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OZET

YESIL ALG Chlamydomonas reinhardtii'de SEC23B INSERSIYONEL
MUTANTLARININ GENETIiK BAGLANTI VE FENOTIPiK ANALIZLERI

0ZGUN MUSUL
Yiiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim dah
Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Miinevver AKSOY
TEMMUZ 2020; 85 sayfa

Tim okaryotik organizmalarda, homeostazi korumak igin protein trafigi
gereklidir. Salg1 yolu, ¢ok cesitli hiicresel proteinlerin sentezinden, katlanmasindan ve
gerekli hedef bolgelerine gonderilmesinden sorumludur. Salgi yolaginda yeni
sentezlenen tiim salgi proteinleri, nihai hedeflerine teslim edilmeden 6nce endoplazmik
retikulumdan (ER) Golgi'ye nakledilir. Bir¢ok canlida ve model organizma
Chlamydomonas reinhardtii genomunda bulunan SEC23B geni, salgi proteinlerini
ER'dan Golgi aparatina tasiyan ve ortii protein kompleksi 1l (COPII) vezikiillerinin
olusumunda rol aldig1 tahmin edilen bir gendir. Gergeklestirilen tez ¢alismasinda CLIP
kiitiiphanesinden (University of Minnesota) alinan SEC23B insersiyonel mutantinin,
karakterizasyonu yapilmistir. sec23b mutantinin dogrulanmasi igin PCR, mRNA
seviyelerinin tespiti igin RT-PCR ve genetik baglanti analizleri i¢in de projeni testi
yapilmig ve tetratlar analiz edilmistir. Ayrica fenotipik analizler igin; enzim aktivitesi,
hiicre sayimi ve zigot olusturma testleri yapilmistir. Enzim aktivitesi testleri sec23b
mutantinda sekresyon islevinin olup olmadiginin belirlenmesi i¢in yapilmistir ve
arilsiilfataz, fosfataz aktivitelerine bakilmistir. Bu tez ¢alismasinda, SEC23B geninin
mutasyonu sonucu, hiigre i¢i trafikte herhangi bir aksama olup olmadiginin tespit
edilmesi amaclanmistir. Tamamlanan calismanin sonuclarina gore, ozellikle projeni
testleri yapilan tetratlarda gozlemlenen renk ve morfolojik farkliliklar dikkat
¢ekmektedir. Literatirde bu konu hakkinda daha once calisiilmamasi, daha fazla
molekiiler caligmaya ihtiya¢ duyuldugunu gostermektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Salg: yolu, SEC23B, Chlamydomonas reinhardtii, Projeni
testi, Insersiyonel mutant.
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ABSTRACT

GENETIC CONNECTION AND PHENOTYPIC ANALYSIS OF SEC23B
INSERSIONAL MUTANTS IN GREEN ALG Chlamydomonas reinhardtii

Ozgiin MUSUL
MSc Thesis in Agricultural Biotechnology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Miinevver AKSOY
July, 2020; 85 sayfa

In all eukaryotic organisms, protein trafficking is required to maintain
homeostasis. The secretory pathway is responsible for the synthesis, folding and
delivery of a wide variety of cellular proteins to the required target regions. All secreted
proteins newly synthesized in the secretory pathway are transported from the
endoplasmic reticulum (ER) to Golgi before being delivered to their final destination.
The SEC23B gene, which is found in the Chlamydomonas reinhardtii genome, in many
living beings and model organisms, is a gene that carries secretory proteins from the
(ER) to the Golgi apparatus and is involved in the formation of vesicles of the layer
protein complex Il (COPII). In the thesis study, the characterization of the SEC23B
insertional mutant was done. PCR was done for detection of insertion in the genome of
sec23b mutant, RT-PCR was done to detect mRNA levels, progeny test was done for
genetic linkage analysis. Also for phenotypic analysis; enzyme activity, cell count and
zygote formation tests were performed. Enzyme activity tests were performed to
determine whether there is secretion function in the sec23b mutant and arylsulfatase,
phosphatase activities were examined. The study was aimed to determine whether there
is any disruption in the trafficking within the cell as a result of the mutation of the
SEC23B gene. According to the tetrad analysis results, especially change in color and
morphological differences were observed which draw attention. The lack of previous
study on this subject in the literature indicates that more molecular studies are needed.

KEY WORDS: Secretory pathway, SEC23B, Chlamydomonas reinhardtii, Progeny
test, Insertional mutant.
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ONSOZ

C. reinhardtii genomunda COPII vezikiillerin olusumunda rol almasi tahmin
edilen iki SEC23 gen modeli mevcuttur. Bunlar SEC23A (Cre03.9180850.t1.2) ve
SEC23B (Crel0.9447350.t1.2) dir. Literatiirde bu genler iizerine yapilmis fonksiyonel
calisma bulunmamaktadir. Bu tez c¢alismasi kapsaminda SEC23B insersiyonel
mutantlart incelenmistir ve bu gen modelinin hiicre i¢i trafikte rol alip almadigi
arastirlmustir. Ilk once sec23b mutantinda insersiyon olup olmadigi PCR ile kontrol
edilmistir. Bunun igin transformantlardan genomik DNA izole edilmis ve hedef alinan
bolgeyi saran primerler kullanilarak PCR yapilmistir. sec23b mutantinda mRNA
seviyeleri RT-PCR ile belirlenmistir. SEC23B proteini, hiicre ici trafikte rol aliyorsa
mutantin biiylime ve salgilama islevlerinde bozukluk olacagi tahmin edildigi i¢in hiicre
sayimlart ve zigot olusturma yeteneklerine bakilmistir. Sekresyon kapasitesi hiicre
disina salgilanan proteinlerin aktivitelerine bakilarak belirlenmistir. Bunu belirlemek
icin siilfat eksikligi altinda salgilanan arilsiilfataz ve fosfat eksikligi altinda salgilanan
alkalin fosfataz enzimlerinin aktivitelerine bakilmistir. Insersiyonun bir sonraki nesle
gecip gegmediginin tespiti igin projeni testi yapilmistir.

Akdeniz Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii
Yiiksek Lisans egitim siirem boyunca tezimin yazim asamasinda ve son halini
almasinda biiyiikk emegi gecen, bilgi, fikir ve tecriibelerinden yararlandigim, manevi
destegini esirgemeyen ve bana her tiirlii imkani saglayan, degerli danisman hocam Dr.
Ogr. Uyesi Miinevver AKSOY'a, calismalarimda desteklerini esirgemeyen boliim
igindeki tiim hocalarima ve arkadaslarima, bana her zaman maddi ve manevi destek
olan, inanan ve gilivenen aileme sonsuz tesekkiir ederim.

Ayrica tez projemin gergeklesmesi siirecini destekleyen Akdeniz Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi'ne tesekkiir ederim.
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Simgeler

g : Gram

mg : Miligram

ml : Mililitre

L . Litre

ul : Mikrolitre

CC : Santimetre kiip

M : Molar

0 : Sonsuz

~ : Yaklasik

% : Yiizde

°C : Santigrat derece

kb - Kilo baz

Mb : Mega baz

bp : Baz ¢ifti

kDa : Kilo dalton
Kisaltmalar

CLiP : Chlamydomonas Kiitiiphane Projesi
DNA : Deoksiribo niikleikasit
RNA : Ribo niikleikasit
gDNA : Genomik DNA

cDNA : Tamamlayic1t DNA
mRNA  : Mesajc1 RNA

PCR : Polimeraz zincir reaksiyonu
RT-PCR : Ters Transkriptaz PCR

vii
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dNTP : Dintikleotit trifosfatlar

Taq : Thermus Aquaticus

DTT : Dithiothreitol

CDS : RNA'da protein kodlayan dizi
ER : Endoplazmik Retikulum
COP : Sitoplazmik ortii proteini

SNARE : Transmembran proteini

TRAPP  : Protein tasima parcacigi

UBF : Membran baglanma faktorii
GEF : Niikleotit degisim faktorii
GTP : Guanozin trifosfat

GAP : GTPaz aktive edici protein
Arf : ADP ribosilasyon faktorii
VTC : Vezikiiler tiibiiler kiimeler

ERAD : ER ile iligkili protein yikimi

pH : Hidrojen giicii

Uuv : Mor otesi

CLIP : Chlamydomonas kiitiiphane projesi
BAC : Bakteriyel yapay kromozomu

QFC : Quadriflagellated hiicre

RPM : Dakikadaki devir sayisi

™ : Erime sicaklig1

MgClI : Magnezyum klortir

H20 : Dihidrojen monoksit

NAOH : Sodyum Hidroksit

K2HPO4 : Dipotasyum fosfat
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KH2PO4
NH4C1
MgSO4
CaCl2
HCI
EDTA
TAE
CDAII
HSC
CRC
EPCAM
vd

vb

: Monopotasyum fosfat

: Amanyum kloriir

: Magnezyum siilfat

: Kalsiyum kloriir

: Hidroklorik asit

: Etilendiamin tetraasetik asit

: Triasetat EDTA tamponu

: Konjenital diseritropoietik anemi tip Il
: Hematopoietik kok hiicreleri

: Metastaz kolorektal kanser

: Epitelyal hiicre yapisma molekiilii
: ve digerleri

: ve benzeri
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1) GIRIS

Algler denizlerin en 6nemli canli kaynaklarindan biri olup, besin zincirinin
onemli bir parcasini olustururlar. Alg tiirleri yeryliziinde basta denizler olmak iizere
nehir, g6l gibi tath veya tuzlu su igeren alanlarda ve kara habitatlar1 arasinda da toprak,
kaya veya agaglarda yasayabilirler ( Aktar ve Cebe 2014). Mikroalgler, verimsiz karasal
ortamlar, yiiksek sicaklik ve UV (mor Gtesi 151n) / yiiksek 11k radyasyonlar1 dahil olmak
tizere zorlu habitatlarda da gelisebilen gesitli 6karyotik organizmalar grubudur (Siddigui
vd. 2019). Mikroalgler birgok alanda kullanilmaktadir. Mikroalg ve tiirleri; insanlar igin
ek gida, hayvan beslenmesi, su kiiltiirli, kanalizasyon aritma, ¢evre temizligi, biyoyakait,
ilagc sanayisi ve dogal bilesikler iiretme gibi alanlarda kullanilir. Mikroalgler, hem
akademik hem de endiistriyel uygulamalarda fotosentetik iiretkenligi sayesinde
biyokiitle ve biyo-iiriinler {iretimini artirmak i¢in genetik modifikasyonlari 6nemli olan
bir canli tirtdiir (Baek vd 2016).

Fotosentetik organizmalar, ozellikle yesil bitkiler ve algler, yiiksek degerli
hedeflerin biiyiik 6l¢ekli tiretimi i¢in en uygun fiyatl sistemler olarak ortaya ¢ikmuistir.
Mikroalgler, mevcut karbon kaynagmin tiiriine bagli olarak fotoototrofik veya
heterotrofik olarak biiyiiyebilir, bu da ekimini potansiyel olarak basit ve uygun maliyetli
hale getirir (Siddigui vd. 2019). Tek hiicreli organizmalar, mikroalgler farklilasmadan
yoksundur ve vejetatif dongiilerinin ¢cogu icin, haploid kalirlar, bu da genomlarinin
genetik manipiilasyonunu bitkilerle karsilastirildiginda nispeten daha kolay hale getirir

(Siddigui vd. 2019).

Iliman toprak habitatlarinda bulunan ve tek hiicreli bir yesil alg tiirii olan
Chlamydomonas reinhardtii, hem niikleer hem de kloroplast doniisiimii i¢in bir dizi
molekiiler ara¢ ve sus miihendisligi i¢in sentetik biyoloji stratejilerinin devam eden
gelisimi ile belki de en gelismis mikroalgal platformdur (Dyo ve Purton 2018). Ayrica
alg, bitki ve hiicre biyolojisi gibi arastirma alanlar icin ¢ok degerli bir model
organizmadir (Ferenczi vd.2017). Kloroplast genetik sistemi, genomun kiigiik ve diisiik
karmagiklikta olmas1 ve yabanci DNA'nin (Deoksiribo niikleik asit) dnceden belirlenmis
herhangi bir lokusa tam entegrasyonu, homolog rekombinasyonla kolayca elde
edilmesinden dolay1 6zellikle sentetik biyolojiye uygundur (Dyo ve Purton 2018). C.
reinhardtii ilk olarak fotosentez, 151k algis1 ve silyalarin yapisi, islevi ve biyogenezi gibi
temel hiicresel siirecleri aydinlatmak igin kullanilmistir (Sasso vd. 2018). Ayrica bu
organizma; besin aghiginda verdigi yanitlar, rekombinant iiriinlerin gelistirilmesi
(proteinler, enzimler vb.), biyo-yakit, biyo-giibre iiretimi, haploid genotip arastirmalari,
gibi alanlarda tamami sekanslanmis genomu ile son zamanlarda fazlasiyla ilgi
gormektedir (Ferenczi vd. 2017; Molino vd. 2018). Alglerin biiyiime ortami i¢in sadece
tuzlar, su, hava ve 151k gerektirdiginden, yiiksek degerli molekiillerin biiylik 6lcekli
tiretimi i¢in diisiik maliyetli bir segenek sunarlar. Kirpikli yesil alg C. reinhardtii gibi
tek hiicreli algler kontrollii ortamlarda (sicaklik ve 151k rejimleri) biiylime kolayligi ve
kiiltiirlerin homojen yapisi nedeniyle, deneyler sirasinda yiiksek verim saglar ve klasik
bitki modellerinden ¢ok daha hizli biiyiirler (Salome ve Merchant 2019).



GIRiS 0. MUSUL

Tek hiicreli yesil alg C. reinhardtii, basit bir yasam dongiisti, mutantlarin kolay
izolasyonu ve molekiiler genetik caligmalar icin biiyliyen bir dizi ara¢ ve teknik
sunmaktadir. Optimal kosullar altinda C. reinhardtii o kadar hizli biiyiir ki sayilart
yaklasik 8 saatte bir, ikiye katlanabilir (Harris 2001). C. reinhardtii, laboratuvarda
cinsel olarak ¢ogalmaya tesvik edilebilir, bu da tek bir haploid susuna birden fazla
ozelligin sokulmasini kolaylastirir (6rnegin, ¢ift veya iiclii mutantlar tiretmek i¢in) (Je
vd. 1988; Remacle vd. 2006). C. reinhardtii, tek bir c¢iftlesme tipi lokus tarafindan
kontrol edilen, ¢iftlesme tipi arti (MT+) ve ¢iftlesme tipi eksi (MT-) olmak iizere iki
ciftlesme tipine sahip tek hiicreli bir alg tiiriidiir . Gametler arasindaki cinsel yapismaya,
kamg1 zarlarindaki cinsiyete 6zgii agliitinin molekiilleri aracilik eder. Hiicre fiizyonu
MT+ ve MT- giftlesme yapilari, yapiskan bir etkilesim ve ardindan lokalize membran
flizyonu ile baslatilir (Sekimoto vd. 2017). C. reinhardtii alg tiriiriin cinsel
dongiisii, sonunda mayoz gegiren hareketsiz sporlara farklilasan diploid zigotlarin
olusumuyla sonuglanir (Joo vd. 2017). C. reinhardtii'nin niikleer ve kloroplast
genomlar1, genomik ve epigenomik analizleri tamamen dizilenmistir. Yaklasik 112-Mb
haploid C. reinhardtii niikleer genomu, 17 kromozom igerir. Dairesel kloroplast DNA
genomu 203 kb'dir ve hiicre basina 80 ila 100 kopya halinde bulunur ve bunlar hiicre
icinde dagilmis olan niikleoid adi verilen sekiz ila 10 niikleoprotein kompleksine ayrilir
(Maul vd. 2002). Birgok tek hiicreli 6karyot gibi, C. reinhardtii'nin haploid hiicrelerinin
mitotik boliinme ile vejetatif olarak cinsel iireme gecirebilecegi iki fazli bir yasam
dongiisii vardir. Labaratuvar ortaminda gametogenez, 151k kosullarinin degisimiyle yada
azot, silfiir, fosfor gibi besinlerin agligiyla indiiklenebilir ve uygun kosullar saglanarak
dongii saglikli bir sekilde devam edebilir (Treier vd. 1989). Ornegin azot agligindan
sonra, hiicreler boliinmeyi durdurur ve giftlesme tipi, kromozom 6 iizerinde iki
haplotip, MT+ veya MT- ile genetik olarak yaklasik 300 kb'lik giftlesme tipi, lokus
tarafindan belirlenen gametleri olusturmak i¢cin mitoz gegirir (Umen 2011; Deltoff vd.
2013). Bu gametler, eksi ve art1 hiicreler arasinda farkli olan ve zit ¢iftlesme tipindeki
hiicrelerin birbirini tanimasina ve dortlii bir zigot olusturmak {izere kaynasmasina izin
veren bir ciftlesme ile iliskili proteinleri eksprese etmekte gorevlidir (Harris 2001).
Ceper ve kamg¢1 olusturan gametler, ana hiicreden ayrilirlar. Gametler (genellikle iki
farkli eseyli) birbirlerini c¢ekerek biiylik kiimeler olustururlar ve kiime olusturmus
hiicreler ¢iftler halinde birbirinden ayrilirlar. Bir ciftin iiyeleri, temas halindeyken,
kamgilar ile ug uca birlesirler. Bu kamgilarin u¢ kisimlarinda tiirlere ve ciftlesme tipine
0zgii olarak baglanma yerleri bulunmaktadir. Daha sonra hiicrelerin g¢eperleri erir ve
sitoplazmalar1 yavasca temas halindeyken, kamcilar1 ile u¢ uca yerlesirler. Bu
kamg¢ilarin u¢ kisimlarinda tiirlere ve ¢iftlesme tipine 6zgili baglanma yerleri bulunur.
Daha sonra hiicrelerin geperleri erir ve sitoplazmalar1 yavasga birlesir. Son agsamada ise
bu hiicrelerin ¢ekirdekleri dollenme sirasinda birlesir. Déllenme sonucu diploit zigot
olusur. Zigotun kamgist kaybolur ve kalin bir koruyucu ceper olusturur. Olusan
hiicreler, bulunduklar1 ortamda kalabilirler (Gould ve Keeton 1996). Zigot olusturmak,
C. reinhardtii'nin kosullar sertlestiginde hayatta kalmasini saglar (Harris 2001). Uygun
151k ve besin maddelerine doniildiigiinde, zigosporlar vejetatif yasam dongiisiine
yeniden girebilen dort haploid dolini (iki MT + ve iki MT—) iiretmek igin mayoz
boliiniir ve eseyli lireme dongiisii tamamlanmis olur (Harris 2001). Genellikle zigotlarin
seleksiyon tayini i¢in yapilan ¢aligmalarda, projeni testi ile yar1 yartya (% 50-50) olusan
bu dort haploid yapi1 sayesinde bir¢cok 6zellik incelenebilmektedir.
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C. reinhardtii organizmasinin hiicre biyolojisindeki yeri ve gen bazinda ¢alisma
kolaylig1 ile hiicre i¢i trafikte rol alan genler incelenebilir. Hiicre i¢i trafik hiicrenin
normal fonksiyonlarini ve varligini siirdiirebilmesi i¢in gerekli bir islevdir (Sanderfoot
ve Raikhel, 1999; Barlowe ve Miller, 2013). Secretuar yolakta (salgi yolagi) bulunan
proteinler, endoplazmik retikuluma (ER) bagli ribozomlarda sentezlendikten sonra, yine
ER’a transfer edilirler ve daha sonra Golgi kompleksin’den (Golgi) gecerek vakuole,
lizozoma veya vezikiiller araciligiyla hiicre membranina taginmakta ya da hiicre disina
salgilanmaktadirlar. Proteinlerin ER ve Golgi arasinda transferi COPII ve COPI
vezikiilleri araciligiyla olmaktadir. COPII igeren vezikiiller proteinlerin ER’dan
Golgi’ye anterograde (ileriye dogru giden) transferinde, COPI iceren vezikiiller ise
proteinlerin Golgi’den ER’a retrograde (geriye dogru giden) transferinde rol almaktadir
(Barlowe vd. 1994; Salama ve Schekman 1995; Barlowe ve Miller 2013).

C. reinhardtii genomunda COPII vezikiillerin olusumunda rol almasi tahmin
edilen iki SEC23 gen modeli mevcuttur. Bunlar SEC23A (Cre03.9180850.t1.2) ve
SEC23B (Crel0.g447350.t1.2) dir. Literatiirde bu genler {izerine yapilmis fonksiyonel
calisma bulunmamaktadir. Bu tez c¢alismasi kapsaminda, amacimiz SEC23B
insersiyonel mutantlarinin incelenerek bu gen modelinin hiicre ici trafikte rol alip
almadigini belirlemektir. Bildigimiz kadariyla literatiirde C. reinhardtii tizerinde hiicre
i¢i trafik konusunda yapilan calisma gériilmemektedir. Ozellikle SEC23B geni iizerine
yapilan fonksiyonel ¢aligma bulunmamaktadir. Planladigimiz calisma bu gen modeli
lizerine yapilacak olan ilk ¢alisma olacaktir.

C. reinhardtii organizmasina ait sec23b mutanti kullanilarak, mutantin
dogrulanmas1 amaciyla DNA izolasyonu ve PCR yapilmistir. Dogrulanan mutanta
tekrar RNA izolasyonu ve RT-PCR yapilarak mutant olan sec23b’nin mRNA iiretip
tiretmedigi tespit edilmistir. sSec23b mutantinin, yabanil tipten farkli olarak arisiilfataz
ve alkalin fosfataz aktivitelerindeki farkliligi O6lgmek i¢in enzim aktivitesi testi
yapilmistir. Mutant hiicrelerinin, yabanil tipe oranla biliylime hizi ve sayilarindaki
farklilik tespiti ic¢in hiicre saymmi yapilmistir. Ayrica, mutant hiicrelerinin zigot
olusturabilme yeteneklerinin tespiti ve mutasyonu bir sonraki nesle aktarabilme
yetilerinin tayini i¢in de projeni testi yapilmustir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Alglerin Simiflandirilmasi

Algler yapisal olarak mikroalg ve makroalg olmak {izere iki gruba ayrilir ve
30.000 ila 1 milyondan fazla tiir icerdigi tahmin edilmektedir (Guiry 2012). Temelde
yedi siifa ayrilmaktadir (Aktar ve Cebe 2010). Bunlar:
-Chlorophyta (yesil algler)
-Chrysophyta (altin saris1 algler)
-Pyrophyta (ates rengi algler)
-Euglenophyta (kamgili algler)
-Rhodophyta (Kirmiz1 algler)
-Phaeophyta (kahverengi algler)
Cyanophyta (mavi-yesil algler)

2.1.1. Alglerin kullamim alanlar:

Insanlik kara bitkilerinin degerini binlerce yildir yenilenebilir gida, ilag ve
malzeme kaynagi olarak kabul etmistir. Insanlik tarihi boyunca tarimsal yontemler
stirekli olarak degistirilmis ve medeniyetin degisen ihtiyaglarmi karsilamak {izere
tyilestirilmistir. Glinlimiizde hizla biiyliyen niifus artis1 yiiziinden, mevcut endiistriyel ve
tarimsal uygulamalarla ilgili pratik sinirlamalar1 ve ciddi ¢evresel endiseleri gidermek
icin daha fazla yenilik gerekmektedir. Mikroalgler, acil endiistriyel ve tarimsal talepleri
karsilama potansiyeli ile yeni nesil kaynaklar olarak ortaya ¢ikan tek hiicreli bir
fotosentetik organizmalar grubudur. Alglerin genis biyolojik ¢esitliligi, dogal olarak
veya genetik manipiilasyon yoluyla ¢ok sayida degerli biyolojik iiriin liretmek icin
kullanilabilir. Mikroalgler ayrica bir¢cok avantaja sahiptir, diisiik iiretim maliyetleri,
ekilebilir araziye gerek yoktur ve hem biiyiik dlgekli dis mekan sistemlerinde hem de
fotobiyoreaktorlerde hizla biiyiime kapasitesi sayesinde iiretilebilir (Fabris vd. 2020).

Artan kiiresel sicakliklar, asir1 hava kirliligi, degisen iklim kaliplar1 ve ekilebilir
arazi kaybi1 mevcut agroteknolojide ciddi degisiklikler gerektirecektir (Wurtzel vd
2019). Fotosentetik mikroalgler, diinyada ki her habitati kolonize eden ve 200.000'den
fazla tiir oldugu tahmin edilen olaganiistli biyolojik cesitlilik sergileyen mikroplardir
(Guiry 2012), bu da ¢ok cesitli ekolojik adaptasyonlar1 yansitmaktadir. Maya ve
bakteriler gibi biyo bazli iiretim i¢in siklikla kullanilan diger mikroplarin aksine,
fototrofik algler, atmosferik karbonu sabitlemek igin giines 1s1gm1 kullanma ve
fermantasyon i¢in sekerlere olan bagimliliklarin1 azaltma avantajina sahiptir. Aralikli ve
az miktarda besin mevcudiyeti olan ortamlarda dogal olarak gelisen birgok mikroalg
tirii, uygun kosullar altinda hizla biiyiimek igin etkili metabolik adaptasyonlar
gelistirmistir  (Smetacek 1999; Litchman 2007). Sonu¢ olarak, algler genellikle
bitkilerden daha yiiksek bir fotosentetik verimlilige sahiptir (Bhola vd. 2014), bu da
biyokiitle iiretme kapasitesinin daha yiiksek oldugu anlamina gelmektedir (Benedetti vd
2018).
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2.1.2. Alglerin sentetik biyolojide kullanim

Sentetik biyoloji canlilarin organizmalarinin rasyonel tasarimina miihendislik
prensiplerini uygular. Bu disiplin iginde biyolojik bir sistem, mevcut fonksiyonlari
degistirmek veya alternatif konak¢i organizmalarda tekrar olusturmak i¢in modifiye
edilebilen ve yeniden birlestirilebilen karakteristik genetik pargalarin bir koleksiyonu
olarak gorilmektedir. Genetik tasarimlar, biyoteknolojik uygulamalar i¢in optimize
edilmis metabolik konfigiirasyonlar elde etmek igin bir tasarim-insa-test-6grenme
dongiisiiniin tekrarlar1 ile revize edilmektedir (Khalil ve Collins 2010; Nielsen ve
Keasling 2016). Mikroalglere uygulanan sentetik biyoloji, bu giiglii yeni yaklagimi,
gelecekteki cevresel zorluklara uyacak sekilde uyarlanmis yeni {retim tiirleri
olusturmak i¢in, bir fotosentetik mikrobiyal konagin faydalariyla birlestirecektir (Fabris
vd. 2020). Mikroalglerin genetik miihendisligi i¢in araglar, ¢ok sayida alg soyunda sirali
genomlarm artan kullanilabilirligi sayesinde hizli bir sekilde gelismektedir. Mikroalg
genomlarinin dizilenmesi yesil alg genetik araci gelisimini kolaylastirmistir (Fabris vd
2020).

2.2. Okaryotik Organizmalarda Hiicre I¢i Trafik (Salg1 Yolagi)

Her hiicre beslenmeli ve cevresindeki diger hiicreler ile iletisim kurmalidir.
Prokaryotik hiicrede, tiim beslenme ve iletisim plazma zarinda gerceklesmektedir.
Prokaryotlar, hiicrenin plazma zarindan hiicre disina dogru sindirim enzimleri salgilar.
Daha sonra, sindirimle iiretilen kii¢iik metabolitleri ayn1 zar iizerinden sitozele gegirir.
Okaryotik hiicrelerde ise bunun aksine, endositoz islemi yapilarak makro molekiillerin
alimip, hiicre icindeki lizozomlarda depolanan sindirim enzimlerine taginmalarin
saglayan bir i¢ zar sistemi evrimlesmistir. Ayrica endositoz yolagr ile makro
molekiillerin alinmasina izin verilmesinin yan sira, i¢ zar sistemi 0karyotik hiicrelerin
yeni sentezlenmis protein, karbonhidrat ve lipitlerin hiicre disina taginmasini ve
diizenlenmesini de saglamaktadir. Biyosentetik salgi yolagi ise, hiicre tarafindan
tiretilen molekiillerin bir dizi adimlar halinde degistirilmesi, ihtiya¢ duyulana kadar
depolanmalar1 ve eksositoz islemi ile hiicre disina tasinmalarini saglamaktadir
(Kirchhausen 1999).

2.3. Kaplama Proteinleri (COPI ve COPII)

Okaryotik hiicrenin salgi yolu, zar bolmeleri i¢in hedeflenen yeni sentezlenmis
proteinleri tasimak icin gelismistir. Bu yola, bir alt boliimiinden digerine taginmanin,
donor organelleri {izerindeki diizenlenmis sitoplazmik ortii proteinleri (COP)'ler
tarafindan olusturulan vezikiiler tastyicilarin aracilik ettigi diisiiniilmektedir (Sato ve
Nakano 2007). Kaplama proteinleri, vezikiiliin etrafinda bir kabuk olusturur ve onu bir
tasima vezikiiliine sekillendirir. vezikiiller tomurcuklanma reaksiyonunda olusur,
boylece sitoplazmik kaplama proteinleri (COP)'ler bir zar yiizeyinde toplanir, kargo
molekiillerini yakalar ve zari bir tomurcuk halinde deforme etmek i¢in bir kafeste
polimerize olurlar (Mancias ve Goldberg 2008). Hiicreler, COPI, COPII ve birkag
klatrin / adapin kompleksleri dahil olmak {izere c¢esitli COP'ler igerir ve vezikiiler
tasimadaki 6zgiilliik, kismen belirli bir organel iizerindeki bir ihracat bolgesi i¢in her bir
kargo molekiilleri, afinitesi ve tasima sinyal sekanslari igin COP segiciligi yoluyla
tiiretilir (Mancias ve Goldberg 2008). COPI koatomer kompleksi, Golgi ve ER arasinda
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geriye dogru tasinmada islev goriir ve COPII kaplamasi ER'den Golgi'ye proteinler
iletir. Vezikiil olusumundaki rollerine ek olarak, kaplama proteinleri ayrica proteinlerin
sitoplazmik alanlarinda bulunan spesifik sinyallerle etkileserek proteinlerin vezikiillere
segici olarak yakalanmasin1 saglar. Ceket alimmin dogru verici membrana
kombinasyonu ve ceket ve kargo proteinleri arasindaki sinyale 6zgii etkilesimler
vezikiiler tasinmanin yonliliigiine ve dogruluguna katkida bulunur (Lee vd. 2004). Bu
vezikiiler tastyicilarin ortak bir 6zelligi, donér zarinda kaplama montajin1 yonlendirmek
icin kiiglik guanin tirifosfataz (GTPaz)'lar kullanmalaridir. Salgi yolundaki farkli
asamalarda farkli ortli proteinleri ve kiiciik GTPazlar kullanilir. Her vezikiil olusturma
adiminda, salgi kargo proteinleri secici ve etkili bir sekilde tasima vezikiillerine
ayrilirken, verici zarm bilesimi korunmalidir (Sato ve Nakano 2007).

COPI vezikiillerindeki (geriye dogru giden) retrograd yolagi gecen kargo
proteinlerinin  biiylikk ¢ogunlugunun dogas1 geregi tamamen katlanmig gibi
goriinmektedir; bu yol, kagan ER sakinlerini geri almak ve vezikiil olusumu ve
flizyonuna aracilik eden makineyi geri doniistiirmek icin ¢alisir. Bununla birlikte, yanlis
katlanmis ¢Oziinilir proteinlerin kaderini inceleyen son ¢alismalar, bazi yanlis katlanmig
proteinlerin ER ile iliskili bozulmaya, protein yikimina (ERAD) ge¢meden
once Golgiye gittigini gostermistir (Caldwell vd. 2001). Bu baglamda, bir katlama
gerekliliginin tersi, bu yiiklerin COPI vezikiillerine alinmasinda etkili olacaktir; sadece
yanlis katlanmis proteinler bir vezikiile erisebilir ve boylece salgi yolu boyunca daha
fazla tasinmasi Onlenir. Muhtemelen bu retrograd yolagi, yanlis katlanmis substrati
sitoplazmik kaplamaya baglayan bilinmeyen bir transmembran reseptdrii yoluyla etki

eder (Lee vd. 2004).
2.3.1. ER zarinda COPII kaplama protein olusumu

Okaryotik hiicrelerde sentezlenen tiim proteinlerin %20 ila %30', islevlerini
uygulamak i¢in, hiicre disi bosluga, plazma zarma ve i¢ organellere taginmasi
gerekmektedir (Tao vd. 2012). Bu kargo proteinlerinin neredeyse tamami, ilk Once
endoplazmik retikulum ER'den sentezlenir. COPII kaplh vezikiiller de, yeni
sentezlenmis proteinleri Golgi'ye tasimak i¢in ER'den tomurcuklanir (Bi vd. 2007). ER,
cesitli hiicresel saperonlar yardimiyla katlama, montaj ve post-translasyon
degisikliklerine tabi tutulur ve daha sonra proteinler COPII vezikiilleri ile Golgi
kompleksine taginir. Golgi‘den kargo proteinleri daha fazla ayrilir ve gerekli varis
yerlerine taginir.

Proteinler salg1 yolunda vezikiiller adi1 verilen kii¢iik membranli paketlerde bir
organelden digerine gecer. ER'den Golgi'ye vezikiil hareketi, COPII ile kontrol edilir
(Tao vd. 2012). COPII g sitoplazmik protein alt birimlerinden; SAR1, SEC23/SEC24
ve SEC13/SEC31 ER membran iizerine sirali olarak baglanmasiyla olusur. COPII'nin
tomurcuklanmasi G proteini Sarl'in GTP'ye bagli formuna aktivasyonu ile baglatilir (Bi
vd. 2007).
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SEKIL 2.3.1. Kaplama vezikiillerinin olusumu: Kaplama diizenegi vezikiil olusumunu
saglar. Hem COPII (sol) hem de COPI (sag) katlar, montajlarinda Arf/Sarl ailesinin
kiicik GTPazlar1 tarafindan yonlendirilir. COPII kaplamasinda Sarl, ER membranina
lokalize olan guanin niikleotit degisim faktorii (GEF) SECI12 tarafindan aktive
edilir. Aktif Sarl-GTP, “i¢ kaplama” katmanina karsilik gelen ve kargo baglama
fonksiyonunu saglayan heterodimer SEC23/SEC24 dimerini alir. Daha sonra bir
SECI13/SEC31 heterotetrameri alinir, "dis kaplama" olusturulur ve membran egriligini
saglayan kafes benzeri bir yapiya polimerize olur. SEC13/SEC31 tarafindan olusturulan
COPII kafesinde, SEC31'lin dort molekiilii, kafenin (tepe noktasi) “tepe noktasini”
olusturmak i¢in PB-pervane alanlar1 araciligiyla basa bas bir araya getirilir. COPI
katmani, gereksiz GEF'ler, Geal veya Gea2 tarafindan tahrik edilen Arfl'in aktivasyonu
izerine toplanir. Arfl sirayla klatrin AP-2 adaptér kompleksine homolojisi olan SEC21
/ SEC26 / Ret2 / Ret3'lin i¢ kaplama kompleksini ise alir. COPI dis kaplama, SEC27'nin
i p-pervane alanmin (ek) etkilesimleri yoluyla bir triskelion yapisinda bir araya gelen
SEC27 / Retl / SEC28 tarafindan olusturulur (Barlowe ve Miller 2013)

Sekil iizerinde; iki farkli COPI VE COPII vezikiilleri ve bu vezikiillerin
olugmasi i¢in gerekli olan proteinler belirtilmistir. (Sekil 2.3.1.) Kaplama diizenegi
kiiciik G proteinlerinin aktivasyonu ile baglar; COPII i¢in Sarl ve COPI i¢in Arfl'in
aktivasyonu gerekmektedir (Lee vd.2004). COPII vezikiilii i¢in, ER membranina ilk
once Sarl baglanir ve Sarl tomurcuklanmanin baslamasi icin kaplama protein alt
birimlerini ER zarma toplar (Antonny vd. 2001). Katmanin GTPaz aktivitesi, sirastyla
SEC12 (d'Enfert vd. 1991) ve SEC23"in (Schekman vd. 1993) kanonik GEF ve GAP
aktiviteleri ile oOrtli montajinin/demontajinin baslatilmasin1  diizenleyen birincil
diizenleme modudur. Ayn1 zamanda, ilgili kargo proteinlerinin ayirt edilmesi (Sato ve
Nakano 2005) ve vezikiil boliinmesi gibi ek fonksiyonlara katkida bulunur (Lee vd.
2005). SEC23 ve SEC31 diger kaplama sistemlerinden farkli olarak COPII, ortii
bilesenlerinin kendileri tarafindan saglanan bir birlesimsel GAP etkinligi kullanir
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(Antonny vd. 2001). Bu GAP'in minimal sistemlerde etkisi, kaplama tamamen monte
edilir edilmez GTP'nin hidrolize edilmesi ve vezikiilin hizli bir salinmasidir. Sarl-
GDP'nin Sarl-GTP'ye doniisiimiine GEF aracilik eder (Sato ve Nakano 2007). Sarl-
GTP, dogrudan kargo molekiillerine baglanan i¢ tabakayir veya "tomurcuklanma"
kompleksini olusturmak icin ilk olarak SEC23/SEC24'iin heterodimerik kompleksinin
SEC23 alt birimine katalize yardimci olan bir "arjinin bolgesi" sayesinde baglanir
(Barlowe ve Miller 2013). SEC23/SEC24 alt birimi temel zarlarla zenginlestirilmis,
altta yatan zarla genis temas etmesi muhtemel olan ve membran deformasyonunu
potansiyel olarak kolaylastiran i¢ biikey bir yiizeye sahip papyon seklinde bir kompleks
olusturur (Bi vd. 2007).

Sar1-GppNHp

SEKIL 2.3.2. SEC23 ve SEC24 proteinlerinin ii¢ boyutlu yapist: Serit gosterimi arka
arkaya 90° doniisler olarak gosterilmistir. SEC23 sar1, SEC24 yesil ve Sarl kirmizi. a)
On membran-proksimal yiizeyi 6ne bakacak sekilde, kaplama alt-birimleriyle iliskili
ikili goriinti. b) Gortinim Gri ¢izgi, olgekli olarak ¢izilen 60 nm COPII vezikiiliin
egriligini gosterir. ¢) Ustten goriiniim. Ug Sarl'in membrana bakan bélgeleri C, N ve 2
— B3 olarak etiketlenir (Bi vd. 2002). Maya organizmasi model olarak alinmistir

SEC23, GTPaz aktive edici proteindir (Yoshihisa vd. 1993). Ardindan,
Sar1/SEC23/SEC24 kompleksine dis tabakay1 olusturacak SEC13/SEC31 kompleksi de
baglanir. SEC31, SEC23'in GAP (GTPaz aktive edici protein) aktivitesini uyararak,
GTPaz aktivitesine katkida bulunur. Her iki katman, Sarl'in katalitik dongiistine katkida
bulunur. I¢ ve dis katman tamamen birlestizinde maksimum GTPaz aktivitesi
olusmaktadir (Antonny vd.2001) Sarl; tasima sinyallerine dogrudan baglanarak,
proteinlerin taninmasinda rol oynadigi gibi, ayrica GTP hidrolizine bagl olarak,
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birlestirilmemis kargo molekiillerinin COPII vezikiil olusumundan ¢ikarilmasini da
destekler (Sato ve Nakano 2007). SEC23/SEC24, SEC13/SEC31 ve GTP Kkilitli
Sarl'in bir karisimi, lipozomlardan kaplanmis vezikiiller olusturmak igin yeterlidir, bu
proteinlerin  kendiliginden membran1 deforme edebilecegini ve bir vezikiilii
sikigtirabildigini gosterir. COPII kapli tomurcuklarin egriliginin olusumuna iliskin
onemli bir ipucu, tomurcuklanma kompleksinin kristal yapisindan gelir ve muhtemelen
membrani olusturan ve membran biikiilmesini indiikleyen pozitif yiikli, i¢ bilikey bir
yiizeye sahiptir. SEC13/SEC31 alt kompleksinin membran deformasyonuna katkisi hala
net degildir, ancak bu alt kompleks tomurcuklanma 6ncesi kompleks tarafindan iiretilen
egriligi (bilikiilmeyi) stabilize edebilir (Bonifacino ve Glick 2004).

2.4. Vezikiil Baglama

Katlanmig bir salg1 proteininin ER'dan sonra ziyaret ettigi bir sonraki istasyon,
glikan yan zincir modifikasyonu ve proteolitik boliinmede islev goren Golgidir (Lee vd.
2004). ER membranlarindan COPII vezikiillerinin serbest birakilmasindan sonra,
baglama ve fiizyon makineleri ER tiirevi vezikiilleri bir diizineden fazla gen {iriiniiniin
etkisiyle Golgi alict membranlara yonlendirir (Barlowe ve Miller 2013). ER ¢ikis
yerleri cis-Golgi (CGN) (giris ara yiizii) yakininda ve hiicre gevresinde meydana gelir.
Periferik ER bolgeleri ve cis-Golgi arasinda tasima mikrotiibiile baglhidir ve nispeten
biiyiik tiibiiler-vezikiiler membran kiimeleri igerir (Presley vd. 1997). Toplu olarak, bu
Golgi 6ncesi membranlara digerleri arasinda ER-Golgi ara bdlmesi (Hauri ve Schweizer
1992) veya vezikiiler tiibiiler kiimeler (VTC')'ler denir. Trans-Golgi ag1 (TGN) (¢ikis
ara yiizii), proteinleri hiicre ylizeyine gonderen veya protein yikimindan sorumlu olan
vakuol / lizozom dahil olmak iizere endomembran sisteminin ek bdlmelerine veya
cesitli endozomal bdlmelere yonlendiren bir ayirma istasyonu gorevi goriir. Plazma
membrani, TGN ve lizozom / vakuol arasindaki protein siralama olaylarinda genis
Olciide islev goriir (Lee vd. 2004).

Vezikiil ve Golgi alict membranlar arasindaki membran fiizyonu, membran
bolmelerinden SNARE protein komplekslerinin birlestirilmesi yoluyla katalize edilir.
Vezikiil baglama ve fiizyon eylemine COPII ile kaplanmis vezikiillerin anterograd
dagitimina ¢esitli baglama ve fiizyon kompleksleri aracilik eder. Protein tasima
parcacigl (TRAPP) kompleksi, bir COPII vezikiiliiniin yiizeyinde ilk olarak Sec23'e
baglanir ve Rab ailesi iiyesi Yptl'in lokal aktivasyonuna aracilik eder. Anterograd
yolda, dagilabilir vezikiiller, pl115'in maya homologu olan Usol ilavesi ile Golgi
zarlarina demirlenir (Barlowe 1997; Cao vd. 1998; Lord vd. 2011). Usol / p115,
genisletilmis oligomerik bir yap1 olusturan biiyiik bir sarmal bobin proteinidir.
Muhtemelen SNARE kompleks montajin1 kolaylastirir (Sapperstein vd. 1996). TRAPP
ayrica, pl15 / Usol'in membranlara alimindan sorumlu olan Rabl homologu, Yptl
( Jones vd 2000; Wang vd. 2000) i¢in bir GEF olarak in vitro islev goriir (Cao vd. 1998;
Allan vd. 2000). Bu nedenle, COPII vezikiillerinin Golgi membranlarina baglanmasi,
muhtemelen YOP1'i Usol'i toplamak i¢in aktive edecek olan TRAPP yoluyla COPII
vezikiillerinin ilk baglanmasini igerecektir. Usol'in baglanmasi, vezikiiliin membran ile
birlesmesini stabilize eder ve ayrica SNARE montajini kolaylastirir, boylece vezikiil
igeriginin membran fiizyonuna ve verilmesine yol acar (Whyte ve Munro 2002). Usol'e
ek olarak vezikiil baglanmada ikinci bir biiylik oligomerik kompleks de islev
gorecektir. Ypt — GTP, uzun sarmal bobin ipine benzer ve Usol gibi akis asagi
efektorleri toplar. Bir Golgi-lokalize kinaz, Hrr25, SEC23'"ii fosforile eder ve TRAPP'yi
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yer degistirir, belki de kat dokiilmesine katkida bulunur. Kaplamanin c¢ikarilmasi,
membran karisimini siirmek icin birlesen fiizojenik SNARE proteinlerini ortaya
cikarir. Retrograd yolaginda, COPI kapli vezikiiller, gelen vezikiilii tanimak ve Ortii
salimini ve SNARE eslesmesini tanimak ic¢in Dsll / Sec39 / Tip20'den olusan DSLI
kompleksini kullanir (Barlowe ve Miller 2013). Golgi alict membranlara COPIl'ye
bagli tasima icin ¢ok alt tiniteli TRAPP1 kompleksi gereklidir (Rossi vd. 1995; Sacher
vd. 1998). In vitro analizler, TRAPPI'nin COPII vezikiillerini Golgi membranlarina
fiziksel olarak baglamak igin islev gorebildigini ortaya koymustur (Sacher vd. 2001).
Yapisal analizler, TRAPPI'nin alt1 tane alt birimden olusan bir 170 kDa (kilodalton)
parcacigl oldugunu gostermektedir. Bunlar; Bet3, Bet5, Trs20, Trs23 Trs31 ve
Trs33'dir (Kim vd. 2006). Bet3, dogrudan SEC23'e ve periferal olarak membranlara
bagli TRAPPI ile baglanabildiginden, bu aktivitenin kismen kaplanmig COPII
vezikiilleri Golgi alict membranlara bagladigi diistiniilmektedir (Cai vd. 2007). Son
zamanlarda yapilan bir ¢alismada Golgi ile iligskili Hrr25 kinazin, SEC23/SEC24'
fosforile ettigi ve anterograd taginmanin yonliiliglinii kontrol etmek i¢in SEC23 ve
TRAPPI arasindaki etkilesimleri diizenledigi bildirilmistir. Ayrica, TRAPPI Golgi alic1
membranlarin ve COPII vezikiillerin yiizeyinde aktive edilmis Yptl icin bir GEF olarak
islev goriir (Lord vd. 1998). TRAPPI dogrudan Usol ile etkilesime girmiyor gibi
goriinse de, Yptl aktivasyonu Usol'in aracilik ettigi uzun mesafeli birlesme olayimi
daha yakin bir TRAPPI'ye bagli, baglama olay1 ile koordine etmeye hizmet edebilir.
TRAPPI'nin Golgi ve vezikiil membranlar1 {izerindeki kesin yonii bilinmemektedir,
ancak mevcut modeller, bu ¢ok alt {liniteli kompleksin COPII vezikiillerini cis-Golgi
yiizeyine bagladigini ve SNARE aracili membran flizyonuyla vezikiil baglamay1
koordine etmekte ve bir merkez gorevi gordiigiini gostermektedir. COPII vezikiil
baglama ve fiizyon icin uyumlu bir modeldir (Barlowe ve Miller 2013). Cok {iyeli
TRAPPI, vezikiil baglama ve fiizyon olaylarin1 koordine etmek igin cis-Golgi
membranlar1 veya vezikiilleri lizerinde bir organizasyon merkezi olarak hizmet edebilir.
TRAPPI, COPII alt birimi SEC23 ile Yptl GTPaz ve potansiyel olarak SNARE
proteinleri ile etkilesime girer, baglama ve fiizyon asamalarina da katilir (Jang vd 2002;
Kim vd. 2006).

Bagli COPII vezikiillerin cis-Golgi membranlari ile fiizyonu, bir dizi membrana
bagli SNARE proteinine baghdir. Cesitli kanitlar SNARE proteinleri Sed5, Bosl, Betl
ve SEC22'nin mayadaki bu membran fiizyon olayini katalize ettigini gostermektedir
(Cao ve Barlowe 2000). Ayrica bu SNARE seti, Golgi membranlar1 ile COPII vezikiil
flizyonu durumunda membran flizyonunu katalize etmek i¢in yeterlidir (Parlati vd.
2000).

2.5. Golgi I¢indeki Trafik

Vezikiil aracili organeller arasindaki tasinmanin son adimi, vezikiiliin alict
bolmeyle kaynasmasidir. Bu isleme, vezikiil ve alici zarlar1 yakinlastirarak flizyonu
siirdlirebilmek i¢in spesifik kombinasyonlarda etkilesen transmembran SNARE
proteinleri aracilik eder. SNARE'lerin sitoplazmik alanlari, genellikle her bir sarmalin
tek bir transmembran proteininin katkisiyla dort sarmalli bir demet halinde birlesir. Bu
nedenle, membran fiizyonunu siirdiirebilmek i¢in dort farkli SNARE kombinasyonu
gereklidir. Sentetik lipozomlara yeniden yapilandirilmis SNARE'lerle yapilan in vitro
fiizyon deneyleri, membran fiizyonuna aracilik eden SNARE'lerin spesifik
kombinasyonlarinin tanimlanmasinda etkili olmustur (Fukuda vd. 2000; Parlati vd.
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2000). Yeni sentezlenen salg1 proteinleri COPII vezikiillerinde cis -Golgi'ye ve Golgi
kompleksinden membran flizyonu ilerledikten sonra ulasir. Salgi yiikii, kargo farkl
Golgi bolmelerinden ilerledik¢e dis zincir karbonhidrat modifikasyonlar1 ve proteolitik
isleme alabilir (Barlowe ve Miller 2013).

2.6. SEC23 veya SEC23B Geni ile Yapilan Molekiiler Calismalar

SEC23 ve SEC23B genleri ile daha ¢ok insan hiicreleri iizerinde caligsmalar
yapilmistir. Bitki ve hayvan biyoteknoloji alanlarinin yanisira, 6zellikle bu genler ve
mutasyonlart ile insanlarda kan hastaliklari ve kanser tiirleri en ¢ok arastirilan
konulardir.

Saccharomyces cerevisiae'nin COPII vezikiiliiniin bir alt birimi olarak islev
gormedigi goriilen yeni bir SEC23 parolog Nell igerdigi gosterilmistir. Nell, COPII
bilesenlerinin hi¢ biriyle iliskili degildir, ancak giicli Sarl GAP aktivitesi sergiler.
Nell'in kromozomal silinmesinin sicakliga duyarli sar1D32G'de 6nemli bir biiyliime
hatasina yol agtig1 gosterilmistir. Bu proteinler arasinda olasi bir fonksiyonel baglanti
oldugunu disiindiirmektedir. ER membranindaki ER ¢ikis yerlerinde agirlikli olarak
lokalize olan SEC23'iin aksine, Nell'in biiyiik bir kismi sitozol boyunca lokalizedir. Bu
makalaeye gore, Nell'in Sarl i¢in yeni bir GAP olarak olasi bir roliinii vurgulamaktadir
(Kodera vd. 2014).

Insanlarda SEC23B eksikligi, anormal kirmizi kan hiicresi gelisimi hastalig
olan konjenital diseritropoietik anemi tip II ile sonuclanirken, SEC23A eksikligi,
kusurlu kollajen sekresyonuna bagli kemik anormallikleri (ancak kirmizi olmayan) ile
karakterize edilen bir hastaliktir (kan hiicresi defekti). Bu calismada, SEC23A ve
SEC23B'in islevle ortiistiigiinii, tiirler i¢cinde ve arasinda SEC23A/SEC23B eksikliginin
farkli fenotiplerinin biiyiik olasilikla SEC23 paraloglarinin farkli islevlerinden ziyade
gen ekspresyon programlarindaki evrimsel degisimlere baglh oldugu gosterilmistir. Bu
makalede SEC23B eksikliginde SEC23A'nin hiicreyi 6lmekten kurtardigi ve tek basina
islev gorebilecegi kesfedilmistir (Khoriaty vd. 2018).

Kaplama protein kompleksi II'nin (COPII) temel bileseni olan SEC23, yeni
sentezlenmis proteinleri ve lipitleri salgilama igin hiicrelerdeki Golgi kompleksine,
ER'dan tagima islevi goriir. SEC23 proteininin iki izoformu (SEC23A ve SEC23B)
vardir ve bunlarin anormal ekspresyonu ve mutasyonlarinin insan hastaliklarina ve
onkogeneze neden oldugu bildirilirken, SEC23A ve SEC23B'nin insan kanserinde
belirsiz bir nedenden 6tiirli ters aktiviteye sahip olabilecegi bildirilmistir. Bu derleme
SEC23, COPII vezikiil nakli, otofaji ve kanserle ilgili son arastirmalar1 6zetlemektedir.
Bugiine kadar, SEC23A ve SEC23B ile iliskili ¢esitli mutasyonlar insan hastaliklarinda
rapor edilmistir, ancak hastalarda tam SEC23B eksikliginin hiicreler i¢in o6liimciil
olabilecegini gosteren iki bog SEC23B alelinin olmadigi belirtilmistir (Jing vd. 2019).

SEC23B, salgi proteinlerini endoplazmik retikulumdan (ER) Golgi aparatina
tasiyan Ortii protein kompleksi Il (COPII) vezikiillerinin bir bilesenidir. Fonksiyon
kayb1 SEC23B mutasyonlari, azalmig SEC23B seviyelerinden kaynaklanan nadir bir
anemi formuna neden olur. Son zamanlarda germline heterozigot SEC23B'yi
belirlenmistir ve potansiyel olarak kanser yatkinlig1 olan varyantlardir. Mutant SEC23B,
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ER stres aracili tiimor olusumu ile iliskilidir ve SEC23B'de ekspresyonu azalmadigi
gorilmistir. Burada, ER/Golgi'deki klasik dagilima ek olarak, SEC23B mutantinin
niikleol i¢inde var oldugu gosterilmistir. Bu, diger COPII proteinlerinden bagimsiz
olarak meydana gelir ve salgi fonksiyonundan 6diin vermez. Mutant hiicreler, ER stresi
varliginda artmis ribozomal protein ve translasyonla iligkili gen ekspresyonuna ve
artmig translasyon kapasitesine sahiptir. SEC23B  mutantinin, ribozomal DNA
promotoriinde artan UBF transkripsiyon faktorii baglanmasi ile UBF transkripsiyon
faktoriine baglandigi gosterilmistir. Sonuglar, SEC23B'nin 6zellikle ribozom biyogenez
yolaginda, kanonik olmayan potansiyel COPII'den bagimsiz fonksiyona sahip oldugunu
gostermistir (Yehia vd. 2018)

Konjenital diseritropoietik anemi tip II (CDAII), kemik iliginde artmis bir¢ok
cekirdekli eritroid Onciileri ile karakterize, etkisiz eritropoezde otozomal resesif bir
hastaliktir. CDAII, SEC23B'deki mutasyonlardan kaynaklanir. SEC23 proteini, salgi
proteinlerini endoplazmik retikulumdan golgiye tasiyan oOrtii proteini kompleksi Il ile
kaplanmis vezikiillerin temel bilesenidir. CDAIl'nin altinda yatan genetik defekt
tamimlanmis olmasina ragmen, bu hastaligin patofizyolojisi bilinmemektedir. Daha
once, SEC23B eksikligi olan farelerin, pankreatik dejenerasyon gosteren, perinatal
olarak oldiigiinii ve yetiskin hematopoietik komparttmanin bu erken mortalite
siirlamasint degerlendirdigi bildirilmigtir. Simdi ise hematopoietik kompartimanla
sinirli SEC23B eksikligine sahip farelerin normal hayatta kaldigin1 ve anemi veya diger
CDAIl ozellikleri gostermedigi bildirilmektedir. Ayrica, SEC23B eksikligi olan
hematopoietik kok hiicrelerin (HSC), rekabetci bir repopiilasyon analizinde dogrudan
vahsi tip HSC ile karsilastirildiginda hematopoezin sulandirilmasinda bir dezavantaj
gostermedigi de gosterilmektedir. Ikincil kemik iligi nakilleri, hematopoietik
rekonstitliisyon potansiyellerinde SEC23B eksikligi ve vahsi tip HSC'nin esdegerligini
sirekli olarak gostermistir. SEC23B eksikligi olan fareler ve insanlar arasindaki
fenotiplerdeki sasirtici uyumsuzluk, SEC23 paralog fonksiyonu ve ekspresyonunda
evrimsel bir degisimi veya eritropoez i¢in kritik olan spesifik bir COPII yiikiindeki bir
degisikligi yansitabilmektedir (Khoriaty vd. 2014).

Konjenital diseritropoietik anemiler (CDA'lar) fenotipik ve genotipik olarak
heterojen hastaliklardir. CDA tip II (CDAII) en sik goriilen CDA'dir. Etkisiz eritropoez
ve kemik iliginde iki ve c¢ok c¢ekirdekli eritroblastlarin varligi ile karakterize edilir,
sitokinez bozuklugu gosteren esit biiyiikliikte ve DNA igerigine sahip c¢ekirdege
sahiptir. Periferik kirmizi kan hiicrelerinin diger Ozellikleri protein ve lipit
disglikosilasyonu ve endoplazmik retikulum ¢ift membran kalintilaridir. Diger
hematopoietik soylarin gelisimi normaldir. CDAII'si olan bireyler, potansiyel olarak
karaciger sirozu veya kalp yetmezligi ile progresif splenomegali, safra tasi ve asiri
demir yiikii gosterir. Bu makalede, salgi COPII bilesenini SEC23B kodlayan genin
CDAII'de mutasyona ugradigi gosterilmistir. SEC23B ekspresyonunun kisa sa¢ tokasina
benzer ve RNA (shRNA) aracili baskilanmasi, sitokinez kusurunu yeniden
Ozetlemektedir. Zebra baliklarinda, sec23b'in mutasyonu da anormal eritrosit
gelisimine yol agmaktadir. Sonuglar, eritroid farklilasmasinda SEC23B segiciligi igin in
Vivo kanit saglamakta ve SEC23A ve SEC23B'nin, yiiksek oranda iliskili paralog
sekretuar COPII bilesenleri, olmasina ragmen eritrosit olgunlagsmasinda gereksiz
olmadigin1 gostermistir (Schwarz vd. 2018).
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Metastaz kolorektal kanser (CRC) 6liimciil kanser tiirlerinden biridir. Bununla
birlikte, CRC metastazinda yer alan protein tasima islemi belirsizligini
korumaktadir. Bu makalede, CRC numunelerindeki somatik mutasyonlar1 ve protein
tasima geni SEC23 homolog B'nin (SEC23B) bulunan mutasyonlarini tanimlamak i¢in
metakron karaciger metastazi olan hastalarda, tam ekzom sekanslama ve biyoinformatik
analizi kullanilmigtir. SEC23B'nin = silinmesinin yapigsma proteinlerinin - membran
lokalizasyonunun baskilandigi ve hiicre hareketliligini artirdigi gosterilmistir. SEC23B
mutasyonlart erken durmaya (C649T) neden olur veya protein tasima aktivitesini
(C1467G ve T488C + GT791A + G2153A) bozar. Ayrica, SEC23B mutasyonlari
epitelyal hiicre yapisma molekiilinin (EPCAM) ve CD9 molekiiliiniin tasinmasini
engeller, boylece hiicre yapismasini azaltir ve hem in vitro hem de in vivo invazivligi
arttirir. Birlikte ele alindiginda bu  veriler, SEC23B mutasyonlarinin  metastaz
tizerindeki 6nemli etkisini gostermektedir ve SEC23B'nin CRC metastazinin potansiyel
bir baskilayict oldugu gosterilmistir (Yang vd. 2020).

Insanlarda, SEC23B'deki fonksiyon mutasyonlarmin kaybi, kusurlu eritroid
gelisimiyle smirl1 bir hastalik olan Konjenital Diseryropoietik Anemi tip 11 (CDAII) ile
sonuglanir. Daha Onceki ¢alismalarda, SEC23B eksikligi olan farelerin perinatal olarak
6ldiigiinii, masif pankreatik dejenerasyon sergiledigini ve hematopoietik SEC23B
eksikligi olan farelerin CDAII sergilemedigini bildirilmistir. Simdi kiiresel SEC23B
eksikligi olan farelerde gozlenen dliimciilliigli agiklamak i¢in pankreasla sinirli SEC23B
eksikliginin yeterli oldugunu gosterilmistir. Immiinohistokimyasal lekeler asiner hiicre
defekti gosterir, ancak normal adacik hiicrelerini gdsterir. Memeli genomlar1 SEC23A
ve SEC23B olmak iizere iki SEC23 paralog igerir. Kodlanan proteinler ~ % 85 amino
asit dizisi Ozdesligini paylagmaktadir. Pankreatik SEC23A eksikligi olan fareler
iretilmistir ve bu farelerin normal olarak hayatta kaldiklarini, normal pankreatik
agirliklar ve histoloji sergiledikleri gosterilmistir. Birlikte ele alindiginda, bu veriler
murin pankreas gelisimi i¢in SEC23B'min degil SEC23A'nin gerekli oldugunu
gostermektedir. SEC23B'yi kapsayan iki BAC transgeninin, bir SEC23B gen tuzagi
aleli i¢in homozigot farelerin Sliimciilliigiinii kurtardigini, pankreas oliimciilliigiiniin
nedeni olarak bir yolcu gen mutasyonu hari¢ tuttugunu ve SEC23B pankreatik
fonksiyonu igin kritik olan diizenleyici elemanlarin BAC ig¢inde bulundugunu
gostermektedir (Khoriaty vd. 2016).

Arabidopsis thaliana genomunda SEC23, bir COPII bileseninin yedi
homologunu (SEC23A, SEC23B, SEC23C, SEC23D, SEC23E, SEC23F, SEC23G)
kodlamaktadir. Ancak, bu ¢esitliligin fonksiyonel 6nemi hala agiktir. Burada sirasiyla A.
thaliana SEC23 homologlarindan ikisi olan AtSEC23A ve AtSEC23D i¢in nakavt ve
nakavt hatlar1 analiz edilmistir. Tek atsec23a ve atsec23d mutant bitkiler, normal
dogurganliga ragmen, bozulmus ekin paterni gosterdi. Cift atsec23ad mutant bitkileri
yari sterildir. Polen ve teyp hiicrelerinde gelisimsel kusurlar sergilemistir. Atsec23ad
mutantinin polen taneleri kusurlu, eksine ve intine'ye sahipti ve hiicre dejenerasyonu
belirtileri  gostermistir. Ayrica, teyp hiicrelerinin gelisimi organellerde yapisal
anormallikler ile degistirilmistir. AtSEC23A ve AtSEC23D, COPII proteinlerinin
karakteristik lokalizasyon paternini sergiledi ve tapetumda yiliksek oranda eksprese
edilmistir. Bu ¢alisma, AtSEC23A ve AtSEC23D'nin polen duvari olusumu igin gerekli
lipitlerin ve proteinlerin ER ihracatinm1 diizenleyerek polen duvari gelisimi ve ekin
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paterni diizenleyebilecegini gostermektedir. Ayrica sonuglar SEC23 homologlarinin
fonksiyonel heterojenligine 151k tutmustur (Aboulela vd. 2018).

2.7. SEC23 Geninin Bulundugu Organizmalar

CIZELGE 2.7.1. SEC23 geninin bulundugu organizmalar; mevcut gen sayilart

Organizmanin ismi SEC23 Gen Sayisi Gen Sayilari
Chlamydomonas reinhardtii 2 SEC23A, SEC23B
Volvox carteri 1 SEC23B
Saccharomyces cerevisiae 2 SEC23, SEC23A,
Arabidopsis thaliana 7 SEC23A,
SEC23B,SEC23C,

SEC23D, SECZ23E,
SEC23F, SEC23G

Mus musculus 2 SEC23A, SEC23B

Homo sapiens 2 SEC23A, SEC23B
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3) MATERYAL ve METOT
3.1. C. reinhardtii'deki SEC23B Geni

SEC23B geni ve gene 0zgii bilgiler, phytozome veri tabanindan alinmistir. Bu
veri tabaninda gen ve gene ait olan protein sekansi, genin insersiyon tahminleri gen
bolgesine gore olusturulan primerler, domain ve daha bir¢ok bilgiye ulasilabilir.

Gene Cre10.g447350

»Gene Info

Organism Chlamydomonas reinhardtii
Transcript Name Cre10.g447350.41.2 (primary)
Location: chromosome_10:3837913..3845094 forward
Alias 91100341 Cre10.g447350.11.1 SECZ3B
Description COP-Il coat subunit
Gene Atlas Desc Coexpressed with genes in mixotrophic condition specific coexpression subnetwork

Links B m

Functional Annctation Genomic Sequences Protein Homologs | Gene Ancestry Variafion Expression

Protein domain view

SEKIL 3.1. C. reinhardtii'de bulunan SEC23B geninin ézellikleri; organizmanin ismi,
bulundugu konumu, goérevi, genomik ve protein sekanslar1 vb. gibi

CLIP sekmesinden SEC23B genine uygun olan primerlere ulasilabilir. CLiP
web sitesi, yesil alg Chlamydomonas reinhardtii‘deki mutant suslarin bir koleksiyonuna
erisim saglar. Kloroplastlarin biyolojisi, fotosentez, kirpikler / flagella ve alg lipit
birikimi dahil olmak iizere bircok ¢esitli temel siiregleri incelemek i¢in gii¢lii bir model
sistemdir. Suslar Chlamydomonas Kiitiiphane Projesi (CLiP) tarafindan tiretilmistir. Bu
sitede bulunan suslar Minnesota Universitesi'ndeki Chlamydomonas Kaynak
Merkezi'nden siparis edilebilmektedir. Calismamizda karakterizasyonu yapilan sec23b
mutant1 da bu merkezden alinmastir.

Phytozome veri tabanindan, baglantili oldugu CLIP sayfasmna gidilerek
giivenilirligi % 95 olan primerler segilmistir. sec23b mutanti, bu calismada CC5325
susundan insersiyonel mutagenez yontemiyle olusturulmustur (Li vd. 2019). Bu
primerlerin ekson bdlgesini hedef almasi, mutasyonu dogrulamada Onemli
etkenlerdendir.

PCR icin kullanilacak SEC23B genine ait primerler:
SP1-3utr-23B-R 5' - CCACACAGCATTGTTATCCG - 3
SP2-1nt12-23B-F 5' - ATTACCCCAGCGCCTTACCT - 3'

SEC23B primerinin TM sicakligi (°C) 58'dir. Primerlerin ¢ogaltacagi tahmini
genom pargast boyutu yaklasik 1.5 kb biiyiikliigiindedir.
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PCR icin kullanilacak kontrol primerleri:
OMJ-282-5'- ATGCTTCTCTGCATCCGTCT - 3
OMJ-284-5'- ATGTTTTACGTCCAGTCCGC - 3

SP1-Int20-24A-F 5' GCTGCCTCCCTCTCTCTCTT -3
SP2-Up-24A-R 5' CACTGTACAGGCAGCCATTG -3'

OMJ primerlerinin TM sicaklig1 (°C) 54, 24A primerlerinin TM sicakligi (°C) 58'dir.
OMJ primerlerin ¢ogaltacagi tahmini genom pargas1 boyutu yaklasik (1.270bp) 1.2 kb,
24A primerlerinin boyutu ise (1.414 bp) biiylikliglindedir.

v
— _—— e — — e e — = = — E—
Cre10.944735011.2

expressed Protein, Similar to Sec23 component of COF-11 vesiche ¢caat complex involved in ER-10-G0IgI transg

SEKIL 3.1.2. Insersiyon bolgesini gosteren SEC23B genine ait insersiyon semast

C. reinhardtii‘de bulunan SEC23B geninin insersiyonu, 13. ekson (CDS)
bolgesindedir. Gen iizerinde bulunan ekson bolgesindeki mutasyonlar, mRNA
seviyelerindeki degisiklik ile bize insersiyon olup olmadigi hakkinda bilgi
verebilmektedir.

I+
yourseq BLAST chromosome_10 feature? [e-Value = 1e-2]
+SP1
yourseq BLAST chromosome_10 feature? [e-Value = 2. 4g-4]

- E——
Cre10.g44735011.2
I Expressed Protein|Similarto Sec23 component of COP-Il vesicle coat complex involved in ER-to-Golgi transport. Pa...

SEKIL 3.1.3. Insersiyonun tespiti i¢in 23B primerlerinin hedef bolgesi; SP1- R, SP2 - F

Chlamydomenas reinhardtiiv5.5 ~ File View Help

0 500000 1,000000 1500000 2000000 2500000 3000000 3500000 J.000,000 4500000 5000000 5500000 6,000,000
Q o8 Q@\ chromosome_10| + ||chromosome_10:3543147..3845240 (2.1 Kb) | Go ol &) [/Eme
3.843.500 3.844.000 3.844 500 3.845.000

<l
User Blast Results your.seq BLAST chromosome_10 feafured [e-Value = 6.8e-0]

[ o

your.seq BLAST chromesome_10 feature2 [e-Value = 8.3e-8]

. e e e S
Transcript

+m—
Crelly

Alternative Transcript

SEKIL 3.1.4. CLIP veritabaninda verilen ve insersiyonu cevreleyen flanking (kenar
dizisi) sekanslari aras1 tahmini insersiyon bolgesi
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SEC23B geni i¢in CLIP veritabaninda verilen bilgilere gore, insersiyon
bolgesinin iki tarafi da % 95 oraninda bilinmektedir. Bu iki bolgedeki flanking
sekanslarin BLAST analizi sonucu kag bazlik bir delesyon olustugu tahmin edilebilir.
Sekil 3.1.4.'te gosterildigi lizere mavi renk ile belirtilen bolgeler arasinda kalan alan
delesyon bolgesidir ve yaklagik 104 bazlik bir alandir.

3.2. Besi Yerlerinin Hazirlanma Protokolleri
3.2.1.TAP besi yeri hazirlamsi
TAP Ortamui icin; (1L igin) (nihai pH 7.0'a ayarlandi.)

IM Tris bazi (6rn. Trizma) 20 ml (2,42 g)

Fosfat Tampon Il 1.0ml
Soliisyon A 10.0 ml
Hutner's iz elementleri 1.0 ml
*Glacial asetik asit 1.0 ml

*Tris-minimal ortam i¢in asetik asit atland1 ve yerine pH 7.0'a, HCI ile besi yeri
ortami tamamlandi.

Fosfat Tampon II: (100 ml igin)

K2HPO4 10,8 ¢
KH2PO4 5640
Soliisyon A: (500 ml i¢in)

NH4CI 209
MgS04 « 7TH20 S5¢g
CaCl2 « 2H20 2,50

Karisim tamamlandiktan sonra, izeri ultra-filtre su ile 1 L'ye tamamlanmistir.
Hazirlanan TAP besi yeri, deneyler i¢in sivi veya kati olarak kullanilabilir. C.
reinhardtii hiicrelerinin normal biiylimesi igin, sivi TAP besi yerine % 1,5 (15 g) agar
eklenmistir ve ardindan otoklavlama (120°C basing- 30 dakika) islemi yapilmistir. Hafif
soguyan besi yeri petri kaplarina dokiilmiistiir.

3.2.2. Azotsuz ortam: (1L igin)

N igermeyen Beijerinck 50 ml
Minimal fosfat 75 ml
Hutner’s iz elementleri 1 ml

N-free (Azotsuz) Beijerinck’in: (1L igin)
CaCl2.2H20 1g
MgS04.7H20 29

Cokelmeyi dnlemek i¢in karistirarak konmustur.
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Minimal i¢in Fosfat Tamponu: (1L i¢in)
K2 HPO4 14,34 ¢
KH2 PO4 7,269
Karigim tamamlandiktan sonra, iizeri ultra-filtre su ile 1 L'ye tamamlanmaistir.

3.2.3. Fosfatsiz ortam: (1L icin)

IM Tris bazi (6rn. Trizma) 20 ml (2,42 g)

KCl soliisyon 1.0ml
Soliisyon A 10.0 ml
Hutner's iz elementleri 1.0 ml

*Glacial (buzlu) asetik asit 1.0 ml

*Tris-minimal ortam igin asetik asit atland1 ve yerine pH 7.0'a, HCI ile besi yeri
ortami tamamlandi.

Karisim tamamlandiktan sonra, lizeri ultra-filtre su ile 1 L'ye tamamlanmuistir.
3.2.4. Siilfatsiz ortam: (1L i¢in)

IM Tris bazi (6rn. Trizma): 20 ml (2,42 g)

-S Beijerinck (1x) 50 ml
Fosfat Tampon 11 1ml
Hutner's iz elementleri 1.0 ml
*Glacial asetik asit 1.0 ml

*Tris-minimal ortam igin asetik asit atland1 ve yerine pH 7.0'a, HCI ile besi yeri
ortami tamamlandi.

-S Beijerinck: (1L igin)

NH4ClI 8¢
CaCl2. 2H20 1g
MgCI2. 6H20 169

Karigim tamamlandiktan sonra, iizeri ultra-filtre su ile 1 L'ye tamamlanmistir.
Ek olarak siilfatsiz ortama agar degil, agaroz konulmustur.

3.2.5 Paromomisinli (antibiyotik) ortam

Otoklavlanmis falkon tiip igerisine 0,100 g (100 mg) olacak sekilde antibiyotik
tartilarak konuldu ve iizeri yine otoklavlanmis su ile 10 ml'ye tamamlandi. Ardindan
0,22 mg'lik filtreden gegirilen antibiyotik, 6nceden hazirlanmig sivi TAP besi yerine
eklendi. Eklendigi TAP besi yerinin otoklavdan yeni ¢ikmis ve heniiz soguma
asamasinda olmasina dikkat edildi ¢linkii; antibiyotigin TAP besi yeri heniiz siv1 iken
eklenmesi gereklidir. Bu agamadan sonra antibiyotikli besi yeri, petri kaplarina dokiildii.
(Sekil 3.2.5.)
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SEKIL 3.2.5. Paromomisin siilfat Antibiyotik; GOLDBIO ( Gold Biotechnology )
sirketinden satin alinmistir

3.3. Total DNA izolasyonu Protokolleri
3.3.1. Fenol - kloroform protokolii

1) Lizis tampon, her bir 6rnek i¢in 300 ul olacak sekilde 2 ml'lik steril ependorf tiiplere
dagitilmistir.

2) Steril kabin igerisinde izolasyonu yapilacak mutant, yabanil tip ve ebeveyn
hiicrelerine ait ornekler, steri tahta ¢ubuklar ile lizis tampon igerisine eklenmistir ve 15-
20 dakika boyunca bekletilmistir. Ardindan 10-15 saniye boyunca vorteks yapilmistir.

3) Her bir 6rnege 4 ul RNaz eklenmis ve devamli el ile ¢alkalanmugtir.

4) Hemen sonra her bir 6rnege 300 ul de fenol konulmustur. Elde iyice ¢alkalandiktan
sonra 5 dakika buzda bekletilmistir. Ardindan 12.000 RPM'de 10 dakika santrifiij
yapilmistir. Alttaki kati faza dokunulmadan, tstteki sivi faz pipet ile ¢ekilerek yeni
steril ependorf tiiplere alinmistir. Buz tizerinde bekletilmistir.

5) Fenolii temizlemek i¢in iki defa kloroform asamasi yapilmistir. Her bir 6rnege 300 ul
kloroform konulmus ve elde iyice calkalandiktan sonra bes dakika buzda bekletilmistir.
Ardindan 14.000 RPM'de 10 dakika santrifiij yapilmistir; yeni ependorf tiiplere, iist faz
alinmis ve alt faza dokunulmamuistir. Bu islemler iki kere tekrarlanmistir.

6) Yikama islemine gecilmistir. %100'lik alkolden her bir 6rnege 300 ul eklenmistir. 15
dakika buzda bekletilmistir. Ardindan 14.000 RPM'de 15 dakika santrifiij yapilmistir.

7) Santrifiijden ¢ikan 6rnekler, yavagca sivi kisim tamamen dokiilerek temiz bir havlu
iizerine kurumaya birakilmistir.
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8) Her bir ornege, % 70'lik alkolden 200 p1 konularak 14.000 RPM'de santrifiij
yapilmustir. Ornekler, temiz bir havlu iizerine 5 dakika kurumaya birakilmustir.

9) DNA-RNA free sudan ornekler kuruduktan sonra her birine 20 ul konulmustur.
Buzdolabinda +4'e kaldirilmistir.

3.3.2. Thermo scientific GeneJET plant genomic DNA piirifikasyon mini kit
protokolii

1) Mutantlara ait hiicreler, steril tahta ¢ubuklar ile alinarak hizlica 350 pL Lizis
Tamponu A igeren 1,5 ml mikrosantrifiij tiiptine aktarilmistir. Ornekler iyice
karigtirmak i¢in 10-20 saniye vortekslenmistir.

2) Hemen ardindan 50 pl Lizis Tamponu B ve 20 ul RNaz A eklenmistir. 1 dakika
vorteks yapilmustir. Ornekler, 65°C su banyosunda ara sira vortekslenerek 10 dakika
inkiibe edilmistir ve ters ¢evirerek karistirildiktan sonra buz iizerine konmustur.

3) Orneklere 130 pl precipitation (¢okelme) soliisyonu eklenmistir ve tiipler 2-3 kez ters
cevirerek karistirtlmistir. Buz tlizerinde 5 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan 14.000
RPM'de 5 dakika santrifiij yapilmistir.

4) Siipernatant1 yaklasik 450-550 pl olan iist faz yeni steril tiiplere alinmistir. Uzerine
400 ul gDNA baglama solisyonu ve 400 pul % 100 etanol eklenerek iyice
karistirilmistir. Bu karisimin yaklasik olarak yarist yeni filtreli tiiplere alinmistir. 8.000
RPM'de 1 dakika sanrtrifiij yapilmistir ve filtrenin ucuna dokunmadan alttaki sivi kisim
dokiilmiistiir. Ardindan karisimin diger yarisi da filtreli tiipe aktarilmistir ve 8.000
RPM'de santrifiij yapilmis ve yine tiipiin altinda ki akigkan ¢ozelti atilmustir.

5) Kolona 500 pl yikama tamponu I eklenmistir. 10.000 RPM'de 1 dakika santrifiij
yapilmigtir. Tiipiin altindaki akiskan ¢okelti atilmistir.

6) Kolona 500 ul yikama tamponu II eklenmistir. 14.000 RPM'de 3 dakika santrifiij
yapilmistir. Tiipiin altindaki akiskan ¢okelti atilmigtir. Ardindan kolona higbir madde
eklenmeden bos bir sekilde 14.000 RPM'de 1 dakika santrifiij yapilmistir.

7) Filtreli kisim yeni steril ependorf tiip igerisine alinmistir. Genomik DNA eliie etmek
i¢in, kolon membraninin merkezine 60 pl eliisyon tamponu eklenmis ve 10.000 RPM'de
1 dakika santriflij yapilmistir. Asagida kalan sivi kisim ependorf icerisinde kalmistir ve
numaralandirilarak -20'ye kaldirilmigtir.

8) Aymi filtreli tiipe ikinci eliisyon da yapilmistir. Bu sefer kolona 30 pl eliisyon

tamponu eklenmistir. 12.000'de 1 dakika santrifiij yapilmistir. Asagida kalan sivi kisim
ependorf igerisinde kalmigtir ve numaralandirilarak -20'ye kaldirilmistir.
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3.4. PCR Protokolii

sec23b mutantina ait 6rneklere ( k-1, k-2, k-3, k-4), yabanil tiplere (CC124,
CC125) ve ebeveyn olan CC5325'e yapilan DNA izolasyonu igin asagidaki PCR
protokolii uygulanmustir.
3.4.1. PCR mix hazirhg:
1) Ilk 6nce primerler hazirlanmustir.
2) Tek bir tiipe, oncelikle saf su eklenip sirasiyla; Q soliisyon, 10X buffer (tampon),
dNTP, primerler, Taq enzimi koyularak her kimyasal eklendiginde pipetaj yapilarak

karistirilmastir.

3) Kimyasal karistimi 500 pl’lik mikrosantrifiij tiiplerine ayn1 oranda 11,5 pl olacak
sekilde eklenmistir.

4) Son olarak numaralandirilan her bir tiipe kendi DNA 6rneginden 1 ul eklenmistir.

5) Kullanilan kimyasallar ve miktarlar1 asagida Cizelge 3.4.1'de verilmistir.

Cizelge 3.4.1. PCR mix hazirliginda kullanilan kimyasallar

Kimyasallar 1X
Miktar/Reaksiyon

Q solution 2,5 ul
10x Buffer 1,25 ul
dNTPs 0,25 ul
Left primer 1,25 ul
Right primer 1,25 ul
Ornek DNA 1 ul
Taq 0,05 ul
H20 4,95 ul
Toplam Hacim 12,5 ul

Temel mix (karisim) hazirlama protokoliine bagh kalinarak, her seferinde drnek
sayisina gore hesaplama yapilmistir. Ayrica her kimyasal ve su miktarindan % 10
fazlasi hesaplanmistir. (Cizelge 3.4.1.)
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Cizelge 3.4.2. PCR cihaz protokolii

SICAKLIK °C ZAMAN
Denatiirasyon 95°C 5 dakika
Hibridizasyon
40 dongii: 95°C 30 saniye

54 °C 45 saniye

70°C 1 dakika 45 saniye
Polimerizasyon 72 °C 10 dakika

72°C oo

sec23b mutantina ait SP1-3utr-23B-R ve SP2-Int12-23B-F primerleri ve kontrol
primerleri olan OMJ primerleri i¢in PCR'da baglanma sicakligi 54 ° C olarak
ayarlanmistir (Cizelge 3.4.2.). Biorad Thermal Cycler cihazi kullanilmustir.

3.5. Total RNA izolasyonu

RNA izolasyonu; MACHEREY-NAGEL sirketine ait nukleoSpin RNA
izolasyon kiti kullanilarak yapilmistir.

1) ilk 6nce RNA kitinden ¢ikan ependorf tiiplere; drnek sayisina gore her bir tiipte 350
ul lizis enzimi RA1 ve 3,5 ul B-mercaptoethanol (merkaptoetanol) olacak sekilde bu
kimyasallar eklenmistir. Bu karisim igerisine; sec23b mutantina ait (k-1, k-2) hiicreleri,
CC124 yabanil tip hiicreleri ve CC5325 ebeveyn hiicrelerinden steril tahta ¢ubuklar ile
ornekler alinip eklenmistir. Yaklasik otuz saniye vorteks yapilmistir.

2) Ornekler, kit icerisinde bulunan mor filtreli 1,5 ul'lik mikrosantrifiij tiipleri igerisine
numaralandirilmalarina goére ~ 500-600 p 1 dagitilmigtir. Ardindan hiicreler; 21G,
10CC'lik steril enjektor siringadan daha iyi pargalanmasi igin 10-15 kez gegirilmistir ve
11.000 RPM'de santrifiij yapilmistir. Alt fazda bulunan pelete dokulmadan iist fazdaki
slipernatant ( s1v1 kisim ) yeni steril ependorf tiiplere alinmistir.

3) Homojenize edilmis ependorf tiiplerde ki her bir lizata %70'lik alkolden 350 wl
eklenmistir, 5-6 kere pipetaj yapilarak ve el yardimiyla karistirilmistir. Ornekler kit
icerisinde bulunan steril mavi tiiplere aktarilmis, 11.000 RPM'de 30 saniye santrifiij
yapilmistir.

4) Mavi tiiplere ait kolonlar 2 ml'lik yeni kapaksiz ependorflara alinarak alt kisim

atilmistir. Her bir 6rnege 350 ul MDB (Membran Tuz Giderme Tamponu) eklenmis ve
membrani kurutmak i¢in 11.000 RPM'de 1 dakika santrifiij yapilmistir.
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5) Her bir 6rnege, dnceden hazirlanan DNaz reaksiyon mix'ten, kolonun tam ortasina
gelecek sekilde 95 ul DNaz dagitilmistir. Oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edilmistir.

6) Orneklere ait kolonlara 200 ul RAW2 tamponu eklenmistir ve 11.000 RPM'de 30
saniye santrifiij yapilmistir.

7) Kolonlar, yeni kapaksiz steril 2 ml'lik tiiplere alinmistir. 600 ul RA3 tamponu
eklenmistir ve 11.000 RPM'de 30 saniye santrifiij yapilmistir.

8) Kolonlar, yeni kapaksiz steril 2ml'lik tiiplere alinmistir. Tekrar 250 ul RA3 tamponu
eklenmistir ve 11.000 RPM'de 2 dakika santrifiij yapilmistir.

9) Kolonlar, kit igerisinden ¢ikan 1,5 ml'lik ependorf tiiplere alinmistir. Kolonun
ortasina dokunmadan 50 ul RNaz-free H20 eklenmistir. 11.000 RPM'de 1 dakika
santrifiij yapilmustir.

10) Santrifiij sonrasi tiiplin altinda kalan sivi kisim tekrar kolona dokunulmadan ayni
kolona eklenmistir ve 11.000 RPM'de 1 dakika santrifiij yapilmistir.

11) Ependorfta kalan son hacim not edilmistir ve RNA RT-PCR islemine kadar
-80°C'de saklanmustir.

3.5.1. cDNA eldesi

Orneklerden izole edilen RNA’lar, Invitrogen sirketine ait SuperScript 111 Ters
Transkriptaz protokolii uygulanmustir.

1) Tek bir steril ependorf tiip icerisine; 1ul oligo (dT), 1ul ANTP ve her bir 6rnekten
yaklagik ka¢ nanogram oldugu hesaplanmis RNA miktarlar1 13 ul'ye tamamlanacak
sekilde eklenmistir. RNA miktar1 az eklenmesi gereken Ornekler ise steril distile su ile
tamamlanmistir. 65 °C 5 dakika inkiibe edilmistir.

2) Bagka bir steril ependorf tiip igerisine; bir 6rnek i¢in 4 ul First-strand tampon, 1ul
DTT ve 1ul RNaseOUT eklenmelidir. Ornek sayisina gére bu hesap degismistir.
Toplam miktar 6rnek sayisina gore esit paylastirilmigtir. PCR cihazinda 60 dakika 55
°C'de inkiibe edilmistir.

3) PCR'dan ¢ikan ornekler, RT-PCR islemine kadar -80 °C'de saklanmustir.

3.5.2. RT-PCR reaksiyon mix hazirhgi

RT reaksiyonu i¢in Invitrogen SuperScript III kiti kullanilmistir.
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1) RT-PCR ig¢in kullanilacak primerler hazirlanmistir.

RT-PCR icin kullamilacak SEC23B primerleri:

SP1-3utr-23B-R 5' - CCACACAGCATTGTTATCCG - 3' TM sicakligr 58°C derecedir
gSEC-23B-3utr-F 5' - TTTCGTGTGACTCGCTTACAAG - 3' TM sicakligi 64°C
derecedir. Primerler, gen {izerinde intron bolgesini hedef almistir.

23B-exon-10 ve exon-11-R 5'- CGGTCTGACCTGGAAGACAT - 3'
23B-exon-F _ 5'- - TCCCGAGTCACCTCCAGAC - 3" TM sicakligi 57°C
derecedir. Primerler 209 bp biiyiikliiglindedir.

RT-PCR icin kullanilacak kontrol primerleri:

gCBLP-F1 - CTTCTCGCCCATGACCAC

gCBLP-R1 - CCCACCAGGTTGTTCTTCAG TM sicakliklar1 52 °C derece olarak
belirlenmistir.

SEC-23A-3utr-R TCAAACACTCCGCTACCCAT
SEC23A-E10-F GCCTACTTCTACGTGGTGGT TM sicakliklar1 54 °C derece ve
uzatma 50 saniye olarak belirlenmistir.

2) Tek bir tiipe, oncelikle saf su eklenip sirasiyla; Q soliisyon, 10x buffer (tampon),
dNTP, primerler, Taq enzimi koyularak her kimyasal eklendiginde pipetaj yapilarak
karigtirilmistir.

3) Kimyasal karisimi 500 pl’lik mikrosantrifiij tiiplerine ayni oranda 11,5 pl olacak
sekilde eklenmistir.

4) Son olarak numaralandirilan her bir tiipe kendi cDNA 6rneginden 2 pl eklenmistir.
5) Kullanilan kimyasallar ve miktarlar1 asagida Cizelge 3.5.2'de verilmistir.

Cizelge 3.5.2. RT-PCR mix hazirliginda kullanilan kimyasallar

Kimyasallar X

Miktar/Reaksiyon

Q solution 2,5 pl

10x Buffer 1,25 ul

dNTPs 0,25 ul

Left primer 1,25 ul

Right primer 1,25 ul

Ornek cDNA 2 ul Devami Arkada
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Taq 0,05 ul
H20 4,95 ul
Toplam Hacim 13,5 ul

Temel mix hazirlama protokoliine bagli kalinarak, her seferinde 6rnek sayisina
gore hesaplama yapilmistir. Ayrica her kimyasal ve su miktarindan % 10 fazlasi
hesaplanmustir.

3.5.3. RT-PCR cihaz protokolii

Primerlerin TM sicakliklari, sec23b mutantina ve kontrol primerlerine gore
farkli derecelerde ayarlanmistir. Biorad Thermal Cycler cihazi kullanilmstir.

Cizelge 3.5.3. RT-PCR cihaz protokolii

SICAKLIK °C ZAMAN
Denatiirasyon 95°C 5 dakika
Hibridizasyon 95 °C 30 dakika
35-39 dongii 52°C 40 dakika

Polimerizasyon 72 °C

72°C 50 saniye/20 dakika
72°C 5 dakika
(0¢]

3.6 Jel Elektroforez

50x TAE; Elektroforez tamponu (1L i¢in)

Tris 242 g
*Glacial asetik asit 57,1 mi
0,5MEDTA pH 8.0 100 ml

*Glacial asetik asit yerine HCI kullanilmstir.
0,5 M EDTA pH 8.0 (250 ml igin)

EDTA.2Na.2H20 46,5¢
NaOH ~5¢
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Yaklastk 5 gr tartilan NaOH taneleri dH2O'da ilk once yavas yavas
¢cozdiriilmiistiir. Ayrt bir yerde EDTA yaklasitk 150 ml dH2O'da karistirllmaya
baslanmistir. Uzerine pH 8.0 olana kadar ¢ozdiiriilmiis NaOH eklenmistir. TAE
elektoforez tamponu, pH ayarlandiktan sonra dH20O ile 250 ml'ye tamamlanmustir.

3.7. Genetik Baglantinin Belirlenmesi
3.7.1. Zigot olusturma asamalari

Genetik baglanmanin belirlenmesi ve projeni testi icin ilk Once zigotlar
olusturulmustur. Zigot olusturma agamalari sirasiyla verilmistir:

1) sec23b (MT-) mutantina ait 1 numarali klonun, yabanil tip olan CCI125
(MT+) ile ciftlestirilmesi ile zigot olusturulmustur. ilk énce %1,5' luk sivi TAP besi
yeri igerisine her iki 6rnekten de hiicreler alinarak birkag saat bekletilmistir. Daha sonra
hiicreler, sivi besi yerinden kat1 besi yerine pipet ile yaklasik 250-300ul alinarak
damlatilmig ve besi yerine yayilmistir. Hemen ardindan 1 hafta biiyiimeye birakilmigtir.
(Sekil 4.7.1a)

2) Hiicreler, yeterince biiytidiikten sonra kati TAP besi yerinden, i¢cinde azotsuz
stvi TAP besi yeri bulunan cam tiiplere alinmigtir (Sekil 4.7.1c). sec23b ve CC125'¢ ait
ornekler gamet olusturmak i¢in bir gece (~ 10-16 saat) 151k altinda beklemek {izere
labaratuvarda birakilmistir.

Devami Arkada
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SEKIL 3.7.1. a) TAP besi yerinde biiyiimiis olan sec23b mutant hiicreleri. b)
Hiicrelerin toplanigi. €) Azotsuz ortama alinan sec23b mutant hiicreleri ve CC125
yabanil tip hiicreleri

3) Azotsuz ortamda bir gece 151k altinda (~ 10-16 saat) bekleyen sec23b
mutantina ve CC125 yabanil tipe ait gametlerden, steril kabin icerisinde 100'er ul 6rnek
almip tek bir ependorf igerisinde birlestirilmislerdir. Agliitiinasyon, fiizyon vb. gibi
diger fenotipik davranislar incelenmistir. Sonuclar, bulgular ve tartisma kisminda yer
almaktadir.

4) Gozlemler tamamlandiktan sonra, i¢ginde azotsuz ortam bulunan cam tiiplerde
en son karistirilan sec23b-CC125 'in gametlerinin olusturdugu zigotlardan 250-300 ul
alimmustir. % 4'lik katt TAP besi yeri petrilerine yayilmistir.

5) Petriler ve cam tiiplerde artan diger gamet hiicreleri de bir gece 151k altinda
birakilmigtir ( ~ 10-16 saat). Petriler ertesi giin folyoya sarilarak karanlik alana
kaldirilmistir.

6) Cam tiiplerdeki artan gametler ise, birlestirilip zigot olusturduktan sonra
% 4'liik kat1 TAP besi yeri petrilerine yayilmis, bir gece 151k altinda birakilmistir. Ertesi
giin bu petriler de folyoya sarilarak karanlik alana kaldirilmistir. Bu petrilerdeki
zigotlara bir hafta olgunlagma siiresi verilmistir.
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SEKIL 3.7.1.2. a) CC125 yabanil tip gametleri b) sec23b mutanti1 gametleri c) sec23b-
CC125 gametlerinin zigot olusturduktan sonra, bir gece 1sik altinda beklemis pelet
goruntisu

7) Bir hafta karanlikta tutulan zigotlardan, birer tane alinarak yeni tabak dorde
boliinerek ekilmistir. Zigotlarin mayoza gitmesi i¢in, 151k altinda tutulmustur.

8) Ertesi giin zigotlarin, mayoza gidip tetrat yap1 olusturdugu gézlemlenmistir.
Tetratlar yeni tabaklara alinarak 10 giin biiylimeye birakilmislardir.

3.7.2. Projeni testi (insersiyonun belirlenmesi)

10 giin boyunca TAP besi yerinde biiylimeye birakilan tetrat hiicreleri,
paromomisinli besi yerine alinmistir ve direngli/hassas olanlar belirlenmistir.
Incelenecek tetrat projenilerinin ¢iftlesme tiiriiniin (+/-) bulunmasi igin her bir projeni,
CC124 (-) ve CCI125 (+) yabanil tipler ile ¢iftlestirilmistir. Ciftlesme tiirii belirlenen ve
secilen projenilerin, insersiyonlarinin tanimlanmasi i¢in DNA izolasyonu ve PCR'lart
yapilmistir. Sonuglar, bulgular ve tartisma kisminda verilmistir.
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Sekil. 3.7.2.1.'de Tetrat hiicreleri ve projenilerinin biiylimiis halleri verilmistir.
Tetrat 1 (T1)'de dort, T2'de dort, T3'de iig, T4'de ii¢, TS5'de alt1, T6'da ti¢, T7'de iic,
T8'de bes Projeni gdzlemlenmistir.

SEKIL 3.7.2.1. TAP besi yerinde biiyiitiilmiis sec23b/CC125 zigotlarmna ait; Tetratlar
(T1, T2, T3, T4,T5,T6, T7, T8)

3.8. Hiicre Sayim Protokolii

sec23b mutantina ait k-1 hiicreleri, yabanil tip CC124 ve ebeveyn olan CC5325
hiicrelerinin hiicre sayimi yapilmistir. Bu 6rneklerin hepsi tek koloniden gogaltilmistir.

1) Sml'lik uzun cam tiipler igerisine 2ml sivi TAP besi yeri eklenmistir. Ornekler tek tek
steril tahta ¢ubuklar ile besi yerine karistirilmistir. 2 giin biiyiimeye birakilmigtir

2) 100ml'lik flaska 50ml s1ivi TAP koyulmustur. Her bir 6rnege biiyiiyen hiicrelerden 2-
3 damla damlatilmistir. Bu baslangic kiiltiirii kabul edilmistir. 2 giin bliylimeye
birakilmustir.

3) 2 giin sonra hiicreler sayildiginda her mililitre bagma 2,4 X 10° hiicre / ul
hesaplanmalidir. Istenilen hiicre sayisina ulastiginda mililitreye 20 X 103 hiicre / ul ile
asil sayim i¢in 250ml'lik flasklarda ikinci baslangig kiiltiirli olugturulmustur.

4) Yaklagik iki giin sonra hiicreler tekrar sayilmistir ve bu sayim sifirinci giin olarak
kabul edilmistir. 0, 3, 5, 7, 9 ve 10. giinler sayilmistir. Gerekli grafik olusturulmustur.
Sonuglar, bulgular ve tartisma kisminda verilmistir.

3.9. Deneylerde Kullanilan Cihazlar

Pipetler ve pipet uclari: AXYGEN

Ependorf tiipler: ISOLAB

Mikroskoplar: EUROMEX ve ZEISS PRIMOVERT
Santrifiij: ISOLAB

Tarti: KERN PLJ (Max 360g - Min 0.029g)

Steril kabin: Tez-San (CLASS 11A2)
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Vorteks: Dragon Lab. MX-S
Otoklav: TOMY SX-500E (High-pressure steam sterilizer)
-80 Buzdolabi: Thermo SCIENTIFIC

Ultrasteril ve Steril su cihazi: MESS (mp minipure)

PCR ve RT-PCR cihazi: Biorad Thermal cycler cihazi

BioDrop: PT. INDOLABUTAMA (BIODROP DUO)

Elektroforez: Fisher Scientific

Jel Goriintiileme Cihazi: DNR Bio-Imaging System (Mini Lumi cihaz1)

Kullanilan tiim kimyasal maddeler SIGMA sirketinden alinmustir.
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4) BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Chlamydomonas reinhardtii’de bulunan SEC23B Proteininin Biyoinformatik
Cahsmalan

4.1.1. C. reinhardtii‘deki SEC23B proteinin aminoasit dizilimi
=Crel0.g447350.t1.2

MQSPTQPAASASNGGAAVAAPGVVPCDHVLTLVAGCVVNQRAFANTCGVPLG
AHMDFVPSAALRLPQITGRTPPRCNGCSGFMNVYCKTNLTKWVWEKCNLCGAV
NVHKDQLGHSADVASYAEL CGEAVEYVQPLRNGAAGPAHTPQAVPPHVVFAV
DTTLEPSDLRAVKEAVLASAASLPPATLISLITFDGAVALHNLGPEHRASYTLPA
AFAAQPVPGAGGVAAAPSGGGVVPGAEHSTDQQAVIQQLLDKFCSRTAGSGV
GPGGSGLLVAPAGEVAALLPKVLATLRTVQGDVPVRVRARCLCAAVEASLRL
VAAAAHLDLDLGRHHHLAASRVVLMAAGPATRGPGAVPLNLLDQAVGEKGR
SPDNKAVAAALDLGVALGAMAAKIGVAVDIFTSTCIGINAPLLTAIAHTSGGEL
MPQVLPPHHLPTQHAAHNPSHGGASHSHSSHGGHGHGHGHSHPTGVSAAPVG
ATAGGFVPGLLSRQLRAALGRRWGVEGRLDCYCSEGLKLTQWMGPLDPIRSD
LEDMAGTPAVAVPTAGGAAEQLPRPGTARDPGAGVGGAPWRLSSAACGITAL
EVGRGASLRLEVIRDLDVPSLLLQVALHYTDLEAQQRVVRVVTRKIQVVESRS
EFLRTVNPTAAAALLGKRAVLDAKKAGAFRDSRKAEEARLAVGAQLSLVAAR
CGREVMTSRGLLGFGGRKLWQWPPELMPLAYAL YHFTRGLILGAPAPPPPGTH
PASAHAHLHAILWDCDTRLVGINTLLWSAWGDAYRAMAPKL YAVI PAAPPPPA
TPFPDAAAAPLPLPPPQLAALPCVSLAAVMARTVPLVLDAGTAVLVSPTEEPAP
GGSTAPGAATGAAAGLTPELIEAAL QAAGAATEGGAASSSGLSPSPGRFPMPSV
VLTPGAQAGGGQLAARLIPVHRDPYDEQALQQPQLQQLGQAVAAQLSKQLLE
SSKQATVAAVAALAAAGLPPVQAKQAAAAAASFAEWCRGVNVQPFPVQ

SEKIL 4.1.1. CrSEC23B protein dizilimi, Phytozome veri tabaninda almmustir
4.2. CrSEC23B Proteinin 3D Yapi1 Konformasyonu
Analizler i¢in, PHYRE 2 programi ve PDB veri tabani kullanilmistir. PHYRE

2'de maya organizmasi model olarak kullanilmistir. Ayrica PDB veri tabanindan
proteinlerin 3D yapis1 incelenmistir.

W Sec23/24 interface

SEKIL 4.2.1. ScSEC23 ve CrSEC23B 3D konformasyon karsilastirmast;
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a) Maya organizmasina ait SCSEC23B proteininin {i¢ boyutlu yapisi, model olarak
kullanilmistir. SEC23 turuncu ve SAR1 kirmizi renktedir. Sarl ile etkilesime giren N-
terminal eleman1 mor renktedir. SEC23 ile etkilesime giren iki eleman mavi ve yesil
renktedir. Mavi kontiir c¢izgileri, SEC31 aktif fragmanmin eklenmesinden &nce
hesaplanan fark elektron yogunlugunu gostermektedir (Bi vd. 2007). b) C. reinhardtii
organizmasindaki CrSEC23B proteininin 3D konformasyonunun maya proteini ile
benzerligi gosterilmistir

COPII vezikiilleri kiigiik GTPaz Sarl, i¢ kaplama kompleksi Sec23/Sec24 ve dis
kaplama kompleksi Sec13/Sec31 igerir. COPII kapli vezikiillerin olusumu, guanin-
niikleotit degisim faktorii (GEF), Sec12 ile Sarl'in aktivasyonu ile baslar ( Barlowe ve
Schekman 1993; Barlowe vd. 1993). Aktive edilmis Sarl, kargo proteinleri ile
tomurcuklanma 6ncesi kompleksi olusturmak i¢in Sec23 ve Sec24 heterodimerlerini ise
alir ( Matsuoka vd. 1998; Bi vd. 2002; Sato ve Nakano 2005 ). Sec13/Sec31 daha sonra
Sec23/Sec24'e baglanir ve bu etkilesim Sec23'lin Sarl'e yonelik GTPaz aktive edici
protein (GAP) aktivitesini arttirir ve kaplama diizenegini tamamlar ( Yoshihisa vd.
1993; Antonny vd. 2001; Bi vd. 2007 ).

SEKIL 4.2.2. CrSEC23B proteininin 3D konformasyonu
a) CrSEC23B proteininin dnden goriiniisii. b) CrSEC23B proteininin (180°) arkadan
goriinligii. JSmol gortintiilerinin hepsi i¢in PHYRE 2 programi kullanilmistir
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SEKIL 4.2.3. CrSEC23B proteininin sekonder yapisina gore renklendirilmis hali
Pembe: a heliks, Mor: 3 1o sarmal, Sar1 : B-stran, Mavi: turns (doniisler), Beyaz: coils
yapisini gostermektedir

PHYRE 2 programi olusturdugu 3D konformasyon yapisini, % 100 giiven
derecesi belirterek vermistir ve CrSEC23B proteini, SCSEC23 proteini 6rnek alinarak
modellenmistir. PDB veri tabaninda 1M20 numarali ScCSEC23 proteinine ait sablonda
SEC24 ile baglanmay1 saglayan VFR boélgesinde valin (181 numarali) aminoasiti
belirtilerek, ©onden ve arkadan fotograflar1 verilmistir. Ayrica benzerliklerin
karsilastirilmas1 icin CrSEC23A ve CrSEC23B proteininin de Onden ve arkadan
fotograflar1 verilmistir (Sekil 5.2.4.).

Devami Arkada
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SEKIL 4.2.4. ScCSEC23/CrSEC23A/CrSEC23B proteinlerin karsilastirmas:

a) ScSEC23 proteininin 6nden goriinimii b) SCcSEC23 proteininin (180 °) arkadan
goriinimii ¢) CrSEC23A proteininin maya organizmasi ornek alinarak modellenmis,
onden goriinimii d) CrSEC23A proteininin (180°) arkadan goriiniimii €) CrSEC23B
proteininin maya organizmasi Ornek alinarak modellenmis, onden goriinimii f)
CrSEC23B proteininin (180°) arkadan goriiniimii
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4.3. SEC23B Proteininin Sekonder Yapisi

a
= Helix
e i il LR e L U 8
0 100 200 300 400 500 600 00 800 Q00 994

b
* = = e = =
Query 1 MOSPTQPAASASNGGAAVAAPGVVPCDHVL TLVAGCVWNQRAFANTCGVPLGAHMDFVPSAALRLPQITG 7¢
Helix 1 HHEHBEHH HEHHEHEH HEHHEHEHHHEHHSHHES HHEHHHEAHHEHHHHHHEA 7e
Sheet 1 EEEE EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE EEEEEEE 7¢
Turns 1 T TT T T 7¢
Struc 1 EETEHHHIE-HC CT TCHHHHHHHHC EEEEEEEEEEEEEEHHHHEEEEEEECHHHHHEHHNHHNHEEEEEEET 70
* = * * = =
Query 71 RTPPRCHGCSGFMNVYCKTNLTKHVIKCNLCGAVNVHKDQLGHSADVASYAELCGEAVEYVQPLRNGAAG 140
Helix 71 HHEHHHHHHH HHHHHAAHHHSHHA A HHEAHAHAHHA HAH 129
Sheet 71 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE EEEEEE 149
Turns 71 T T T T T 149
Struc 71 CTCCCH EEEEEEEEEEEEEEEEEEE EEEEEHHATHHHRRHHHEHHHHHHHHEHEEEEEECCTCCCC 149
.- - - . - -~
Query 141 PAHTPQAVPPHVVFAVDTTLEPSDLRAVKEAVLASAASLPPATLISLITFDGAVALHNLGPEHRASYTLP 210
Helix 141 HHHHHHHHA HHHHN HHHHHH S A HHEHHN A A NN HH 210
Sheet 141 EEEEEEEE EEEEEEE 2192
Turns 141 T TT T T 1% r 210
Struc 141 CCCCCCOHAHHEERHEEHRNHT THHHAHAHHHHHHAHAHHAREEEEEEEHHHHRHRHHRC CTCCCCCCCHE 210
- - - * - -
Query 211 AAFAAQPVPGAGGVAAAPSGGGVVPGAEHSTDOQAVIQQLLDKFCSRTAGSGVGPGGSGLLVAPAGEVAA 289
Helix 211 HHHEHHHH HHHHHH HHHHHE-SHHHEHHHHHHHH S HHHHHHHHHHH 280
Sheet 211 EEEEEEEEEEEEEEE 280
Turns 211 3 1% T T Vi ¥ 289
Struc 211 HHHE-HHHCCOCHHMHHHCCTCTOHNHHHMMHHEEEEEEHHHHEEECCCCOTCOCTOOCTCHHHHHHHIHH 280
* = = * > =
Query 281 LLPKVLATLRTVOGDVPVRVRARCLCAAVEASLRLVASAAHLDLDLGRHHHLAASRVVLMAAGPATRGPG 350
Helix 281 HHHAHHHHEHH HHHHEHHAHAESHHHEHHEHAEHHH ESHHH A HHEHHHESHEHEAHH 359
Sheet 281 EEEEEEEEEEEEE EEEEEEEE EEE 359
Turns 281 T T T TT 359
Struc 281 HEEHEHHEEEEEETC L CCHEHBEEERHHEHHEHESHEHEHHHEHHHHBEHHHHHHESHEEHSHEHEHC CCTTC 358
- = = * - =
Query 351 AVPLNLLDQAVGEKGRSPDNKAVAAALDLGVALGAMAAKIGVAVDIFTSTCIGINAPLLTAIAHTSGGEL 420
Helix 351 HHFHHHHHEHHHHH algialsisiaisiainls g alaialy giglgieiaisigiglyaisinialpiy alalgisisiaisiyinisiagipizis] HH 429
Sheet 351 EEEEEEEE EEEEEECEEEEEEEEEEEEEEE £ 420
Turns 351 T T T T T T 420
Struc 351 HEEEAHHHEHHHTCCCCCHRHREHANHARSHHEHHEHAHAHHEEEEEEEEEEEEEEHHEREHHERCCCTTHH 420

Devami Arkada
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Query 421 MPQVLPPHHLPTOHAAHNPSHGGASHSHSSHGGHGHGHGHSHP TAVSAAPVCGATAGGFVPGLLSROLRAA 490

Helix 421 HHHEH HH HEFHBEHES HHESHEHEAHHHESHSH 490
Sheet 421 EEEE EEEEEEEEEEE 499
Turns £21 T T T T 3] 4929
Struc 421 EEEECCTCCCCTHHCCCCTCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHCHTHEEEEEEEHHHHHE 499
= = = * = Ed
Query 491 LGRRHGVEGRLDCOYCSEGLKLTOWMGPLDPIRSDLEDMAGT PAVAVPTAGGAAEQLPRPGTARDPCGAGVG 569
Helix 491 HHAHHHHHHHHH HHHHHAHHHAHHA R HHEAHH 569
Sheet 491 EEEE EEEEEE 560
Turns 491 T T T T T TT TT 560
Struc 491 CCTCCCCCTCEEEECCHHEEEEEEHHHC CCCOTHHHHEHHHEHHHHRFHHHHASHCCTTCCCOTTCCCCC 560

- - . . - -

Query 561 GAPWRLSSAACGITALEVGRGASLRLEVTRDLDVPSLLLQVALHYTDLEAQQRVVRVVTRKIQVVESRSE 639

Helix S61 HHHEFHHHHHEHNH NS NS HH EHH HHHSHHH S S EH SRR NN 630
Sheet 561 EEEEEE EEEEE EEEEEEEEEEEE EEEEEEEEEEEEEE 639
Turns 561 T 5 T T T T T T 630
Struc 561 CTCCCHHMSHEEEHHHNHH THHHHHHHEN THHHEEEEEEEEEEEEHHHHNHEEEEEEEEEEEEEEHHTHHH 630
- o= = - = =
Query 631 FLRTVNPTAASALLGKRAVLDAKKAGAFRDSRKACEARLAVGAQLSLVAARCGREVMTSRGLLGFGGRKL 7¢2
Helix 631 HHHEH HHHHHEHH HHAHH EEHSHH S HHEHHHHHHHH S HEH A HH 7e9
Sheet 631 EEEEE EEEEEEEEE E 7e0
Turns 631 T T TT T T 1J L 722
Struc 631 EEEEECTOHHHHHHHHHEHHISHHHHHHHEHTHHHEHHHHHHERHEEERMHCCCCTCCCCCTCCCCCCTTHE 700
= = = = = =
Query 701 WQWPPELMPLAYALYHFTRGLILGAPAPPPPGTHPASAHAHLHALWDCDTRLVGINTLLUWSAWGDAYRAM 770
Helix 701 HARHHHHHEHHHHHH HHHHHHH HHHHHHEHSHHH B HHESHHHSHEH BHHHHEHEHAE 779
Sheet 701 EE EEEEEEEEEEEEEEEE EEEEEEEEEEEEEEEEEE 779
Turns 701 T T

T T T 770
T

T
Struc 701 EEHFHHHHEHHEEEEEEEEEEEHHHHICTC CHHEHHHESHEAEEHEEEEEEEEERHEHEHTHREHHE 770

- - - * -~ -

Query 771 APKLYAVLPAAPPPPATPFPDAAAAPLPLPPPQLAALPOVSLAAVMARTVPLVLDAGTAVLVSPTEERPAP 840

Helix 771 HHMEAHHHERH HHHHHHNHMHH HHEHHHHEHHH - HHH N RSN 840
Sheet 771 EEEE EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE 849
Turns 771 7T TT A, TT T 840
Struc 771 HTHEEEERHHCCT TCCCOHRHHEHAHHHRCC T THHHHEE EEHHHHHHEEEEEEHHHHEEEEEECCCCTCCC 849
Query 841 GOSTAPGAATGAAAGLTPELILAALQAAGAATEGGAASSSOLSPSPGRFEPMPSWILTPCAQAGCOQLAAR 910
Melix 841 [ie s Sl i s s s i s sl sin ] 4 Heed 910
Sheet 841 EEEEE EEEEEE 919
Turns 841 TT T T T \ 24 ¥ 4 T 7 910
Struc 841 TY FEO RO SHr St Do O it T T TCCTCCCECEEEECT TTHI&ie 910

Query 911 LIPVHRDPYDEQALQQPQLQQLGRAVAAQLSKQLLESSKQATVAAVAALAAAGLPPVQAKQAAAAAASFA 980

Helix 911 HHHEH HHHHHHHHHHHH SRS HSHSEH NS EHHHHHHAH 980
Sheet 911 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE 980
Turns 911 T T TT T T 3 48 980

Struc 911 M-I CTOOHHMHMEMT TEE EEHEr I IHMMNTHM IS R M S IR o2 R oI+ M 980

Query 981 ELCRGVMNVQPFPVQ 994
Helix 981 Mrire ity aeq
Sheet 981 EEEEEEE 994
Turns 981 T 994
Struc 981 HHHTHEEEEEEEH. 994

Total Residues: H: 694 E: 334 T
Percent: H: 69.8 E: 33.6 T

SEKIL 4.3. C. reinhardtii' de bulunan SEC23B geninin protein sekonder yapisi
verilmistir. @) Kirmizi renk DNA'nin helix (sarmal), yesil renk sheet, mavi renk turn
(dontis) ve sar1 renk coil (halka, yumak) yapisini géstermektedir. b) Helix, sheet, turn,
ve coil yapilar1 protein dizilimi ilizerinde siras1 ile gosterilmistir. CFSSP programi
kullanilmistir
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4.4. C. reinhardtii‘'deki SEC23B Proteini ve Farkh Organizmalardaki Domain
Yapilan

PROTEIN DOMAIN DOMAIN YAPILARI AMINOASIT
SAYISI SAYISI

CrSEC23A 5 IF A Sl GBS ED SR 762
CrSEC23B  2* P 004
VeSEC23B 2 o 1051
AISEC3A 5 ZF T+l \BS. HDw G 880
AtSEC23B 3 ZF  IDewitusioe o B wHbe mERe 783
ASEC23C 35 P 761
AGSEC23D 3 n B sk (D 745
AtSEC23E 5 ZF Dl wBie HD 4GRS 765
AtSEC23F 5 B TDS 05k wBGw WHBW R 772
AtSEC23G 5 ZF BB rink s wBGw WD wOR 794
ScSEC23A 1 SRR 630
ScSEC23 3 o - N e — . - 768

*: C. reinhardtii‘deki SEC23B proteinine ait domaindir; 994 aminoasite sahiptir

TABLO 4.4. C. reinhardtii parolog ve ortologlarinin domain sekilleri; ZF: Zink finger
domain, TD: Trunk domain, BT: Beta - Sandwich domain, HD: Helical domain, GR:
Gelsolin repeat. Domain analizi i¢cin PFAM programi kullanilmistir. Katilim
numaralari; [CrSEC23A (XP_001702936.1), CrSEC23B (XP_001698301.1),
VCSEC23B (XP_002957090.1), AtSEC23A (NP_567217), AtSEC23B (NP_563741),
AtSEC23C (NP_179757), AtSEC23D (NP_565651), AtSEC23E (NP_189008),
AtSEC23F (NP_193152), AtSEC23G (NP_568626), ScSEC23A (ONH 80463.1),
ScSEC23 (NP_015507.1)] NCBI veritabanindan alinmigtir

C. reinhardtii‘de iki tane domain bulunmaktadir. Diger organizmalar arasinda
domain benzerligi acisindan en ¢ok kendi familyasindan olan Volvox carteri ile
benzerlik gostermektedir.

4.5. Protein Alignment'lar1 (Hizalamalari)

C. reinhardtii'deki CrSEC23A'daki gibi CrSEC23B proteinininde de, SAR1'a
baglanarak GTP hidrolizini saglayan katalitik arjinin bolgesi bulunmaktadir (Sekil
45.1) ve yildiz ile gosterilmistir. CrSEC23A proteininde, SEC24'e baglanmay1
saglayan ve Trunk domainde yer alan VFR bolgesi bulunmaktadir. (Sekil 4.5.1.) (Bi vd.
2002). CrSEC23A proteininde iki tane VFR bolgesi var gibi goriiliiyor olsada, hangi
VER protein diziliminin dogru olup olmadiginin dogrulanmasi gerekmektedir. Ik énce
CrSEC23B protein modelinin ii¢ boyutlu yapisi, PHYRE 2 programina goére maya
organizmasi Ornek alinarak modellendigi i¢in ScCSEC23'iin protein dizilimine bakilmistir
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ve ScSEC23 ile CrSEC23A karsilastirilmistir (sekil 4.5.2). SCSEC23'te trunk domainde
ilk sirada bulunan (181,182,183) sirali proteinlerin bulundugu ve CrSEC23A'da trunk
domainde (182,183,184) sirali proteinlerin bulundugu VFR bdlgeleri, SEC24 proteini
ile baglant1 bolgesi kabul edilmistir. Bu karsilastirma ile CrSEC23A'da bulunan Ikinci
VFR protein diziliminin, tamamen rastlanti sonucu olustugu gosterilmektedir (Sekil
4.5.1.). Maya organizmasinda SEC23B proteini yoktur ve SEC23A proteininde VFR

bolgesi olmadigr i¢in sadece SEC23 proteini baz alinarak karsilastirma yapilmistir.

4.5.1. CrSEC23A / CrSEC23B alignment

CLUSTAL Of1.

CxSEC23A
CrSEC23B

CrSEC23A
CxrSEC238

CrSEC23A
CrSEC23B8

CrSEC23h
CrSEC238

CrSEC23A
CrSEC23B

CrSEC23A
CrSEC23B

2.4) multiple sequence alignment

----------------- YD'RuLED'“G-JRL;&HIh=NqKL_ATKC\ PFAS--IYIPN
MOSPTOPAASASK&RU(”‘ QV?PCLHTLT GCVTBQ FANTCGVPLGAHMDFVES

- * Wz e . -
- . M

KRLPTMPVLP QGISDTRMP
nnLRLPQITv JHKD LCHSADvn--

AELYPNYCT--IEYTLE--——-—-—-
--5\."rbf_pr"vunaor.m‘cnp.sp‘-_qrm

- tk * x X3

FEE ¥ osiakA -

- .b b L4
.

- * v = - . » - * - ¥ srkwhs v -
. . s e . H « T . M e .

—my

10V

QVLEPH'LPTannHN“SHJG ASHSHSSHGGHGHGHGHSHP

DGEDGFLALS
SARPVGATAGGEVPGLLSROLRRAALGRRAGVEGR-~~LDwme cceee CYCSEGLKLTOWM
o sk x o, 3R, *oeskzz 3

40
€0

b
“J i~

oD

Devami Arkada
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CrSEC23A R R U R IS NI -

CrSEC23E GELDFIRSDLE MJTPAWE‘?TAGGAAHDLFRFGIERJMGVS GRPWRLSSAACGIT 574
* *. E . WEDF o on kpEL,E

CeSEC23R Ji/ 0L E AT AR B EAG AR F L OE ET R T G S0 A BT UL R R

CrSECZAB ALEV-GRGASLRLEVTROLINE SLLLOVELHY TOLER OO --EVWEVVTRET QVVESBSEF €31
a H *r . E, = o EE H - - *E, *, ® Ky a a¥,

CrSECZAR ITGFDQERARVIMARLATHKME TEEDF DATRHLDRAL [ -~==---RLAQRFGDYR-~--=-=  5&3

CrSECIAB LETVHET E}LH-_'I..I.I'_';_{“-.P;«.-'I._.I-J{ HARGEFRADSRHASERLEVER OLSLVAADCGREVMTSRG €91

L= hwdk _drs = a* ] = = P ]
CrSECZAR ==-HDDOEQSFNLAPELSEYEOFMFNLRBSOFVIVEGH SEDETRYYEMALFEVAVEDRMVM €20
CrSECZSE LlE?EGE!.‘LmQ’nPP_LVJ'I.:-JHL’-HR;L B o e T26
Rl =553 W, IZ a
CrSEC2AR Iﬂmrn*m?h’ﬂ_ 80
CrEECI3E W 0 —emm—mm— APPEPGTHEAS A-HAA LAALW DCDTR LN GIN TLLH 2 ARGDATRAMASET T74
LR £ - - l. - - - - - - -

crsec2sa AEAGVIARE i mmmmmmmmmmmm oo

CrSEC238 YAVLERAPFEPATPFFORARAR LFLPP POLARLPCVS LARVMARTVF LVLDORGTAVLVSF 234

CrSEC23R 707

CrSECZaB TEEPAPGGSTRAPGARTGRARGL TPELI ERALJARGRE TEGGARSSSGLSPSPARFEMESY 294

CrSEC23A s T YT SAT P —— ————— —————LREVINTDD---— 745

CrSEC233 n.rp.‘mn.c.faama.mr ROPYDEQALOOPOLOQLGORVARQLSKOLLESSKORTVA 854
* H YES RS 3%, H * -

CrSEC23R =m=mmscccccccccee—- VSLATFTEHLKRLAVQS#* ===~ 762

CxSEC238 AVAM I AARGCLPEVORAKQRARAAASFAZT WCRGVNVQEF EVQ* 994

P 4o 15 ke

SEKIL 4.5.1. Yesil renk: Zink finger, kirmizi renk: Trunk domain, lacivert: Beta-
sandwich domain, sar1 renk: Helical domain, mor renk: Gelsolin repeat. ilk agik mavi
renk (VFR): CrSEC24 ile baglanma bolgesi. Katalitik arjinin bolgesi sar1 yildiz ile
gosterilmistir

CrSEC23B
SEC23/ SEC24 Zinc finger (73/105)
SEC23/ SEC24 Trunk domain (149/420)

CrSEC23A

SEC23/ SEC24 Zinc finger (53/91)

SEC23 / SEC24 Trunk domain (120/389)

SEC23 / SEC24 Beta - Sandwich domain (402/506)
SEC23 / SEC24 Helical domain (520/617)
SEC23/ SEC24 Gelsolin repeat (634/720)
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4.5.2. CrSEC23B / ScCSEC23 alignment

CLUSTAL O(1.2.4) mulrtiple 3squence slignment

CrSEC23B MOSPTQPRASASNGGAAVAARPGVVPCDHVLTLVAGCVVNQRAFANTCGVPLGRHMDFVES 60
ScSEC23 MDFETNE=======ann DINGV==eeaa= RFTWNV-PSTRSDRNSHVVPVGCL--YTPL 40
e ,e ,a We Aws whaw L
CrSEC23B ARLRLPQITGR VHKDQLGHSADVA 118
ScSEC23 K:YD_LNVTPYI 'LSQEN 100
sek %

CrSEC23B SY2AELCGES VEV‘«‘QPLRNSAAG%ATP_ 178
ScSEC23 MPLELQSTTIEYI-—————m 150
b‘ :

WH . STWN3

CrSEC23B 286
ScSEC23 242
sk .k o, * *3 e E ® 3%
CrSEC23B 321
ScSEC23 288
R BB Reks La® = A 22 shocheow
CxSEC23B 399
ScSEC23 348
S m T e Wl v aia e .3 e Se amn RoaRamERs
CrSEC23B
ScSEC23
CrSEC23B
ScSEC23

' ok he hke .
DR .. . -

Devami Arkada
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CrSEC23B PIRSDLEDMAGT PAVAVPTAGGAREQL PRPGT ARDPGAGVG- GAPWRLSSAACGIT---2 575
ScSEC23 _ 458
. . ¥ : i:::ﬁ . .
CrSEC23B LEVGRGA---SLRLEVTRDLDVPSLLLQ-VALHYTDLEAQQRVVRVVTRKIQVVESRSEF 631
ScSEC23 e AT AU A R DS A D LD LSRN iy vl R
oS TR o By w RN . W i B F +
CrSEC23B LRTVNP = TARRALLGKRAVLDAKKAGAFRD SRKAEEARLAVGAQLSLVARRCG 683
ScSEC23 LEFGTEAIARSFDQEARAVIMARTAVHKAETDDG—————— ADVIRWLDRT--—-LIKLCQ 561
* * Rk ko o Kk ke *e * H - *
CrSEC23B REVMISRGLLGFGGRYLWQWEPEIMPLAYALYHFTRGLILGAPAPPP PGTHPASAHAHLA 743
ScSEC23 KYAD-----YNKDDPQSFRLAPNFSLY PQFTY YLRRSQFLSVFNNSPDETA---FYRHIF 613
. IAX X LR LR * -k * * - .
CrSEC23B ALWDCDTRLVGINTLLWSAWGDAYRAMAPKLY AVLPAAPPPPATPFPDARAAPLELERRQ 303
ScSEC23 TREDTINSLIMI === mmm o = QPTLT == mmm mm o sese-E0 I 64c
. * L * * * * ke
CrSEC23B LRALPCVSLARVMARTVPLVLDAGTAVLVSPTEEPA~ ~~~PGGSTAPGRRTGRAAGLTPE 859
ScSEC23 S ST Lo D A NS YOO DR, -
vese % oo Fy¥ikg s®3 *: ¥ * , ¥ % as
A
CrSEC23B LIERAL A GRATEGAALSSSGLSESPdRF EMPSVVL TEGAQAGEE0LARRLIEVHRDEY 919
ScSEC23 --DNY 734
L - LE RS _ I - LI W
CrSEC23E DEQALOQPOLOCLGORVARILS KOLLE SSEOA TVARV ARLARAGLPPVORK QRRARRASE 979
SeSEC23 QIMRRGGST IV-LIDOVSLO-=- -NFMT HLOQVAV--= —==== e 768
P - * = ;s x W ' i - i
CrSEC23E RERCRGVNVOEFEVD 394
ScSEC23 e 763

SEKIL 4.5.2. Yesil renk: Zink finger, kirmiz1 renk: Trunk domain, lacivert: Beta-
sandwich domain, sar1 renk: Helical domain, mor renk: Gelsolin repeat. Agik mavi renk
(VFR): CrSEC24 ile baglanma bolgesi. Katalitik arjinin bolgesi, sar1 yildiz ile
gosterilmistir

CrSEC23B
SEC23/ SEC24 Zinc finger (73/105)
SEC23 / SEC24 Trunk domain (149/420)

ScSEC23

SEC23/ SEC24 Zinc finger (53/93)

SEC23/ SEC24 Trunk domain (120/388)

SEC23 / SEC24 Beta - Sandwich domain (399/510)
SEC23 / SEC24 Helical domain (524/622)
SEC23/ SEC24 Gelsolin repeat (637/724)
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4.5.3. CrSEC23B / VcSEC23B alignment

CLUSTAL ©(1.2.4) mplbinls SQUSAGE 2LAQ0mEnt

CrSEC233
VeSEC23B

CxSEC238
VcSEC23B

CrSEC23B
VcSEC238

CrSEC23B
VcSEC238

CrSEC2358
VCcSEC238

CrSEC238
VeSEC238

CrSEC23B
VESEC238

CrSEC23B
VcSEC23B

CrSEC23B
VcSEC238

OSPeee TQPA————— ASASNGGRAVARDG '"pcm-[ VLTLVRAGCV
MTQPSGTGSr*GSS..APO’uSRQOPQS.rQGKE::P‘@'f'SSP‘. QPSLTVAPADHVLTLVSSCV

* 4w : Q Q vh'#bv& -

VNOQRAFANTCGVPLGAAMDEVE SAARLRLPQITG-R
VRORGFANTCGVPLGAHMDEQF PAVLGLFRIGENR

AXRE _RXAPARTATNRIRZY T T % AR 2k krhRwk _Novhkrwrwkz &

VAKDQLGHSADVA SYAELCGEAVEYVOPLRNGARG-— - ——————=—=— PAH
LHKDRMGERTEN SA?PELCS”"EYVEPLPLSHPISL?SSPQSPCSSP”NP

AKX XResRR RNk osscsks e AEk _KRkTxhEN *®

mms—

*he l'.!lﬂ L !’ sHSsaysS:. LR L " agws 'Q" 'ﬂ Nhwh

A Ak A He chEARN: &

2o B, 23 bo L3 e ‘e, Aehidw 4h0vb ua.a h 'A.A

"0 L 0'& Q":’ 09':- 0 L ﬁ".'ﬁ"bv.’v"' 90'0

VLEPHRLPT
FHPQNTHT--LFH

:'0"’ % Q" 090’90"’00'09 Terw '0"9 * "Q' rewh

QHAAH--NPSHGGASHSHSSHGGHGHGHGHSH FTGVS AAFVGATAGGFVPGLLSROQLRAA
JHPQ°PQTPST°SPTTL--°QQQQ¢Q QQQQLnS&AASAGGHGGGG’FHGHLLnRQLnAS

- ,’ - - . - N Q" 'Q skky %2

37
€0

120

372
397

432

455

490

-L

Devami Arkada
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CrSEC23A / VcSEC23B
CrSEC23B LGRRWGVEGRLDCYCSEGLKLT OWMGPLDPIRSDLEDMAGT PAVAVPTAGGRAE ~ - ———~ 544
VcSEC23B LTRRFGVEGRLDC"CSLGLRLVQ’KLGPLDTIOV"LESGQGGGDGGAPGGGGGGGGGGTGP s572
P ORI A RAERR SRR AR Ko kE ek Ky ke a2 P RO TSN
CrSEC23B @~ -———————— —QLP——————————————— | RPGTARD PGAGVGGAPWRLSSRACG 572
VcSEC23B HOQOQOQQQSIPARRLOPPSPSPPESTPMATASARAGGGE GGSGEGCEGGEGGEGPYRLSS SACG €32
- * . s o ..I Ak hemkAwihww
CrSEC23B ITALEVGRGASIRLEVIRDL~-DVPSLLLOVALHYTDLEARAQORVVRVVIRKI QVVESRSEF 631
VCcSEC23B VMALEAGRCASLRLEVIRDLTEVPSLLLOVALHFVDPVARCRVVRVVTRRIAVVESRVEF €92
kI h 3 AxdkEIAREIhE ihkkErAschkEIh: ¢ x: kExrkxihkEik krxiks kE
CrSEC23B LRTVNPTARAALLGKRAVLDAKKAGAF RDSRKAEERR LAVGAQLSLVARRCGREVMTSRG 691
VCcSEC23B LRGVNPVARRALLGKRAALDAKKAGAF RDARKAZEAR YLLAAQLALVATRCGQEGQASRG 752
- .‘ﬁ.'i.‘ﬁﬁ"ﬁﬁ_ﬁﬁﬁﬁi..ﬁ"':.‘i.'ﬁi :.Q‘.:.‘Q:"ﬁ:i :‘ﬁ.
CrSEC23B LLGFGGRKLWOWPPELMPLAYALYHFTRGLILGAPAPPPPCT HPASAHAELHALWDCDTR 751
VCSEC23B VLGEFGGRKSWOWPAEIMPLAYRA LYEMORGPLLGPPAPPPPGT FPAARHSHLHSLWDSDAR 812
AKX TIART AXAK TXAXAAXTAAEIT: XX ok NTRARRANY AN chkkokAkxchkk: hax
CrSEC23B LVGINTLLWSAWGDAYRAMAPKLYAVL PRAPPPPATPFPDRARRPLPLPPPQLRRLPCVS 811
VCcSEC23B LANLNALLRTAWGDAYRAMSPKLYVVL PSSGGGEG——-—CGN RASHPAQT PQLVALECVS 267
* o R kEk cEFhkIhhh kR hkEo . * Fhe kkekks
CrSEC23B LAAVMARTVPLVLDAGIAVLVS PTEE P APGGS TAPGAATGRARGLTPELIEARLOARGAR 71
VCcSEC23B LARVMARTAPLLLDVGTAVLVS PTEEPGHEVHGDADGD -GGGS GGLTPALLARAMAAVARS 928
.ih"l"...':b..ht'.t'ﬁl..ﬁ.. -, WS ..:_'ﬁ.' e Wb N N
CrSEC23B TEGG~=—==—"" RRASSSGLSPSPGRFFMPSVVLTPGROAGGGQLAARL.IPVHARDFYDEQAL 924
VCcSEC23B SSSATAAHGPQGAVAAA..A&AVSRF FVPSVVF TPGRAQAGGGALAKRL I PVHLDSYPDOCH g8
e LE zrL 1 L EekrsikEakksihkEikE  wh wikEsh ok o * k-
CrSEC23B QOPQLOQLGOAVARQLSKOLLE SSKOATVAAVARLAAAGLPPVOAKQAARR RASFAEWCR S84
VcSEC23B QHPOLOQLGLAVAAQLSKOLTEGAR~ =~~~ ATRFGAARAGLPPRAOAKQAARARASEVEWCR 1041
':.'iﬁ... hAh R Ak n AN "_e ﬁ_". .‘ﬁ'.ﬁ._ﬁ.'iﬁ'.ﬁ.'ﬁ'-.ﬁ.'
CrSEC23B GVNVOQPFFVQ* 994
VCSEC23B IVQVRPFEFVQ* 1051

kexoskxdhkex

SEKIL 4.5.3. Yesil renk: Zink finger, kirmizi renk: Trunk domain

CrSEC23B

SEC23/ SEC24 Zinc finger (73/105)
SEC23/ SEC24 Trunk domain (149/420)

VCcSEC23B

SEC23/ SEC24 Zinc finger (97/129)
SEC23/ SEC24 Trunk domain (186/443)
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4.5.4. CrSEC23B / AtSEC23B alignment

CLUSTAL ©(1.2.4) mulripls SSQUSNES LAgDRent

CxrSEC238
ATSEC23B

CrSEC238
ATSEC23B

CrSEC23B
RzSEC23B

CrSEC23B
ATSEC23B

CxSEC23B
ATSEC238

CxrSEC238
ATSEC233

»SEC238
ATSEC238

CrSEC23B
ATSEC23B

CrSEC23B
RTSEC23B

CrSEC23B
ATSEC238

CrSEC23B
ATSEC238

CrSEC23B
ATSEC23B

CrSEC23B
RcSEC23B

CrSECZ3B
ATSECZ3B

MOSPTQPRAASASNGGARV VVPCDHVLILVAGCVVNQRAFANTCGVPLGAHMDFEVPS
MSE-——M——r——, AS?DrEGIDGVRH—--—TWIﬁ'HFRTK&":}’*SKC'V FVAA "ISP--J.
- s H 0 - H - H -

AALRLPOITGRT GHSADVAS
R"""RDI“‘:'“.Y‘ "’.SET}o v’P

AELC--GEAVEYVOQPLRNGAAGP-———-—— AHTPQAV
CELY?Q':”I‘?JEVTL"!\'?SQ“TGV\..‘FL‘ Ga‘x'S

A 2 I .

"
.
.

PIGVSAAFVGATAGGFVEGLLS ROL-RAALGRRWGVE GRLDC YCSEGLKLT QWMGELDEI
sSSP USRI - - L L

&\ PR k¥ sk g

~
RSDLEDMAGTPAVAVPTAGGAAEQLPR PGTAR DPGAGVGGAPWRLSS A~~~ ACGTTALEV
L2 AT Sy (e e e ] PP A B R YO D 7

See asH X * e T °x -« 222
GRGASLRLEVTRDLDVESLLLQVALHY TDLEA --QCRVVRVVTRKIQVVESRSEFLRIVN
[l DU BA DGR U LY R DRSS R CLUR LT R
e a . e . oSN 8- 8 s *hr &, Brars % JRana .
PTRARRYLGKRAVLDRKIKAG = = e i e e e AFRDSRKREERRLAVGRQLSLVA
QETMWL!Q&ETEEG"MMLDRNLERLCSKI’GDVREG)DDRSETU\:N"SLFP
R - L - & - A
ARCGREVMI SRGLLGFGGRXKLWOWPPE IMPLAYALYHFTRGLILGAP ————————— ————
QFTF-NIRRSQF—————- V 'QV‘WSPDE——TAYNR.‘&LNRE!\ ISNAAVMIQPSLTTYSFN
.. * . .. . LR - - ~

-APPPPCTHPASAHAHLAALWDCDT —— -RLVG INTLLWSAWG DAYRAMAPKLYAVL PARP

. - g T ., %9, W - - : v - -

PEPATPFPDAAAAPLPLPPPOQLAALPCVSLAAVMART VPLVL DAGTAVIVS FTEEPARGG

STAPGAATGARAGLTPELIERALQRAGARTEGGRASS SGLSPSPGRIPMPSVVLTPGAQA

HRFew ks

GGGQLAARLIFVERDPYDEGALQQP-QLOQLGQRVAR -~ ~—= QLSKQLLES SKQATVARV
B nEsRT - vrmsr—:mmsﬁ DIIET OOVSLOVF QML ML AVIS ¥ = ma e =
¥ Fagk K Hea “ H - 8 4 ks H . sk
AALARLGLPEVORKOAARARLS FARRCRGVITVOEFEVOH 9594
o T3

W
” de
L &

€78
599

SEKIL 4.5.4. Sari renk: Zink finger, mavi renk: Trunk domain, turuncu renk: Beta-

sandwich domain, pembe renk: Helical domain, yesil renk: Gelsolin repeat
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CrSEC23B

SEC23 / SEC24 Zinc finger (73/105)

SEC23 / SEC24 Trunk domain (149/420)
AtSEC23B

SEC23 / SEC24 Zinc finger (56/94))

SEC23 / SEC24 Trunk domain (139/410)

SEC23 / SEC24 Beta - Sandwich domain (421/525)
SEC23 / SEC24 Helical domain (539/635)

SEC23 / SEC24 Gelsolin repeat (651/739)

4.6. Protein Alignment Benzerlikleri Tablosu

GENLER BENZERLIiK
ORANLARI
CrSEC23A - CrSEC23B %14,528
CrSEC23B - VcSEC23B %54,312*
CrSEC23B - ScCSEC23A %9,574
CrSEC23B - ScSEC23 %16,329
CrSEC23B - AtSEC23A %318,319
CrSEC23B - AtSEC23B %14,815
CrSEC23B - AtSEC23C %16,393
CrSEC23B - AtSEC23D %14,681
CrSEC23B - AtSEC23E %315,493
CrSEC23B - AtSEC23F %14,394
CrSEC23B - AtSEC23G %13,423
CrSEC23B - HsSEC23A %16,12
CrSEC23B - HsSEC23B %16,91

CrSEC23B - MmSEC23A %15,927

CrSEC23B - MMSEC23B %16,91

*: C.reinhardtii' ile en cok benzeyen Volvox carteri'dir.
TABLO 4.6. C.reinhardtii'nin parologu ve baska organizmalardan olan ortologlarinin
benzerlik yiizdeleri. *: C.reinhardtii’ ile en gok benzeyen Volvoks carteri'dir
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4.7. PCR Sonuclari

4.7.1. SEC23B primeri ve kontrol primerleri ile yapilan PCR sonuclar:

SEKIL 4.7.1. Tek koloni secimi yapilan sec23b mutantina ait k-1 ve k-2'nin SEC23B
primeri kullanilarak yapilan PCR sonucu

Kati TAP besi yeri ortami 6'ya boliinmiis ve tek koloniler segerek hiicreler
ekilmistir. Bu hiicreler (1,2,3,4,5,6) olmak {iizere numaralandirilmigtir. Hiicreler
¢ogaldiktan sonra numaralandirilanlardan iki tane klon secilmis (k-1, k-2) ve DNA
izolasyonlar1 yapilmistir. SEC23B'ye ait olan primerler ile PCR'lar1 yapilmistir. Sekil
4.7.1.'de gosterildigi lizere ¢aligtigimiz sec23b mutantlarin bant vermemesi onlarin
mutant oldugunu dogruladigimizi gostermektedir. Yabanil tip olan CC124 ve ebeveyn
olan CC5325'in bant vermesi gerekmektedir. SEC23B primerlerinin biyiikligi 1,5 kb
olarak hesaplanmistir.

—15kb

SEKIL 4.7.2. sec23b mutantina ait klonlarin diger mutant, ebeveyn (CC5325) ve
yabanil tiple (CC124) olan PCR sonucu; SEC23B primerleri kullanilmigtir

sec23b mutantina ait olan klonlara ve yabanil tiplere SEC23B primerleriyle
tekrar PCR yapilmistir. Kendi klonlarimizin disinda diger orneklerin hepsinin bant
vermesi, elimizdeki sec23b mutantinda bir mutasyon oldugunu dogrulamaktadir. (Sekil
4.7.2.)
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L3kb— — 15kb

SEKIL 4.7.3. SEC24A geni icin yapilan ve sec23b Klonlarinin ebeveyn (CC5325) ve
yabanil tip (CC125) ile olan kontrol PCR sonucu

SEC24A primerleri kontrol PCR i¢in kullanilmigtir. SEC24A primerleri yaklasik

1,3 kb biiyiikliigiindedir. Bu primerler, sec23b klonlarinda yabanil tipte ve ebeveynde
bant vermistir. sSec23b mutantin1 dogrulamak i¢in 6nemlidir.(Sekil 4.7.3.)

—15kb

SEKIL 4.7.4. sec23b mutantindan, farkli iki klon érneklerinin (k-3, k-4) PCR sonucu;
SEC23B primerleri kullanilmigtir

sec23b mutantina ait k-1 ve k-2 klonlar1 haricinde k-3 ve k-4 olarak yeni iki
ornek daha alinmistir. DNA izolasyonlar1 ve PCR'lar1 yapilmistir. Toplamda 4 klonda
da SEC23B primerleri ile yapilan PCR'da bant goriilmemistir; yabanil tipler bant
vermistir. Boylece ikinci tekrarlardan da olumlu sonug¢ alinmustir.
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__15kb
12 kb

SEKIL 4.7.5. sec23b mutantina ait diger iki klonun (k-3 ve k-4) OMJ kontrol primerleri
ile PCR sonucu

sec23b mutantinin klonlar1, diger mutantlar ve yabanil tipler ile yapilan PCR
sonucunda hepsinin bant vermesi gerekmektedir. Goriintiide tim DNA'lar bant
vermistir. (Sekil 4.7.5.) OMJ primerleri yaklagik 1,2 kb biyiikliigiindedir.

4.8. RT-PCR Sonuglari

SEC23B genindeki mutasyonun, transkripsiyonu etkileyip etkilemedigini
belirlemek icin mutant ve yabanil tipten total RNA izolasyonu yapilmistir ve RT-PCR
yontemi ile mRNA’nin varligi ve miktar1 tespit edilmistir. Mutantlar, ebeveyn ve
yabanil tipten CBLP kontrol primerleri ile yapilan RT-PCR'da tiim ornekler bant
vermistir. (Sekil 4.8.1.)

— 0.25kb

SEKIL 4.8.1. sec23b mutanti, ebeveyn (CC5325) ve yabanil tipe (CC124) ait RT-PCR
sonucu (CBLP kontrol geni igin). gqCBLP kontrol primerleri kullanilmisir, {iriin boyutu
105 bp'dir

SEC23B primerleri kullanilan RT-PCR sonuglarina gore; sadece yabanil tip ve
ebeveynin bant vermesi sec23b mutantinin bant vermemesi beklenmistir, ama mutant
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bant vermistir (Sekil 4.8.2.). Mutantlarda mRNA {iretimi yabanil tiplere oranla daha
azdir.

___025kb

SEKIL 4.8.2. sec23b mutant1, ebeveyn (CC5325) ve yabanil tipe (CC124) ait RT-PCR
sonucu; SEC23B primerleri kullanilmistir. Uriiniin boyutu 165 bp'dir

sec23b mutanti, ebeveyn ve yabanil tip Orneklerine tekrar RT-PCR'lart
yapilmistir. Hem kontrol hem SEC23B primerleri ile yapilan tekrarlarda yine ayni
sonuglar gozlemlenmistir. Tekrar RT-PCR'inda SEC23A primeri kontrol primeri olarak
kullanilmistir ve biitiin 6rnekler bant vermistir (Sekil 4.8.3). SEC23B primerleri ile
yapilan RT-PCR'da ise k-1, k-2 haricinde diger 6rneklerin bant vermesi gerekmektedir
ama hepsi bant vermistir. Sonug¢ olarak mutantlarda mRNA {iretimi yabanil tiplere gore
daha azdir (Sekil 4.8.4). mRNA miktarinin az olmasindan dolay: farkli bir SEC23B
primerleri daha dizayn edilmistir (23B-exon-11) ve bu primerlerde mRNA'ya ait
bant/iiriin goriilmemektedir (Sekil 4.8.5). Orneklerin RNA miktarlar1 ~ 300 ng/ul'ye
gore hesaplanmistir.

— 0,25kb

SEKIL 4.8.3. sec23b mutanti, ebeveyn (CC5325) ve yabanil tipe (CC124) ait RT-PCR
sonucu. SEC23A primerleri kontrol olarak kullanilmistir, {irliniin boyutu 765 bp'dir
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— 0,25kb

SEKIL 4.8.4. sec23b mutanti, ebeveyn (CC5325) ve yabanil tipe (CC124) ait RT-PCR
sonucu. SEC23B primerleri kullanilmistir
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SEKIL 4.8.5. sec23b mutanti icin, SEC23B-Exon 10 ve Exon 11 primerleri kullanilarak
yapilan RT-PCR sonucu

4.9. sec23b Mutantinin Enzim Aktivitesi Sonuglari
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SEKIL 4.9.1 a) sec23b mutantinin TAP besi yerinde bir hafta bilyiimiis goriintiisii. b)
TAP besi yerinden alinan hiicrelerin paromomisinli (antibiyotik) ortamda biiyiimiis
goruntiisu
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sec23b mutantinin TAP besiyerinde sorunsuz biiylimesi ve paromomisinli
ortamda ise mutantlarin biiyliylip, yabanil tiplerin bliylimemesi bizim mutantlarimizda
insersiyon olma ihtimalini desteklemistir. Ciinkii insersiyon kaseti i¢cerisinde seleksiyon
icin paromomisine direncli gen bulunmaktadir. Sonu¢ olarak insersiyon kaseti
icermeyen yabanil tipler (CC5325 ve CC124) antibiyotikli ortamda yasayamamigtir
(Sekil 4.9.1.). Sekretuar yolakta bozukluk olup olmadigim1 anlamak ig¢in,
transformantlarin arilsiilfataz ve alkalin fosfataz aktivitesine bakilmistir. Siilfatsiz
ortamda arilsiilfataz sentezi olurken, fosfatsiz ortamda alkalin fosfataz sentezinin
goriilmesi beklenmektedir. sec23b mutantlart TAP besi yerinden alinarak ekildigi
fosfatsiz ve siilfatsiz ortamlarda, enzim aktivitesi testi yapilmistir. Fosfatsiz ortamda
bliyliyen hiicreler, pegete ile temizlenerek iizerlerine fosfataz enzimi damlatilmigtir.
Hepsinde fosfataz aktivitesi goriilmiistiir (Sekil 4.9.2.). Siilfatsiz ortamda biiyliyen
hiicrelere de ayni uygulama siilfataz enzimi uygulanarak yapilmistir ve hepsinde
stilfataz aktivitesi goriilmiistiir. Yabanil tipler (CC5325 ve CC124) ve mutantlarda da
her iki aktivite gorilmiistiir.

SEKIL 4.9.2. a) Fosfatsiz ortamda, fosfataz aktivitesi sonucu, b) Siilfatsiz ortamda
siilfataz aktivitesi sonucu

SEKIL 4.9.3. a) Fosfatsiz ortamda, fosfataz aktivitesi sonucu, b) Siilfatsiz ortamda
siilfataz aktivitesi sonucu; Ikinci tekrar
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Fosfataz ve siilfataz aktivitelerinin tekrar deneyi yapilmistir. Sekil 4.9.2. ve
sekil 4.9.3.'de gosterildigi lizere iki deneyde de ebeveyn olan CC5325, mutantlara gore
daha cok fosfataz aktivitesi géstermistir. Siilfataz aktivitesinde ise yabanil tipler ve
diger mutantlarin hepsi esit aktivite gostermistir.

Enzim aktivitesi i¢in yapilan tiim deneylerde, ilk dort sira PCR goriintiileriyle
dogrulanmis olan sec23b'ye ait k-1, k-2, k-3 ve k-4 klonlaridir. Geriye kalan 12 klon
ise; yine tek koloni secilerek biiyiitiilmiis 48'li tabaktan, sec23b'ye ait olan mutant
hiicreleridir. (Sekil 4.9.4.)

SEKIL 4.9.4. sec23b mutantlarindan olusturulan tek koloni hiicreleri; 48 tane 6rnek
olusturulmustur

4.10. Zigot Olusturma Sonuglari

Genetik baglantinin belirlenmesi i¢in ilk 6nce zigot olusturulmustur. Azotsuz
TAP besi yerinde hiicrelerin hareketleri ve sekilleri gozlemlenmistir. Hiicrelerde,
hareket ya da sekil sorunu goriilmemistir. sec23b mutantinin hiicreleri, diger mutantlara
ait hiicrelere gore boyut olarak daha kiigiiktiir (sekil 4.10.1.). Ayrica daha kiigiik gruplar
olusturmusglardir. Agliitiinasyon, flizyon veya zigot olugturmada problem goriilmemistir.

SEKIL 4.10.1. Ciftlesmeden 6nce azotsuz TAP besi yerinde bulunan, sec23b mutantina
ait hiicreler
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sec23b (-) mutantinin, CC125 (+) yabanil tiple ciftlestirme islemi sonrasi
hiicreler arasinda agliitiinasyon (kiimelesme), kiiglik gruplar halinde hemen baglamistir.
(Sekil 4.10.2.)'de siyah ve kirmiz1 oklarla gosterilen hiicreler, agliitiinasyon yapmaya ve
ardindan da fiizyon yaparak zigot olusturma asamasma gecmistir. Ozellikle kirmizi
oklarla belirtilen hiicreler, flizyon eylemi daha net goriilen hiicrelerdir. Bu siirecte de
herhangi bir problem gézlenmemistir.

SEKIL 4.10.2. Oklar, agliitiinasyon ve fiizyon yapan sec23b mutantina ait hiicreleri
isaret etmektedir

Agliitiinasyon sonrasinda iki hiicre flizyon yaparak, ii¢ ya da dort flagellasi olan
ve digerlerinden daha biiyiik gorlinen zigotlar olusturmustur. Sekil 4.10.3. ve sekil
4.10.4."de oklar QFC (quadriflagellated cell) dortlii kamgili hiicre'lerden bazilarini isaret
etmektedir. Kirmiz1 oklarla gosterilen QFC'nin dort kamgisinin dordii de goriilmektedir.
Siyah oklarla gosterilen QFC'lerde ise hiicrenin aldigi pozisyondan dolayr dort
kamgidan ti¢ii goriilmektedir. sec23b mutantinin zigot olusumunda da herhangi bir
problem gozlenmemistir.

SEKIL 4.10.3. OKlar, a ve b) sec23b mutantina ait zigotlari isaret etmektedir
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SEKIL 4.10.4. Oklar; a) CC124 yabanl tipe ait zigotlar1 ve b) CC5325 ebeveynine ait
zigotlar igaret etmektedir

4.11. Projeni Testi ve Insersiyon Belirlenmesi

Bir hafta karanlikta tutulan zigotlardan, birer tane alinmis, yeni tabak dorde
boliinerek ekilmistir. Zigotlarin mayoza gitmesi icin, 1s1k altinda tutulmustur. Ertesi giin
zigotlarin, mayoza gidip tetrad yap: olusturdugu goézlemlenmistir. Tetradlar yeni
tabaklara alinarak 10 giin biiyiimeye birakilmiglardir. Ardindan tetradlar yeni TAP
tabaklarina ekilmistir.

SEKIL 4.11.1. TAP besi yerinde biiyiitiilmiis sec23b/CC125 zigotlarma ait; Tetradlar
(T1, T2, T3, T4, T5,T6, T7, T8)

CC5325, CC124 ve sec23b mutantina ait tetradlarin projenileri, TAP besi
yerinde yeterince biiyiidiikten sonra karsilastirma yapilabilmesi i¢in, ayni1 giin TAP besi
yerlerine ve paromomisin antibiyotik igeren besi yerlerine ekilmigtir. Paromomisinli
ortama ekilen tetradlarin projenilerinde, yaklasik % 50-50 olacak sekilde bir biiyiime
gerceklesmesi istenilmektedir. Sonuglar sekil 4.11.2'de gosterildigi tizere 6zellikle T1
ve T2'de beklenildigi gibi sonuglanmigtir. T1'de projeni 1 (P1) ve P3 paromomisine
direncli iken P2 ve P4 olmiistiir. T2'de ise P1 ve P2 direngli iken, P3 ve P4 6lmiistiir.
Ayrica beklenildigi tizere CC5325 ve CC124 tetradlar1 da dlmiistiir.
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Sirasiyla Sekil 4.11.2, sekil 4.11.3 ve sekil 4.11.4' de T1l'den T8'e kadar olan
tim projenilerin, paromomisinli ve TAP tabaklarindaki biiylime ve 6liim sonuglar
verilmigtir.

SEKIL 4.11.2. a) TAP besi yerinde biiyiimiis T1 ve T2 projenileri b) Paromomisinli
tabaklarda T1 ve T2 projenilerinin son hali

SEKIL 4.11.3. a) TAP besi yerinde biiyimiis T3, T4 ve T5'in projenileri b)
Paromomisinli tabaklarda T3, T4 ve T5 projenilerinin son hali
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SEKIL 4.11.4. a) TAP besi yerinde biiyimiis T6, T7 ve T8'in projenileri b)
Paromomisinli tabaklarda T6, T7 ve T8 projenilerinin son hali

Secilen tetradlar ve tiim projenilerin ¢iftlegsme tiirlerinin (+/-) belirlenmesi igin
ikinci adim olarak her bir projeni, yabanil tipler CC124 (-) ve CC125 (+) ile
ciftlestirildi. T1 ve T2 tetradlarinda, tam istenildigi gibi yar1 yariya (+) veya (-)
ciftlesme tiirleri tespit edilmistir ve bdylece birinci backcross (geri ¢arprazlama) elde
edilmistir. Tetratlara ait tim bilgiler; projenilerinin ¢iftlesme tiirleri, renkleri,
morfolojileri, insersiyon tespiti Tablo 4.11.'de verilmistir.

T1 projenilerinde; paromomisine direncli olan hiicreler kat1 kivamda ve koyu
yesildir, ayrica biri (+) ve biri (-) olan farkli ¢iftlesme tiirlerine sahip oldugu da
goriilmiistiir. T2 projenilerinde ise paromomisine diren¢li olan hiicreler T1'in aksine
akiskan kivamda ve agik renklidir, ayrica ¢iftlesme tiirleri yine birbirinden farklidir.
Genellikle direngli olan tetratlarda, projenilerin kati kivamda ve koyu yesil olmasi
beklenmektedir. T1 projenilerinde antibiyotige direngli olanlar koyu yesil ve kati
kivamdadir ve ayni zamanda bu o6zellikler T1/P1 ve T1/P3 de ki projenilerde hiicre
duvarlariin oldugunu da gostermektedir.

T1 ve T2nin projenilerinde gerceklesen bu fenotipik farklilik, sec23b
mutantinda insersiyon oldugunu gostermektedir ama birden fazla insersiyon olup
olmadig1 hakkinda heniiz tam bir bilgi vermemektedir. Daha sonraki ¢alismalarda, T1'in
projenilerinden tekrardan geriye carprazlama yapilarak en az ii¢lincii jenerasyona kadar
gidilip tek bir insersiyon olup olmadigi tespit edilebilmektedir.
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DNA izolasyonu ve PCR deneyleri, Tetrad 1'in (T1/P1, T1/P2, T1/P3, T1/P4)
projenilerinden yapilmistir. T1 projenileri ilk 6nce TAP besi yerinde biiyiitilmiislerdir
(Sekil 4.11.5).

SEKIL 4.11.5. T1 projenilerinin TAP besi ortaminda biiyiimiis hali
4.12. Tetradlarin PCR Sonuglari

T1'in tiim projenilerine ve yabanil tiplere (CC5325 ve CC125) DNA izolasyonu
yaptlmustir. Sekil 4.12.1'de gosterildigi iizere 24A primeri ile yapilan kontrol PCR'inda
hem projeniler hem de yabanil tipler bant vermistir.
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SEKIL 4.12.1. 24A primeri ile T1 projenilerinin ve yabanil tiplerin kontrol PCR
sonucu
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T1l'in aym sekilde tiim projenilerine 23B primeri ile de PCR yapilmistir,
paromomisine direngli olan T1/P1 ve T1/P3 projenileri beklenildigi tizere bant vermistir
(Sekil 4.12.2). Analiz edilen bu PCR deneyleri sonucunda elimizdeki tetradlarda
insersiyon oldugu tespit edilmistir.
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SEKIL 4.12.2. 23B primeri ile T1 projenilerinin ve yabanul tiplerin PCR sonucu
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TABLO 4.11. sec23b/CC125 Tetrad Analizleri Tablosu
Renk Koloni ParoR Ciftlesme Insersiyon
Morfolojisi Antibiyotik  Tiirii(+/-) Var/yok

Tetrad 1*

#1  Koyuyesil Kati Direngli + var
Projeni  #2  Acikyesil  Akiskan Olii - yok

#3  Koyu yesil Kati Direncli - var

#4  Acik yesil  Akiskan Olii + yok
Tetrad 2**

#1  Acikyesil  Akiskan Direngli +

#2  Acikyesil  Akiskan Direncgli -

#3  Koyuyesil Kati Olii -

#4  Koyu yesil  Kati Olii +
Tetrad 3

#1  Koyuyesil Kati Direngli -

#2  Koyuyesil Kati Direngli -

#3  Koyuyesil Kati Direngli -
Tetrad 4

#1  Koyuyesil Kati Olii +

#2  Koyuyesil Kati Direngli -

#3  Acikyesil  Akiskan Olii +
Tetrad 5

#1  Koyuyesil Kati Direngli

#2  Koyuyesil Kati Direngli

#3  Acikyesil  Kati Olii

#4  Acgik yesil  Akiskan Olii

#5 Koyuyesil Kati Direngli

#6  Koyuyesil Kati Olii
Tetrad 6

#1  Koyuyesil Kati Direngli -

#2  Koyuyesil Kati Direngli -

#3  Koyuyesil Kati Direngli -
Tetrad 7

#1  Acikyesil  Kati Olii +

#2  Koyuyesil Kati Direngli +

#3  Acikyesil  Kati Olii -
Tetrad 8

#1  Agkyesil  Akiskan Direngli

#2 Koyuyesil Kati Direngli

#3  Koyuyesil Kati Olii

#4  Koyuyesil Kati Olii

#5  Acgikyesil  Akiskan Direngli
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4.13. Hiicre Sayimlari

sec23b mutanti, CC124 ve CC5325'in hiicre sayimlari yapilmistir. TAP besi yerinde
tireme dongiisii kontrol edilen mutant ve yabanil tiplerde, hiicrelerin renkleri, {ireme
hizlar1 ve sayilar1 tayin edilmistir.

SEKIL 4.13.1. Yabanul tip, ebeveyn ve sec23b mutantinin sirasiyla giinlere ait renkleri
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Mililitreye 20.000 hiicreyle baslatilan baslangi¢ kiiltiirleri, standart hiicre
dongiisiine gore yavas yavas ilk once agik yesil tonlarinda iken giin gectikce ve
dongiiniin sonuna dogru hiicre Oliimlerinin yasanmasi ile koyu yesil bir renge
donmiistiir. Her bir 6rnekte 3. giin daha agik renk gozlemlenirken, 11. giine dogru hiicre
cogalmasi geriledigi ve oliimlerin baglamasi sebebiyle koyu yesil renk goézlemlenmistir
(Sekil 4.13.1.). 8. ve 11. giin aras1 hiicre sayimlarina gore, artik ¢ogalmadan ziyade daha
¢ok duragan bir faza ge¢ildigi i¢in yabanil tip, ebeveyn ve sec23b mutanti arasindaki
fark daha rahat gozlemlenmistir. sec23b mutanti, yabanil tip ve ebeveynine gore biraz
daha acik yesil renktedir. Boylece sec23b mutantinda bulunan insersiyonun, fenotipik
yapiy1 da etkileyebilecegi yorumu yapilmistir.

C. reinhardtii'de normal sartlarda yabanil tiplerde 12 milyona kadar ¢ikan
hiicreler gozlemlenmektedir, ancak sec23b mutantinda, hiicrelerin sadece 6 milyona
kadar ¢ikabildigi ve daha sonra hiicrelerde o6liimlerin baslamasiyla sayinin diistiigii
gozlemlenmistir. sec23b mutantinin, hiicre sayisi normal sartlardan daha az olarak
gozlemlendigi icin mutanttaki insersiyonun hiicre dongiisiinii de etkiledigi goriilmiistiir
(Sekil 4.13.2.).

Hiicre Sayimlari
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SEKIL 4.13.2. Yabanil tip, ebeveyn ve sec23b mutantinin sirasiyla giinlere ait sayim
grafigi
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5) SONUCLAR

Tamamlanan bu tez c¢alismasinda, Chlamydomonas Kiitliphane Projesi
(CLIiP) tarafindan {iretilen C. reinhardtii'ye ait sec23b insersiyonel mutantinin
karakterizasyonu yapilmistir. Hiicre ici trafikte gorev alan, COPII vezikiillerinin
olusumunda rol almasi tahmin edilen SEC23B geni, genel olarak canlilarda ve
calistigimiz model organizma olan C. reinhardtii'de bulunmaktadir. SEC23B proteini
tizerine biyoinformatik ¢alismalar ve sec23b mutanti iizerinde deneysel veriler elde
edilmis, insersiyonun sebep oldugu sonuglar incelenmistir.

C. reinhardtii‘deki SEC23B proteini i¢in yapilan biyoinformatik c¢alismalarda;
gene ait proteinin li¢ boyutlu ve sekonder yapisi, domain yapisi, bagka organizmalar ile
benzerlik oranlari, protein karsilagtirmalari vb. gibi sonuglar elde edilmistir. SEC23B
proteininin, baska organizmalar ile farkliliginin yaninda, paralogu olan SEC23A
proteiniyle bile benzerlik oranlarmin diisik ve domain yapilarinin farkli oldugu
gozlemlenmistir. SEC23A'da SEC24 ile baglanma bolgesi olup SEC23B'nin baglanma
bolgesinin heniiz tespit edildigine dair bir calismanin olmamasi da énemli sonuglardan
bir tanesidir. Bu karsilastirmalar sonucu ¢ikan farkliliklar, bagka caligsmalar i¢in de fikir
vermektedir.

Deneysel olarak; sec23b mutantinin ilk dnce DNA izolasyonu yapilmis, kendine
ait 23B ve kontrol primerleri ile PCR'lar1 kurulmustur. Yabanil tipler ile yapilan
karsilagtirma sonucunda elimizdeki sec23b mutantinda, ekson 13'de insersiyon oldugu
dogrulanmistir. Ardindan mutantin, mRNA iiretip liretmedigi veya ne kadar {irettiginin
belirlenmesi icin RNA izolasyonu ve RT-PCR'lar1 yapilmistir. Kullanilan ilk primerler
ile, sec23b mutantinda yabanil tiplere oranla daha az mRNA seviyesi tespit edilmistir,
yaptigimiz ¢aligma kantitatif degildir. Yeniden dizayn edilen ikinci primerler ile yapilan
PCR'da iiriin gériilmemistir. Bu sonug sec23b'de mRNA'nin olmadigini 6nermektedir,
fakat bu deneyin tekrar1 gerekmektedir.

Elimizdeki sec23b insersiyonel mutantinin olusturulmasi asamasinda aktarilan
gen kasetinde, fenotipik olarak seleksiyon yapilabilmesi i¢in, paromomisin
antibiyotigine dayanikli gen aktarilmistir. Mutant Orneklerinin dogrulugunun tespiti
icin, antibiyotikli besi yerlerine sec23b klonlari ekilmistir ve mutantlarin hepsi yasarken
yabanil tipler lmiistiir. Bu sonug elimizdeki mutantlarin dogrulugunu ve dogru 6rnekler
tizerinde devam ettigimizi gostermistir.

sec23b mutantinin hiicre sayimlari yapilmis ve yabanil tip ile karsilastirilmistir.
Mutanta ait hiicreler boyut olarak yabanil tipe gére daha kiiciiktiir. Mutant hiicrelerinin
tireme hiz1 ve lireyebildigi son sinir yabanillara gore daha diisiiktiir. sSec23b mutantinda
sekresyon islevinin olup olmadiginin belirlenmesi i¢in enzim aktivitesi testleri de
yapilmis ve arilsiilfataz, fosfataz aktivitelerine bakilmistir. Mutantlarda ozellikle
fosfataz aktivitesinin, ebeveyn susa (CC5325) gore daha az oldugu tespit edilmistir.
Mutant fosfataz aktivitesi yabanil tip (CC124) aktivitesi ile benzer miktarda
gorilmiistiir.

sec23b mutantinin projeni testi i¢in; ilk 6nce zigot olusturabilme yetenekleri ve
ardindan tetrat olusturmalar1 incelenmistir. Tetratlar olustuktan sonra projenilerin tayini
igin ¢iftlesme tipleri, fiziksel 6zellikleri (koloninin yapisi akiskan ya da kati olmasi),
hiicrelerin renkleri (agik ya da koyu yesil) vb. gibi 6zellikler incelenmistir. Mutantin
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zigot olusturma kabiliyetine ait herhangi bir problem gézlemlenmemis, agliitiinasyon ve
ciftlesme sorunsuz gerceklesmistir. Projenilerde mutasyonun bir sonraki nesile aktarilip
aktarilmadiginin tayini igin, % 50-50 fenotip veren projenilerden DNA izolasyonu ve
PCR'lar yapilmistir. Tetratlar arasinda renk ve morfolojik olarak farkliliklar
gorilmiistiir.

Literatiirde C. reinhardtii tizerinde hiicre igi trafik konusunda yapilan ¢alisma
goriilmemektedir. Ozellikle SEC23B geni iizerine yapilan fonksiyonel calisma
bulunmamaktadir. Tamamlanan tez ¢calismasi, bu gen modeli iizerine yapilmis olan ilk
caligmadir. Bu nedenle, burada sunulan sonuglar biiyiik bir dikkatle yorumlanmalidir.
C. reinhardtii ideal bir model organizmadir ve hiicre i¢i trafik konusunda da bu
organizma ile ¢aligmanin bir ¢ok avantajlar1 olacaktir. Bu projeden elde ettigimiz
veriler hiicre i¢i trafik konusundaki bilgi birikimini artirmistir. Bu proje ve
laboratuvarimizda planlanan diger projelerden elde edecegimiz verilerle COPII
vezikiilleri hakkinda bilgi birikimini arttirmak hedeflenmektedir. Bu veriler, hem
temel bilimsel arastirmada bilgi birikimine katkida bulunacak, hem de biyoteknoloji
uygulama alanlarinda kullanilacaktir.
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