boyunca bekletilerek protein bantlarinin goriintiilenmesi saglanarak fotografi ¢ekildi.

3.5.3. Western Blot

HA tag proteine fiizyonu yapilmis ght5 geninin, transformant S. pombe parental irklarinda
protein iiretiminin gdsterilmesi icin Western Blot analizi yapildi. Kontrol protein olarak -
tubulin kullanildi. a-tubuline ve HA tag rap0rtor proteinine 6zgii olan primer ve sekonder

antikorlar secildi. Secilen antikorlarin 6zellikleri tablo 3.25°te verildigi gibidir.

Tablo 3.25: Western Blot ¢aligmasinda kullanilan primer ve sekonder antikorlar.

Hedef Protein Marka Katolog Numarasi Antikor Ad1
a-Tubulin Novus Biologicals NB100-1639 Rat monoclonal tubulin
antibody
a-Tubulin Novus Biologicals NB7126 Goat polyclonal goat anti

rat IgG2A secondary
antibody-HRP-

HA Tag Novus Biologicals NB600-363 Rabbit polyclonal HA
tag antibody
HA Tag Thermo Fisher Scientific 31460 Goat anti rabbit 19G

(H+L) secondary
antibody-HRP-

[lk olarak protein drnekleri SDS-PAGE jele yiiklendi ve yiiriitiildii ( Boliim 3.3.4). Bu sekilde
biri a-Tubulin proteini ve digeri HA-Ght5 flizyon proteininin tespit edilmesinde kullanilmak
tizere iki jel hazirlandi. Yiiriitme islemi bittikten sonra Western Blotta transfer asamalarina

gecildi. Western Blot i¢in kullanilan tamponlar ve igerikleri Tablo 3.26’da verildigi gibidir.
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Tablo 3.26: Western Blot ¢alismasinda kullanilan tamponlar ve igerikleri.

Tampon Adi icerigi
Bloklama Soliisyonu IXTBST
%5 Skim Milk
Antikorlarmn Inkiibe Edildigi Soliisyon IXTBST
%1 Skim Milk
IX TBST 150 mM NaCl
20 mM Tris
%0,1 Tween 20
1IX TBS (pH 7.6) 150 mM NaCl
20 mM Tris
Transfer Tamponu 25 mM Tris Base
192 mM Glisin
%20 Metanol

Calismada PVDF (Polivinilidin Floriir) tipi membran kullanildi. Membran ve jeller uygun
boyutlarda kesilerek ve fazlaliklardan kurtularak transfer i¢in hazirlandi. Membran transfer
oncesi saf metanolde 1 dk bekletilerek aktif hale getirildi. Ardindan membran, jeller ve
transferde kullanilacak filtre kagitlar1 10 dk boyunca transfer bufferda bekletildi. Jeller,
membran ve filtre kagitlari, Sekil 3.5°te gosterildigi gibi sandvi¢ yapilarak transfer cihazina

yerlestirildi. Proteinlerin PVDF membrana transferi 40 mA’da 2 saat 10 dk boyunca gerceklesti.

Blotting paper
(2-3 sheets)

Gel

Membrane

Blotting paper
(2-3 sheets)

Mask

Sekil 3.8: Proteinlerin jelden membrana aktarilmasi icin
sandvi¢ yapisinin olusturulmast..

Transfer bitimi sonrast membranlar 1XTBST ile 1 dk yikandi. Ardindan 20 mL bloklama
soliisyonunda 1 saat boyunca 50 xg calkalayicida oda sicakliginda bekletildi. Bloklamanin

hemen ardindan membranlara primer antikorlar uygulandi. Bir membrana a-Tubulin digerine
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HA tag primer antikor uygulamasi yapildi. Antikor uygulama tapmonunda a-Tubulin primer
antikoru 4000:1 oraninda, HA Tag 3000:1 oraninda dilue edilerek kullanildi. Bu islem 50 mL
falkon tiip igerisinde, +4°C’de ve 10 xg hizindaki tiip ¢eviricide tim gece boyunca

gerceklestirildi.

Ertesi sabah membranlar 1X TBST igerisinde 50 xg’de 5 dakika boyunca ¢alkalanarak yikandi.
Yikama islemi her seferinde tamponun degistirilmesi ile 5 defa yapildi. Ardindan a-Tubulin
primer antikoruna 6zgili olan sekonder antikor 10000:1 oraninda, HA Tag primer antikoruna
0zgl olan sekonder antikor ise 12500:1 oraninda uygulama soliisyonuna eklenerek ilgili
membranlara uygulandi. Uygulama oda sicakliginda 50 xg hizdaki orbital ¢alkalayicida 1 saat
boyunca gerceklestirildi. Ardindan membranlar tekrar yikama islemine alindi. 1X TBST ile 50
Xg’de 5 dakika boyunca ¢alkalanarak yikandi. Bu asama 5 defa tekrarlandi. Ardindan karanlik
alanda membranlara Pierce ECL Plus Western Blotting 48 Substrate (Thermo Fisher
Scientific/32132) soliisyonu firmanin Onerdigi protokole gore hazirlanarak uygulandi.
Membranlar 5 dakika siire ile soliisyon igerisinde bekletildi ve cihazda goriintiilenerek (Vilber,

Fusion Solo S) fotografi ¢ekildi.
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4. BULGULAR

4.1. CALISMADA KULLANILAN IRKLARIN UREME OZELLIKLERI

Bu c¢alismada Schizosaccharomyces pombe 972h” yabani ki ve parental (EDD666) irki
genomik DNA izolasyonu ve transformosyan asamalarinda kullanildi. Bu agsamalardan 6nce
irklarin genotipik 6zellikleri segici besiyerlerindeki iiremeleri izlenerek kontrol edildi. Yabani
ik tiim besiyerlerinde iireme gosterirken, parental 1rki adenin, 16sin ve urasil mutanti

oldugundan sadece bu metabolitlerin eklendigi besiyerinde iiredi.

Tablo 4.1: Calismada kullanilan 972h" ve parental (EDD666) irklarinin genotipik kontrolleri.

Irklar MMA MMA+ MMA+ MMA+L MMA+ MMA+ MMA+ MMA+A
A u A+U A+L U+L +U+L
Besiyeri
972h + + + + + + + +
Parental (EDD666) - - - - - - - +

(A: Adenin, L: Lésin, U:Urasil + tireme var, - {ireme yok).

4.2. S. pombe GHT5 GENININ PSLF172 VE PSLF173 EKSPRESYON
VEKTORLERINE KLONLANMASI

Bu calismada S. pombe’nin ght5 geninin 1641 bg¢’lik tam boydaki okuma cercevesi ile
olusturulan DNA dizisi pSLF172 ve pSLF173 plazmidlerine ve ayrica ght5 geninin okuma
cercevesine ek olarak promotoriinii ve 5° UTR bolgesini kapsayan 612 niikleotidlik bdlgenin
de dahil oldugu 2253 bg¢’lik DNA pargast ise pSLF172 plazmidine, S. pombe ekspresyon

analizleri i¢in klonlandi.

4.2.1.S. pombe’de Insort 1, insért 2 ve insort 3 Dizilerinin PZR ile Cogaltilmasi

Rekombinant plazmid vektorler olusturmak i¢in ght5’in tam boydaki ve ght5’e promotoriiniin
de dahil edildigi DNA dizileri, Tablo 3.5’te verilen 5’ ve 3’ uglarina birer restriksiyon enzimi
tanima dizisi eklenen 6zgiin primer g¢iftleri ile S. pombe 972h™ irkindan izole edilen genomik
DNA’nin kalip olarak kullanilmasiyla PZR’da ¢ogaltildi. Cogaltim {irlinleri insort 1 ve insort
2’nin 1.6 kb’lik, insort 3’iin 2.2 kb’lik boyutlar1 %1°lik agaroz jelde goriintiilendi (Sekil 4.1).
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2.0 kb

15k 1.5 kb

Sekil 4.1: Insért 1, insort 2 ve insort 3 dizilerinin %1°lik agaroz jeldeki goriintiileri.

M: “Marker” DNA, 1 ve 2: ght5 tam boy tiriinii ; 3: Promotorlii ght5 {iriini

4.2.2. pSLF172, pSLF173 Plazmidlerinin ve PZR Uriinlerinin Kesimi

Bolim 3.3.9°da anlatildigi gibi E. coli XL10-Gold’dan izole edilen pSLF172 ve pSLF173
plazmidlerinin dogrulugu EcoRI (NEB) restriksiyon endoniikleaziyla kesim yapilarak kontrol
edildi. Kesim reaksiyonu (Boliim 3.3.5) sonras1 agaroz jel elektroforezinde beklenen 7.3 kb ve

1.2 kb boyutlu iki bant ayrildi (Sekil 4.2). Plazmid miktarlar1 sirasiyla 565,8 ng/uL ve 635,6
ng/uL olarak ol¢iildii.

Sekil 4.2: pSLF172 ve pSLF173 plazmidlerinin Ecorl ile kontrol kesimi

M: “"Marker DNA, 1 ve 2: pSLF172’nin Ecorl ile, 3 ve 4: pSLF173’iin Ecorl ile kesimi
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pSLF173 plazmidi Sall ve Smal enzimleriyle ikili kesime ugratilarak bir ucu kiit diger ucu
yapiskan dogrusal bir plazmid elde edildi. pSLF172 plazmidi ise bir tarafta Notl ve Bglll: diger
tarafta ise Notl ve Pstl endoniikleaz enzimleriyle kesilerek uglari farkli ve her iki ucu da
yapigkan vektorler elde edildi. DNA iiriinleri ise 5’ ve 3’ uglarinda sahip olduklari restriksiyon
enzimi tanima dizilerine gore insort 1: Sall ve Smal, insért 2: Notl ve Bglll, insort 3: Notl ve
Pstl ile kesildiginde elde edilen kesim iiriinleri rekombinant vektdrleri olusturmak tizere Bolim
3.3.6’da anlatildig1 gibi elde edildi. Elde edilen iirtinler insort 1: 69 ng/uL, insort 2: 66 ng/uL,
insort 3: 78,25 ng/ul, pSLF173 plazmidi 208,9 ng/uL, pSLF172’nin Notl ve Bglll ile kesimi
sonrast 109,7 ng/uL, pSLF172°’nin Notl ve Pstl ile kesimi sonrast 113,2 ng/uL

konsantrasyonunda elde edildi.

4.2.3. Plazmidler ile PZR Uriinlerinin Ligasyonu ve E.coli XL10-Gold’a

Transformasyonu

Sall ve Smal enzimleriyle kesilmis pSLF173 plazmidi ayni enzimlerle kesilmis insort 1 ile, Notl
ve Bglll ezimleriyle kesilmis pSLF172 ayni enzimlerle kesime ugratilmig insort 2 ile, Notl ve
Pstl ile kesilmis pSLF172 vektorii ise ayni enzimlerle kesilmis insort 3 ile Bolim 3.3.7°de
anlatildig1 gibi, ligasyona ugratildi. Ligasyon sonucu elde edilen SAO1, SA02 ve SAO3
rekombinant plazmidleri ile pSLF173 plazmidi siiper yeterli E.coli XL10-Gold irkina Béliim
3.3.8’de belirtildigi gibi transfer edildi. Transformasyon karigimlarinin tamami LBA+Amp
petrilerine ekildi ve 37°C’da bir gece inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonucu petrilerde

olusan koloni goriintiileri sekil 4.3’te verildi. Petrilerde 500-1000 koloni gdzlemlendi.

a) Lol b)'r,——*“’AA S ey C? =

.

Sekil 4.3: Rekombinant plazmitlerin E. coli’ye transformasyonu sonucu elde edilen koloniler.
a: SA01, b: SA02, c: SA03 rekombinant plazmitleri
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Transformasyon sonrasinda Béliim 3.3.8”de anlatildig1 gibi plazmid izolasyonu yapildi. Insort
1, insort 2 ve insort 3 DNA {iriinlerinin ilgili plazmidlere yerlesip yerlesmedigini kontrol etmek
icin Boliim 3.3.8°de belirtildigi gibi kesim reaksiyonu gercgeklestirildi. Reaksiyon sonrasi
sonuglarin kontrolii agaroz jel elektroforezi ile yapildi. Enzim kesimi sonucunda SA01’in
BamHI+Kpnl ile kesimi sonucu beklenen ~ 8 kb, 0.6 kb ve 0.5 kb boyutlarindaki; SA02
plazmidinin Pstl+BamHI ile kesimi sonucu beklenen ~ 7 kb ve 2.9 kb boyutlarindaki; SA03’{in
Pstl+BamHI ile kesimi sonucu beklenen ~ 7.2 kb ve 2.3 kb’lik DNA fragmentleri Sekil 4.4°te

goriilmektedir.

N
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Sekil 4.4: Rekombinant plazmidlerin endoniikleaz enzimleriyle kesim kontrolii.

M: “Marker’” DNA, C: Insort icermeyen ve ilgili klonlamada kullanilmis bos plazmid, a: SAO1
plazmidinin BamHI+Kpnl ile kesimi 1 ve 2 pozitif, b: SA02 plazmidinin Pstl ve BamH]I ile kesimi

3 pozitif, c: SA03 plazmidinin PstI+BamHI ile kesimi 1 ve 6 pozitif sonuglar.

4.2.4. Rekombinant Plazmidlerin Dizi Analizleri

Rekomninant plazmidlerin restriksiyon enzimleri ile kesilip dogrulanmasmin ardindan,
vektorlerin ¢ergeve kaymasi igerip icermediginin belirlenmesi i¢in dizi analizi yapildi. Dizileme
sonuglarina gore ght5 geninin tiim rekombinant plazmidler i¢in “ATG” baslangi¢ kodonu ile

basladig1 ve HA tag ile flizyonunu gercgeklestirdigi goriildii.
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AT A A TAC AT T AT TAT (AT CA T CTAT A oA AT CCATAT GG T CA AT A AT B A TRCAT CACCACCATCA L CATCAT CACGC LT CTAAT CCALCATHCARRARATTTCACCATTETCATETTEG

2,50 L 3,0 30 3 3,00 3,00 30 3

Sekil 4.5: SA01 rekombinant plazmidin nmtl forward primeri ile yapilan dizi okumasi.

T T O T L
TACCACGATCAGGAAGAACAATTCGCATAGCCCGGGtaaaaggaatgtctcccttgccagtactgctagggtttttctttcaaactatggaagcccattcaagctgcat

4,720 4,740 4,760 4 7se A,sea 482
) IB ID: -Ip JOE
GHTS CDS nat terminator
I I I \ I I
4120 4,748 4,760 4,760 4,800 4,820

TACCACGATCAGGAAGAACAATTCGCATAGCCC= GGTAAAAGGAATGTCTCCCTTGCCAGTACTGCTAGGGTTTTTCTTTCAAACTATGGAAGCCCATTCAAGCTGCAT

1,319 1,32 1,33 1,342 1,350 1,36 1,310 1,380 1,39 1,4% 1,

Sekil 4.6: SA01 rekombinant plazmidin nmtl revers primeri ile yapilan dizi okumasi.
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TCATTCTCACTTTCTGACTTATAGTCGCT t tgt taaat TGGCCTCGAGAGATCTATGOGAAAAAATTTGACCATTTCATGTTGOTCTTCGTGTCCATGG

2,91 2,9 2,9% 2,%40 2,990 2,90 2,970 2,980 2,59 3,000

W6 KON O T I v VR S v
—mmf—> v

Ll A

TCATTCTCACTTTCTGACTTATAGTCGL TG TTAAATTGACCTCEAGAGATCTATGGGAMAAATTTGACCATTGTCATGTGGTCTTCETGTCCATGS

2,9 2,92 2,9 2,949 2,95 2,% 2,41 2,50 2,5 3,00

Sekil 4.7: SA02 rekombinant plazmidin nmtl forward primeri ile yapilan dizi okumasi.

JAAGAACAATTCGCACGCGECCGCCTECATCACCACCATCACCATCATCACEGCCGCATCTTTTACCCATACGATGTTCCTGACTATGCGRACTATCCCTATGACGTCCCOGACTATCCAGGATCCTATCCATATEACGTTCCAGATTACGCTGCTTAGTCGACCCOGGt aaaaggaat gt ctee

0 4,600 4,620 4,640 4,660 4,680 4,700 4720 4,740 4,762
ERED Q EDATRD G RUENH H M H H B H H G RETIENG ° NEDNV) P DINOA' ¢ B » NEONVD » DENDA G s MO P NEDNND ° DDA A -
(GTS 005 I FAT D | 2 b [/Xh 4 (LA

| | | | I
° 4,60 4,620 4,642 4,660 4,680 4,70 4,720 4,74 4,760

b

Sekil 4.8: SA02 rekombinant plazmidin nmtl revers primeri ile yapilan dizi okumasi.
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LT AL LA AT CAGEARGAA CARTT LG A L a0 LA TGLAT CA L LA CCAT LA AT AT CA LG G A T LT T T T A L CAT AL A T GT T O LT AL TAT L GaGL TATCOCTATEAC T CC L GaA CTATGLAGRATCCTATCCATATRALCTTCCAGATTACGCTEUTTAGTCRACC 000t aaaagaat gt tecategen
408 408 RIS PRES 418 418 418 4,2 4% 428

B S S S0 44 S S S S S SSE SS) OS S S SEE SED ST ST S ST ST 8B SR %4 S S SN S %
1SS BHDDQ JENEDQ ERADRD G RO K H R R H H HH ¢ RIINENNG P NEDING P DNNDA G O P MUDWND P DEMDA G S NDP NEDRVI P DENNA A

Lnat terminator

N mh

BCTACC&GATCAOGMGM.MTTML’GCGGC’ AT AT CA A CCAT CA L CAT AT LA GO G CAT T T A CAT A AT GT T LT GA T AT L e TAT L CTATCACGTC O GaA T AT GLAGGATCCTAT CLATATEACGTTCCAGA TTACGLTEC TTAGTCRACCOUGATAAMAGRAATETCTCLLTTELD

4,08 4,08 4,10 4,12 414 4,18 4,18 4.2?0 #.22@ LR

Sekil 4.9: SA03 rekombinant plazmidin nmtl revers primeri ile yapilan dizi okumasi.

4.2.5. SA01, SA02 ve SA03 Rekombinant Plazmidlerinin S. pombe Parental (ED666)

Irkina Transformasyonu

SA01, SA02 ve SA03 rekombinant plazmidleri S. pombe parental irkina Bolim 3.3.9°da
belirtildigi gibi transfer edildi. Transformasyon karisimlarindan 150-200’er pL. MMA
(Ade+Leu) petrilerine ekildi. 30 °C etiivde 4-7 giin boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon sonucu
her petride farkli sayida (50-400 koloni/petri) elde edildi. Buna gore transformasyon etkinligi
ortalama 1-4x10°® olarak hesaplandi (Sekil 4.10).

Sekil 4.10: Rekombinant plazmidlerin S. pombe’ye transformasyonu sonucu olusan koloniler.
a: SA01’in, b: SA02’nin, c: SA03’iin transformayonu
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4.3. REKOMBINANT KLONLARIN ANALIZi

4.3.1. Rekombinant Klonlarin Genetik Kontrolleri

Calismada elde edilen S. pombe pSLF173/Parental, SA01, SA02 ve SA03 rekombinant
klonlarmin segici besi ortamlarindaki lireme durumlarina gore genotipik ve fizyolojik
kontrolleri yapildi (Tablo 4.2). Bu dort transformantta adenin, urasil, 16sin genleri bakimindan
oksotrof olduklar1 ve transformasyonda kullanilan plazmid urasil sentezleyen geni tasidigindan,

yalnizca MMA (Ade+Ura+Leu) ve MMA (Ade+Leu) besi ortamlarinda tiremislerdir.

Tablo 4.2: Calismada kullanilan rekombinant S. pombe irklarinin genotipik kontrolleri.

Irklar MMA | MMA+A+U | MMA+A+L | MMA+A+U | MMA+A+U+L
Besiyeri
pSLF173/Parental - - + +
SAOl + +
SA02 - - T n
SA03 = - T T

(A: adenin, U: urasil, L: 15sin, + {ireme var, - ireme yok).

4.3.2. Rekombinant Transformant Kolonilerinin Koloni PCR ile Kontrol Edilmesi

Segici besiyerinde iireyen koloniler uygun primer ¢iftleri ile koloni PZR uygulamas1 sonrasi
%1°1ik agaroz jel elektroforezi ile analiz edildi. Kontrol olarak kullanilan SAO1 rekombinant
plazmidinin ve SAO01, SA02 ve SA03 rekombinant plazmidlerinin S. pombe’ye
transformasyonu sonucu olusan kolonilerden yapilan koloni PCR sonucunun beklenen bant
boyutlarmi verdigi (~ 1.0 ve ~1.5 kb) verdigi goriildii. Boylece S. pombe parental irkina
transformasyonunun basarili sekilde gerceklestigi gozlemlendi (Sekil 4.11 ve Sekil 4.12).
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M 123 456 7

Sekil 4.11: Rekombinant plazmidin

(SA01) Schizosaccharomyces
pombe’ye transformasyonu
sonucu olusan kolonilerin ght5
Forward ve nmt Revers
primerleri kullanilarak koloni
PZR ile kontrolii.

1: Parental hiicrenin 2: Bos plazmidin 3) Bos
plazmidin transformasyonu sonucu olusan
kolonilerden birinin 4: SA01 plazmidinin 5:
SA01 plazmidinin elektroporasyon ile
transformasyonundan olusan kolonilerden
birinin 6 ,7: SA01 plazmidinin kimyasal
transformasyonundan  olusan  kolonilerin

kalip olarak kullanilmasi
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Sekil 4.12: Rekombinant plazmidlerin
S. pombe’ye transformasyonu
sonucu olusan kolonilerin ght5
real time forward ve nmt revers
primerleri kullanilarak koloni
pzr ile kontroli.

1,2: SA02’nin transformasyonu sonucu
olusan  kolonilerin ~ 3,4,5: SA03’lin
transformasyonu sonucu olusan kolonilerin
6: Parental hiicrenin kalip  olarak

kullanilmast

4.4.3. Rekombinant Klonlarin Belirlenen Ureme Ozellikleri

Calismada elde edilen S. pombe SA01, SA02 ve SA03 rekombinant klonlarinin ve yabani irk
972h" ile parental irklariin %2 glukoz igeren MML besi ortaminda tiremesi izlendi. Kiiltiirlerin
baslangi¢ degeri ODgoo’de 0,05 olacak sekilde ayarlandi ve 2 saat araliklarla 30 saat boyunca
dl¢iim alind1. Her bir 1rk iki tekrar ile ¢alisildi. Olgiilen OD degerlerinin her bir 1rk icinde kendi
ortalamasi alinarak Microsoft Excel programui ile grafik olusturuldu ve ilireme egrisi elde edildi

(Sekil 4.13).
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Buyiume Egrisi Grafigi

SURE (SAAT)

W 972 mparental Msa0l Msa02 sa03-1 1

Sekil 4.13: S. pombe irklarinin %2 glukoz igeren MML besiyerindeki iireme egrisi grafigi.

4.4. REKOMBINANT VEKTOR ICEREN S. pombe IRKLARINA DEMIR STRESI
UYGULANMASI

4.4.1. Demir Stresi Uygulanan S. pombe Rekombinant Irklarinin Ureme Grafikleri

Bu caligmada elde edile rekombinat ve kontrol grubu olarak kullanilan parental ve
parental+pSLF172 irklarinda demirin sitotoksik etkisi, karbon kaynagi olarak hem % 2 hem de
% 0,5 glukoz iceren minimal besi ortamlarinda (MML) farkli konsantrasyonlarda demir (0,0625
—8 mM, FeClz.6H20) uygulanarak takip edildi. Buna gore, tiim 1rklarda %2 karbon kaynaginda
%0,5 karbon kaynagina kiyasla daha iyi tireme tespit edildi (Sekil 4.14). Demirin toksik etkisi
her iki karbon kaynaginda da 0.5 mM’dan itibaren gézlendi. %2 glukoz kosulunda 4 ve 8 Mm
demir stresinin tim 1irklarda oldiiriici oldugu goriildii. %0,5 glukoz kosulunda demir
konsantrasyonlarina bagl gelisen toksik etki arasinda, %2 glukozdaki gibi bir korelasyon

kurulamada.
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a) Parental b) Parental
08
07
06
05
04
03
02
01
0
0 18 2 a2 48 0 18 24 42 48
e ) MM s 0,0625 MM === 0,125 MM () MM e 0,0625 MM ====0,125 mM
w025 MM w0 SMM =1 mM w025 MM e )SMM w1 mM
—2 MM w—d MM w— 8 MM — MM w—§ MM —f MM
a) Plazmid Kontrol b) Plazmid Kontrol

0 18 b2 a2 43 0 18 2 2 48
) MM s 0,0625 MM === 0,125 MM —(0 MM s 0,0625 MM === 0,125 MM
w025 MM s (0SMM  s=——1mM w0 25SMM w0 SMM  =——1mM
—2 MM — M — 8 MM —2 MM — 4 MM w— 8 MM

Sekil 4.14: Parental ve rekombinant plazmid igceren S. pombe wrklarinin farkli demir konsantrasyonlari

igeren besiyerlerinde tireme grafikleri (a: %2 glukozlu MML, b: %0,5 glukozlu MML besiyeri).
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a) SA01 b) SAO1
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Sekil 4.14 (devam): Parental ve rekombinant plazmid igeren S. pombe irklarimin farkli demir
konsantrasyonlar1 igeren besiyerlerinde ireme grafikleri (a: %2 glukozlu MML, b: %0,5
glukozlu MML besiyeri).
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442. S. pombe Rekombinant Irklarinda Demirin Minimum Inhibisyon

Konsantrasyonunun (MIC) Belirlenmesi

Bu c¢alismada elde edilen ve kullanilan tiim 1rklarda demirin minimum inhibisyon
konsantrasyonu 24.saatteki canliliklar1 degerlendirilerek hesaplandi. Yiiksek (%2) glukozlu ve
diisiik (%0,5) glukozlu MML besi ortaminda, tiim irklardaki ICso degerinin : 0.5 - 1.5 mM demir
konsantrasyonu araliginda oldugu tespit edildi (Sekil 4.15 ve Sekil 4.16).

24. saat %2 G

100:
< R?=0,9358
S IC50=1508 e parental
a8
©
= >
o R?=0,8303
8 g5od Cso=7178 4 SA0L
g R?=0,7352 v SA02
N IC50=544,2
g R?=0,7347 & SA03-1
S IC50=813,4
= R?=0,7031 ; ¢ SA03-2
IC50=731,9 §
O.
0 1 2 3 4

Demir konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.15: %2 glukoz igeren MML besiyerinde , parental ve rekombinant plazmid igeren S. pombe
irklarindaki demir toksisite degerleri.
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24. saat 2%00,5 G

1001 i I

R?=0,6152
IC50=924,8
R?=0,8394 e parental
IC5,=1805

R?=0,8024

IC50=1578

R?=0,7024

IC50=851 v SA02
R?=0,5511

IC50=485,4 ¢ SA03-1
R?=0,6300
IC50=1008

P

[6)
(@)
L L

A SAO01

Normalize absorbabs (%

® SA03-2

0 1 2 3 4
Demir konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.16: %0,5 glukoz igeren MML besiyerinde , parental ve rekombinant plazmid igeren S. pombe
rklarindaki demir toksisite degerleri.

4.5. PROTEIN iZOLASYONU SONUCLARI

Rekombinant vektorlerin parental irkina transformasyonunun ardindan, Ght5-HA fiizyon
proteininin transformant 1rklarda tiretildigini tespit etmek ve yiiksek ve diisiik glukoz iceren
besiyerinde transformant irklarda minimal inhibisyon gésteren demir konsantrasyonlarinin ght5
geninin anlatimi {izerindeki etkisini incelemek amaciyla, demir stresi uygulanmis ve
uygulanmamis tiim S. pombe irklarindan total protein izolasyonu yapildi. Izole edilen
proteinlerin konsantrasyonlart nanodropta Olgiilerek veya Pierce BCA Protein Assay Kit
(Thermo Fisher Scientific/23225) kullanilarak belirlendi. Ardindan western blot ile proteinlerin

varlig1 gosterildi.

4.5.1. Protein Miktarlar: ve SDS PAGE Sonucu

Protein konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in nanodrop cihazi kullanilirken Slgtimler A280
nm’de yapildi (Tablo 4.3). Pierce BCA Protein Assay Kiti kullanilirken ise, dnce ilk olarak kitin
onerdigi konsantrasyonlarda hazirlanan BSA serilerinin 562 nm’de Ol¢iimii alindi ve bir

standart grafik olusturuldu (Sekil 4.17).
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BCA Standart Grafigi
3000

2500
2000

y =855.57x-49.499
R? =0.9971

= = ]
[w] 93] [w]
(=] o (=]
[w] (=] (=]

500

Concentration ug/ml

25

-500
Absorbance (562nm)

Sekil 4.17: BSA standart grafigi.

Grafikten “y = 855.57x - 49.499” formiilii elde edildi. R = 0.9971 elde edildigi ve 1’e yakin
oldupu i¢in standart grafigin basarili sekilde olusturuldugu kabul edildi. Grafikteki formiilde
protein Orneklerinin  OD degerleri formiilde x degeri yerine koyularak, protein
konsantrasyonlar1 (y degeri) belirlendi. Grafikteki formiiliin kullanilmasiyla proteinlerin
miktar1 belirlendi. Izole edilen protein drneklerinin 562 nm dalga boyundaki OD degerleri

formiilde yerine koyularak (y degeri), protein miktarlari (x degeri) hesaplandi (Tablo 4.4).

Tablo 4.3: S. pombe irklarinin protein 6rneklerinin miktarlari (Nanodrop).

S.Pombe Irklar Konsantrasyon(mg/mL)
1) Parental 25
2) SA01 20
3) SA02 20
4) SA03 35

Tablo 4.4: S. pombe irklarinin protein 6rneklerinin miktarlar1 (Pierce BCA Kit).

S.Pombe Irklan Konsantrasyon(ug/mL)
1) Parental 9.7
2) SA03-%0,5 glukoz-0 mM demir 4.9
3) SA03-%0,5 glukoz-0.5 mM demir 6.6
4) SA03-% 0,5 glukoz-1 mM demir 5.6
5) SA03-% 0,5 glukoz-2 mM demir 6.9
6) SA03-%2 glukoz-0 mM demir 4.4
7) SA03-%2 glukoz-0.5mM demir 8.2
8) SA03-%2 glukoz-1 mM demir 7.4
9) SA03-%?2 glukoz-2 mM demir 3.6
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Izole edilen protein miktarlarin SDS-PAGE ve western blot igin yeterli oldugu tespit edildi.
Ardindan, ornekler SDS-PAGE jelde yiiriitilerek western blot i¢in kullanilabilirligi
gozlemlendi. Her 6rnekten 90-100 pg arasi protein yiiklenerek jelde yiiriitiildii ve ardindan
manuel olarak hazirlanan jel coomassie brilliant blue ile boyandi. Boya agartma isleminin
ardindan jel goriintiisiinde her protein 6rneginin kaliteli bir protein paternine sahip oldugu ve

western blotta kullanilabilecegi tespit edildi (Sekil 4.18).

Sekil 4.18: Protein 6rneklerinin SDS PAGE goriintiisti.
1: Parental, 2: SA01, 3: SA02, 4:SA03

Biorad, TGX™ FastCast™ Acrylamide Kit ile hazirlanan jele yiiklenen protein drnekleri ise
yiiriitiildiikten sonra UV 302 nm’de goriintiilendi. Gorlintiileme sonucu izole edilen proteinlerin
patternlerinde herhangi bir sikint1 olmadig1 ve western blotta kullanilabilecegi anlasildi ( Sekil

4.17).
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Sekil 4.19: Protein orneklerinin SDS PAGE goriintiisii (Kit ile).

L:Protein ladder, 1: Parental, 2: SA03-%0,5 glukoz-0 mM demir, 3:SA03-%0.,5
glukoz-0.5 mM demir, 4:SA03-% 0,5 glukoz-1 mM demir, 5: SA03-% 0,5 glukoz-2
mM demir, 6: SA03-%2 glukoz-0 mM demir, 7: SA03-%2 glukoz-0.5mM demir, 8:
SA03-%2 glukoz-1 mM demir, 9: SA03-%2 glukoz-2 mM demir

4.5.2 \Western Blot Sonucu

Western blot’in ¢alistigi hem a-tubulin hem de HA tag antikorlarin substrat ile 1s1ma vermesi
sonucu kanitland1. Protein yiiklemesinin tiim 6rnekler i¢in ayn1 oldugunu dogrulamak ve hedef
proteini normalize etmek i¢in referans proteini olarak a-tubulin kullanildi. o-tubulinin tiim S.
pombe irklarinda 1sima verdigi gozlenirken, HA tag flizyonu gergeklestirilmis olan Ght5
proteinin sadece SA01, SA02 ve SA03 rekombinant transformant irklarinda 1s1ma verdigi
gozlendi. Western blot analizi ile ght5 — HA tag fiizyon geninin hiicrede translasyonunun
yapildigi kanitlandi (Sekil 4.20).
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Alfa Tubulin

HA Tag

Sekil 4.20: Western blot sonucu.
L:Ladder, 1: Parental, 2: SA01, 3: SA02, 4:SA03

Ayrica, Bolim 3.4.3’te anlatildig1 gibi, SA03 transformant S. pombe irkina %0,5 ve %2 glukoz
iceren MML (AdetLeu) besiyerinde farkli derisimlerde demir stresi uygulanarak, demir
stresinin ght5 geninin anlatimina olan etkisine bakildi. Referans proteini olarak kullanilan a-
tubulin proteininin tiim kosullarda benzer parlaklikta oldugu gozlendi. Demir stresi
uygulanmayan SA03 wrkinda %0,5 glukoz iceren ortamda, %2 glukoz igeren ortamda iiretilene
gore daha koyu ve kalin bir bant gozlendi. %0,5 glukoz igeren ortamda 1 mM demir iceren
kosulda olduk¢a koyu ve kalin bir bant gézlenirken, 0.5 mM ve 2 mM demir stresinde daha
acik bantlarin gézlenmesi, demirin ght5 geninin anlatimi ilizerinde etken olabilecegini biraz
daha kuvvetle gostermektedir. Buna ek olarak, %2 glukoz iceren ortamda iiretilen SA03
irkindan elde edilen bantlar, %0,5 glukoz ortamindakilere kiyasla daha agik olmakla beraber,
artan demir stresine bagl belirginlesen Ght5-HA bantlarinin goriilmesi, bu tezimizi daha da

kuvvetlendirmektedir (Sekil 4.21).

200.5 glukoz %2 glukoz

A
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50 kDa — SR S T S e AR AR, Allfa Tubulin
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62 KDa = *

Sekil 4.21: SA03 i¢in western blot sonucu.
1:Parental, 2: SA03-%0,5 glukoz 0 mM demir, 3:5SA03-%0,5
glukoz-0.5 mM demir, 4:SA03-% 0.5 glukoz-1 mM demir, 5:
SA03-% 0.5 glukoz-2 mM demir, 6: SA03-%2 glukoz-0 mM
demir, 7: SA03-%2 glukoz-0.5mM demir, 8: SA03-%2 glukoz-
1 mM demir, 9: SA03-%2 glukoz-2 mM demir
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5. TARTISMA VE SONUC

Demir, hemen hemen tiim organizmalar i¢in temel bir ge¢is metalidir. Elektron alma ve verme
ozelligiyle demir, birgok redoks reaksiyonunun biyolojik olarak kritik bir bilesenidir (Kaplan,
2009; Hentze, 2010; Cyert, 2013). Demirin biyolojik siireclerde etken olmasini saglayan
ozellikleri, onu ayn1 zamanda hiicreler i¢in de toksik hale getirmektedir. Demir fazla miktarda
bulundugunda, O ile etkilesir ve DNA, proteinler ve lipidler dahil hiicresel makromolekiillerde
oksidatif hasara neden olabilen reaktif oksijen tiirlerini {iretir. Toksik oksidanlar1 toksik
olmayan iirlinlere doniistiiren sistemlere ek olarak hiicreler, transmembran demir taginimini
kontrol ederek ve toksik olmayan formlarda demiri izole ederek hiicresel demir seviyelerini

diizenlerler (Halliwell, 1992; Labbe ve dig., 2007).

Okaryotlarda enerji tiiketen hiicresel siireglerin siirdiiriilmesi i¢in gerekli olan temel karbon ve
enerji kaynagi, glukoz, ayni zamanda cesitli hiicresel siireglerin diizenlenmesinde etkin rol
oynayan 6nemli bir sinyal molekiiliidiir (Ozcan ve Johnston, 1999; Crabtree, 1999; Rolland ve
dig., 2002). Tek hiicreli 6karyot olarak Saccharomyces cerevisiae ve Schizosaccharomyces
pombe gibi mayalar, glukozun gerek metabolize edilmesi gerekse hiicresel siireglerdeki
diizenleyici rollerin aragtirilmasinda kullanilan 6nemli model organizmalardir. Mayalarda,
glukoz varliginda alternatif karbon kaynaklarinin (sukroz, fruktoz, mannoz, galaktoz vb.)
kullanimi, solunum, stres yanit yolaklar1 ve sporulasyon baskilanirken (katabolit represyon,
glukoz baskilamasi, represyon), hekzos tasiyicilarin sentezi, glikoliz ve fermentasyon aktive

edilir (glukoz aktivasyonu, indiiksiyon) (Johnston, 1999; Ozcan ve Johnston, 1999).

S. pombe genomunda sekiz farkli heksoz tasiyici tanimlanmistir (Heiland ve dig., 2000;
Pombase database, http:// www.pombase.org/). Bunlar ghtl, ght2, ght3, ght4, ght5, ght6, ght7
ve ght8 olarak siralanir (Saitoh ve dig., 2014). Her tasiyict protein glukoz ve/veya ilgili
monosakkaritler i¢cin farkli bir afiniteye sahiptir. Bu tasiyici proteinlerin arasinda, yiiksek
glukoz varliginda ght5, ght6 ve ght8’in anlatimlar1 artarken, diisiik glukoz varliginda sadece
ght5’in anlatim1 artmaktadir (Saitoh ve dig., 2014).

Anlatimlan glukoz sinyaline gore diizenlenen hekzos tasiyicilarimin, S. pombe’de 1s1 soku,
ozmotik, oksidatif ve agir metal stresi gibi cesitli faktorlerle etkilesimine ait yeterli bilgi
bulunmamaktadir. Bununla birlikte, literatiirde, S. cerevisiae’de yiiksek glukoz affiniteli HXT2

ve HXT4’iin transkripsiyonlarmin ozmotik stresle diizenlendigi (Tirkel, 1999), glukoz
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baskilama kosulunda, asir1 demirin toksik oldugu (Wisnicka ve dig., 1997), nikel ve kursunun
olmadigimi (Soares ve dig., 2003) ve bazi hekzos tasiyicilarinin arsenigin hiicre i¢ine alimini
kolaylastirdigini (Liu ve Rosen, 2004) rapor eden ¢aligsmalara rastlanmaktadir. Ayrica, glukoz
varliginda, HXT4’{in transkripsiyonun demir ile 3 kat, kadmiyum ile 5 kat arttirdig1, buna karsin
glukozun bulunmadigi (dereprese) kosulda, bu metallerin HXT4’lin transkripsiyonunu
degistirmedigi bulunmustur (Tiirkel, 2013). Bu kapsamda, arastirma grubumuz tarafindan
gelistirilen oksidatif strese karsi, glukoz agligina bagli adaptif bir stres yanit1 sergileyen S.
pombe ird5’de ve kalori kisitlamasina bagli olmaksizin daima direngli olan S. pombe ird11’°de
(K1g ve dig., 2005; Palabiyik ve dig., 2012; Palabiyik ve dig., 2013; Palabiyik ve dig., 2014)
glukoz varligina (glukoz baskilama kosulu) ragmen, oksidatif stress altinda tiim heksoz tasiyici
proteinleri sifreleyen genlerinin arasinda sadece ght5 geninin transkripsiyonunun arttigi rapor
edilmistir (Kina ve Palabiyik, 2019). Devam eden ¢alismalarimizda, baska bir oksidatif stres
ajan1 olan demirin glukoz alimini gergeklestiren heksoz tasiyicilar tizerindeki etkisi, S. pombe
yabani irkinda 2 ve 5 mM demir stresi altinda, arastirildi. Buna gore, sadece ght5 geninin
transkripsiyonunun glukoz baskilama kosulunda, artan demir dozu ile dnemli 6l¢lide azaldigi
gosterildi (Ozkan ve dig., 2019). ilk kez bu ¢alisma ile yiiksek afiniteli heksoz tastyicis olarak,
Ght5 proteininin, demir stresinin algilanmasi ve sinyallenmesinde rol oynayabilecegi one

siirtilmiustiir.

Bu nedenle, sunulan tez kapsaminda ilk olarak, ght5 geni hem 5* ucunda hemde 3’ ucunda HA
epitopu fiizyonu olusturulmasi i¢in diizenlenebilir gii¢lii bir promotore sahip olan pSLF173 ve
pSLF172 plazmidlerine, sirasiyla klonlandi. Elde edilen HA-ght5- pSLF173 ve ght5- HA-
pSLF172 rekombinant plazmidleri restriksiyon enzimleri (Sekil 4.4) ve sekans analizi ile
dogrulandiktan (Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8) sonra S. pombe parental ED666 1rkina
transfer edilerek SA01 ve SA02 adi verilen S. pombe irklari elde edildi. Irklarin kontrolleri dnce
koloni PZR ile yapildi (Seki 4.11, Sekil 4.12). Bu klonlama g¢alismasinda konak olarak
kullanilan parental irkin kendi ght5 geni bulunmaktadir. Ancak, SAO1 ve SA02 irklarinda nmtl
promotorii kontroliinde gergeklesen ght5 geninin anlatimi, HA epitopuna komplementer
tasarlanan HA antikorunun western melezleme tekniginde beklenen HA-Ght5/Ght5-HA
protein bantinin gozlenmesi ile takip edildi (Sekil 4.120). Bu deneyde, sistemin isleyisi referans
proteini olarak o-tubulin proteini kullanilarak da dogrulanmistir. Ek olarak, SA01,SAQ2
wrklarinin iiretildigi sentetik minimal besiyerinde kullanilan YNB’nin icideki 0,4 pg/mL

thiaminin (Tablo 3.2) bulunmasi, nmtl promotoriinii baskilamadigi anlasilmistir. Zaten, S.
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pombe nmtl promotoriiniin >5 pg/mL thiamin varliginda baskilandigi bilinmektedir (Forsburg
ve Sherman, 1997). Bu deneyde varilan bir diger sonu¢ da, HA epitopunun Ght5 proteinin
karboksi ya da amino ucunda olmasinin (Ght5-HA ya da HA-Ght5) fark etmedigi, her iki
durumda da ¢alistigidur.

Ikinci olarak, ght5 geninin demir stresinin algilanmasi ve sinyalizasyonundaki islevinin
arastirtlmasinda model olarak kullanilacak S. pombe irkinin gelistirilmesi i¢in yukaridaki
klonlama stratejisi tekrarlandi. Bu kez, ght5 geni kendi promotdrii ile nmt1 promot6rii ¢ikarilan
pSLF172 plazmidine klonlanarak promotorlii ght5S-HA pSLF172 rekombinanti elde edildi.
Restriksiyon enzim kesimleri ve sekans analizi ile dogrulanan rekombinant plazmid yine S.
pombe ED666 1rkina transfer edildi. Promotorlii ght5-HA pSLF172 rekombinant plazmidini
iceren S. pombe 1rki, sekans analizi (Sekil 4.9) ve koloni PZR ile dogrulandiktan sonra SA03
olarak adlandirildi (Sekil 4.12).

Yiiksek glukoz varliginda ght5, ght6 ve ght8 genlerinin anlatimlar artarken, diisiik glukoz
varliginda sadece ght5’in anlatimmin arttifi bilindiginden (Saitoh ve dig., 2014), bu tez
calismasi kapsaminda yapilan ¢alismalarda elde edilen SAO1, SA02 ve SA03 irklarinin yaninda
kontrol grubu olarak parental ve pSLF173 plazmidini i¢eren parental irklarinda demirin (0,0625
—8mM, FeClz.6H20) sitotoksik etkisi, glukoz baskilamasinin oldugu (% 2 glukoz) ve olmadig1
(% 0.5 glukoz) kosullarda izlendi. Buna gore, tiim 1rklarda %2 glukoz varliginda %0,5 glukoz
varligina kiyasla daha iyi tireme tespit edildi (Sekil 4.14). Bu durum, S. pombe yabani irkinda,
glukoz baskilama kosulunda, 2 ve 5 mM demir konsantrasyonlarina maruz kalan hiicrelerde
glukoz tiiketiminin 1,5 kat arttigim (Ozkan ve dig., 2019) rapor eden grubumuz tarafindan
¢ikarilan bu ¢alisma ile de desteklenmektedir. Demirin toksik etkisi her iki karbon kaynaginda
da 0.5 Mm’dan itibaren gozlendi. %2 glukoz kosulunda 4 ve 8 mM demir stresinin tiim irklarda
oldiiriicti oldugu; %0,5 glukoz kosulunda, %2 glukozdaki gibi demir konsantrasyonlarina bagl
gelisen toksik etkide bir korelasyon kurulamadi. Bu deney sonuglar1 kullanilarak GrapgPad 5.0
da tim wklar i¢in minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 24. saatteki canliliklart
degerlendirilerek hesaplandi. Yiiksek (%2) ve diistik (%0,5) glukoz kosulunda, tiim 1rklardaki
ICso degerinin 0.5 - 1.5 mM demir konsantrasyonu araliginda oldugu tespit edildi (Sekil 4.15
ve Sekil 4.16).

Yiiksek (%2) ve diistik (%0,5) glukoz kosullarinda ve farkli derisimlerde (0, 0.5, 1 ve 2 mM)

demir uygulanarak firetilen SA03 irkinda, kendi promotdrii kontroliinde gerceklesen ght5
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geninin anlatimi, HA epitopuna komplementer tasarlanan HA antikorunun western melezleme
tekniginde beklenen Ght5-HA protein bantinin gozlenmesi ile incelendi (Sekil 4.21). Bu
deneyde, referans proteini olarak kullanilan a-tubulin proteininin tiim kosullarda benzer
parlaklikta oldugu 6nemlidir. Demir stresi uygulanmayan SAO3 irkinda %0,5 glukoz igeren
ortamda, %2 glukoz igeren ortamda iiretilene gore daha koyu ve kalin bir bant gozlenmesi
yiiksek glukoz affiniteli oldugu bilinen ght5 geninin anlatim profilini dogrulamaktadir (Heiland
ve dig, 2000; Saitoh ve dig., 2015). %0,5 glukoz iceren ortamda 1 mM demir igeren kosulda
olduk¢a koyu ve kalin bir bant gbézlenirken, 0.5 mM ve 2 mM demir stresinde daha agik
bantlarin gézlenmesi, demirin ght5 geninin anlatimi tizerinde etken olabilecegini biraz daha
kuvvetle gostermektedir. Buna ek olarak, %2 glukoz iceren ortamda iiretilen SA03 1rkinda,
%0,5 glukoz ortamindakiler kiyasla daha agik olmakla beraber, artan demir stresine bagl

belirginlesen Ght5-HA bantlarinin goriilmesi, bu tezimizi daha da kuvvetlendirmektedir.

Sonug olarak, SA03 irkinda represe ve dereprese kosullarda degisen demir stresine karsi
gozlenen Ght5-HA protein bantlarindaki farklilik, demir stresinin algilanmasi ve

sinyalizasyonunda ght5 geninin, 6nemli rol oynadigini diisiindiirmektedir.
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