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OZET

BiR PERISENTROMERIK ADAPTOR PROTEINI OLAN SUGOSININ MAYOZ
BOLUNME SIRASINDA OLUSAN SiLiCi PERISENTROMERIK
KROSOVERLARI NASIL ENGELLEDIGININ ARASTIRILMASI

DOKTORA TEZi
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(TEZ DANISMANI: PROF. DR. SERAP DOGAN)
(ES DANISMAN: PROF. DR. ADELE MARSTON)
BALIKESIR, TEMMUZ - 2020

Hiicre boliinmesi esnasinda kromozomlar yeni olusan hiicrelere dogru bicimde
paylastirilmalidir. Ciinkii, boliinme esnasinda olusabilecek hatalar, Down sendromu gibi
dogumsal hasarlarda goriilen andploidiye sebep olabilirler. Bu ¢alismada, bir
perisentromerik adaptor protein olan sugosinin (Sgol), kardes kromatid kohesyonuna hasar
verebilen ve andploidi riskini arttirabilen silici perisentromerik krosoverlarin
Oonlemesindeki roliiniin ve mekanizmasinin arastirilmasi amaclanmistir. Basit dkaryotik
organizmalarda bile dikkat ¢ekici bir sekilde evrimsel olarak molekiiler diizeyde korunan
kromozom ayrilma mekanizmalar1 hakkinda temel bilgiler elde etmek i¢in, deneysel olarak
izlenebilir maya hiicreleri (Saccharomyces cerevisiae) model sistem olarak kullanilmistir.
Sgol ve efektor proteinlerin perisentromerik krosoverlari 6nlemedeki roliinii arastirmak
icin, klonlama yontemleri ve genetik analizler kullanilarak hedef geni susturulan ve/ veya
istenilen mutasyonlara sahip suslarin olusturulmasindan sonra floresan krosover haberci
testi gercgeklestirilmistir. Protein komplekslerinin perisentromerik lokalizasyonlariin
analiz edilmesi i¢in Sgo1 sekansinda nokta mutasyonlari olusturulmus (D519N ve P390H)
iki farkli sus kullanilarak kromatin immiinopresipitasyonu gerceklestirilmistir. Mitoz ve
mayoz sirasinda komplekslerin perisentromere ¢ekilme siirecinin de tespiti floresanli canli
hiicre goriintiilemeleri ile saglanmistir. Bu ¢alismanin sonuglarina gore, Sgol'in efektor
proteini olan protein fosfataz 2A'y1 perisentromere gekerek perisentromerik krosoverlari
onledigi ve her ikisinin de erken mayoz boliinmede eksprese edildikleri belirlenmistir.
Sgol’in diger efektor proteinlerinin (kondensin ve/ veya Aurora-B gibi) perisentromerik
krosover dnlemedeki rolleri bulunamamistir ama incelenen iki farkli nokta mutasyonunun
Sgol'in sentromerik lokalizasyonunun bozulmasina sebep oldugu desifre edilmistir. Ayrica
Sgol'in, perisentromerik krosoverlar1 bir kohesin ayirma faktorii olan Rad61 / Wpl1'e karsi
koyarak dnlemedigi sonucuna da ulasilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Sugosin, perisentromer, krosover, andploidi.

Bilim Kodlar1 : 20316, 20326, 20606, 20610 Sayfa Sayis1 : 91



ABSTRACT

INVESTIGATION OF HOW THE PERICENTROMERIC ADAPTOR PROTEIN,
SHUGOSHIN, PREVENTS DELETERIOUS PERICENTROMERIC
CROSSOVERS DURING MEIOSIS

PH.D THESIS
BEGUMHAN YILMAZ KARDAS
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF. DR. SERAP DOGAN )
(CO-SUPERVISOR: PROF. DR. ADELE MARSTON )
BALIKESIR, JULY - 2020

Chromosomes must be accurately partitioned to daughter cells during cell division because
errors in this process cause aneuploidy seen in birth defects like Down’s Syndrome. This
study aims to understand the role and mechanisms of the pericentromeric adaptor protein,
shugoshin (Sgol), to prevent deleterious pericentromeric crossovers which can cause
disturbance in sister chromatid cohesion and an increased risk of aneuploidy. To gain
fundamental insight into mechanisms of chromosome segregation which are remarkably
conserved, even in simple eukaryotic organisms at the molecular level, the experimentally
tractable yeast (Saccharomyces cerevisiae) was used as a model system. To investigate the
role of Sgol and effector proteins to prevent pericentromeric crossovers, fluorescent
crossover reporter assay was used after development of yeasts with target gene knockout
and/ or mutations by using cloning methods and genetic analyses. Chromatin
immunoprecipitation was performed to analyze recruitment of protein complexes to the
pericentromere using two different strains with point mutations in Sgo1 sequence (D519N
and P390H). Fluorescent live cell imagings were also done to monitor recruitment of
complexes to the pericentromere during mitosis and meiosis. According to the results, it
was concluded that Sgol prevents pericentromeric crossovers by recruiting its effector
protein protein phosphatase 2A to the pericentromere and it was determined that they are
both expressed in early meiosis I. Although the exact mutation in Sgol causing a defect
only recruiting other possible effector proteins like condensin and/or Aurora-B to
centromere couldn’t be found, it was deciphered that two different point mutations studied
here caused a disrupted localization of Sgol to centromere. It was also observed that Sgol
does not prevent pericentromeric crossovers by counteracting the cohesin removal factor,
Rad61/Wpl1.

KEYWORDS: Shugoshin, pericentromere, crossover, aneuploidy.
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1. GIRIiS

Tim okaryotlar ¢cogalmak i¢in biiylimeye ve bdlinmeye ihtiyag duyarlar, bunun igin de
hiicre dongiisiine girerler. Farkli fazlara ayrilmis olan hiicre boliinmeleri yiiksek
Okaryotlarda daha karmasik olsa da evrimsel olarak biiyiik 6l¢iide korunmustur. Mitotik
hiicre dongiisiinde, atasal bir hiicre iki yeni (tipatip ayni) hiicre olusturmak i¢in kendini
kopyalar. Uremek icin ise diploid hiicrelerden haploid hiicrelerin mayoz béliinme ile
olusturulmasi gerekmektedir. Mayoz boliinmede kromozomlar iki katina ¢ikarildiktan sonra
mayoz | ve mayoz II olarak bilinen iki ayri kromozom ayrilma olay1 ger¢eklesmektedir.
Mayoz I esnasinda babadan ve anneden gelen kromozomlar (homologlar) ayrilirken, mayoz

II’de mitoz bdliinmede oldugu gibi kardes kromatidler ayrilmaktadir [1].

Andploidi, haploid setten sapmis kromozom sayisini ifade etmektedir ve kanserde ya da
hiicre gelisimindeki hiicre fonksiyon anomalileriyle baglantili oldugu bilinmektedir [2].
Ureme esnasinda bu durum diisiik, gebelik sonlanimi ve insanlarda en ¢ok bilinen Trizomi
21 (Down Sendromu), Trizomi 13 (Patau Sendromu) ve Trizomi 18 (Edward Sendromu)
gibi dogumsal hasarlara sebep olmaktadir [3]. Bu sebeple, mayoz sonrasinda her bir haploid

hiicrede esit ve dogru miktarda DNA bulunmasi sarttir.

Hiicre boliinmesi mekanizmalarini tam olarak anlamadan hastaliklarin ve/ veya dogumsal
hasarlarin sebepleri hakkindaki sorulara cevap iiretmek imkansizdir. Ciinkii, tim canh
organizmalarin bilylime ve ¢ogalmasinin bagli oldugu her bir hiicre boliinmesi esnasinda
hiicre igerigi olusacak yeni hiicrelere esit ve dogru bi¢imde dagitilmalidir [1]. Bu
mekanizmalarin hatali diizenlenmesinin hiicrelerde/ viicutta hasarli ve hatta 6liimciil etkileri
olabilir. Ciinkii, hiicre dongiisiindeki DNA hasar1 ve mutasyonlar gibi diizeltilmemis hatalar
ya da yanlis kromozom ayrilmasi ve andploidi, genomik dengesizlige sebep olmaktadir ki

bu da kanser gibi birgok hastaligin karakteristik 6zelligidir [4].

1.1 Hiicre Dongiisii

Aktif olarak boliinen hiicreler, belirlenmis bir program dogrultusunda DNA replikasyonu
gerceklestirir ve ana hiicrenin kromozom igerigine sahip iki yeni hiicre olusturur. Hiicre
dongiisii G1 adi verilen faz ile baglar. Bu fazin amaci hiicrenin yeteri kadar biiylimesi ve
DNA replikasyonuna hazirlanmasidir [5]. G1 fazinda bir kontrol noktas1 bulunur. insan

hiicrelerinde bu kontrol noktasinin adi restriksiyon noktasidir. Eger ortamda yeterli biiylime



faktorii varsa hiicreler bu kontrol noktasindan gecer ve hiicre dongiisiine devam eder. Eger
bliylime faktorii bulunmuyorsa hiicreler yeterli sinyal gelene kadar ¢ogalmadan bekledikleri
GO fazina girerler. Tomurcuklanan mayanin G1 fazindaki restriksiyon noktasina ise “start”
denir. Bu noktada maya hiicreleri, ortamdaki besin miktarint ve eslesme ihtimalini
degerlendirir. Eger ortamda karsi cinse ait bir feromon var ise hiicre G1 sathasinda tutuklanir
ve boliinmeye devam etmeden eslesmeyi bekler [6]-[8]. G1 fazindan gegen hiicreler ise S
fazina girer ve bu fazda DNA’nin replikasyonu gergeklesir. Daha sonra da hiicreler G2

fazina girer ve daha fazla biiyiiyerek M fazina (mitoz) hazirlanirlar.

Hiicre dongiisiinde fazlar arasindaki gegisler siklin bagimli kinazlar (CDK'’lar) ile
diizenlenir. Bu kinazlar da aktivitelerini gerceklestirebilmek icin siklinlere ihtiya¢ duyarlar.
Siklin- CDK kompleksleri de birgok substrati fosforile ederek hiicre dongiistiniin her bir
basamagina 0zgii olaylar1 aktive veya inaktive ederler [9]. Tomurcuklanan mayada, S
fazinda Clb5 and CIb6 siklinleri CDK (Cdc28) ile beraber gorev alirken, Clbl, Clb2, Clb3
ve CIb4 siklinleri ise mitotik fazda gorev alirlar [10].

1.2 Mitoz Béliinme

Mitoz boliinme, her bir kromozomda bulunan replike olmus DNA molekiillerinin G2
fazindan sonra esit bir sekilde iki ¢ekirdege ayrilmasi ile gergeklesen niikleer boliinmedir.
Ik énce gekirdek zar1 parcalanir ve kromozomlar kondanse olur. Tomurcuklanan mayada
ise ¢ekirdek zar1 pargalanmaz ve mitotik ag cekirdek iginde olusur [11]. Kromozomlar
tamamen kondanse olduktan sonra, zit kutuplardan gelen mikrotiibiiller, sentromerlerinde
bulunan kinetokor proteinlerine baglanir. Kromozomlar daha sonra mitotik agin merkezine
dogru hareket eder ve tiim kromozomlar merkezde dizildiginde kardes kromatidler hiicrenin
z1t kutuplarina dogru ¢ekilirler. Daha sonra, kromozomlar etrafinda yeni ¢ekirdek zar1 olusur
ve sitoplazmanin iki yeni hiicreye esit miktarda sitoplazma igerigi paylastirarak boliinmesi
olay1 olan sitokinez meydana gelir. Mitoz boliinme ve sitokinez sonucu olusan iki yeni hiicre
de tipatip aymi genetik igerige sahiptir. Mitoz boliinme, hem haploid hem de diploid
hiicrelerde gerceklesir [12].

1.2.1 Mitoz Boliinme Esnasinda Kardes Kromatid Kohezyonu
Mitoz boliinme esnasinda kromozomlarin rastgele ayrilmamasi ve dolayisiyla andploidinin
ortaya ¢ikmamasi, kardes kromatidlerin mitotik ag tarafindan olusturulan kuvvete karsi

gosterdigi direng sayesindedir. Bu direnci de kardes kromatidlerin fiziksel olarak
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baglanmasini saglayan halka seklinde bir protein kompleksi olan kohezin saglar [13].
Kohezinler tomurcuklanan maya kromozomlarina G1 fazinin sonunda baglanir [14] ama
kardes kromatidleri bir arada tutma gorevini ancak S fazinda, kardes kromatidlerin
replikasyonu tamamlandiktan sonra, gergeklestirmeye baslar [15]. Kondensin adi verilen bir
diger protein de kromozomlara kompakt ¢ubuk seklindeki yapilarini vererek mikrotiibiiller

tarafindan yakalanmalarini ve dogru bi¢imde ayrilmalarini saglar [13].

Kohezin ve kondensin, sentromeri ¢evreleyen kromozom bdlgesi olan perisentromerde
yiiksek miktarda bulunur ve hem maya hem de memelilerde kardes kromatidlerin ayrilmasi
esnasinda en siddetli kuvvete maruz kalan perisentromerik kromatinin yapisi i¢in hayati
onem tasirlar. Kondensinin kromatini ag dogrultusunda sikilastirmasi, kohezinin de
kromatinin bagka yonlere rastgele dagilmasini Onlemesi, perisentromerik kromatinin ag

kuvvetlerine kars1 direngli kalmasini1 saglamaktadir [13], [16]-[20].

Tomurcuklanan mayalarda S fazinda kohezinlerin asetillenmesi ile baslayan kardes
kromatid kohezyonu anafaza kadar devam eder ve separazlarin kohezinleri kesmesi ile son
bulur. Omurgalilarda ise, kohezin iki adimda ayrilir. Birinci adim profaz yolagi olarak
adlandirilan bir mekanizma ile, ikinci adim ise anafazda separazlar ile gerceklesir [21].
Profaz yolaginda kohezinin kromozom kollarindan ayrilmas: Wapl ismi verilen bir protein
(mayalardaki homologu Rad 61°dir) sayesinde ge¢ G2 veya prometafazda gergeklesir [21],
[22]. Omurgalilarda ayrica bir Wapl antagonisti olan sororin proteini bulunmaktadir. Aurora
B ve Cdkl tarafindan fosforillenen sororin inaktif hale gelir ve Wapl’in aktivitesini
engelleyemez, boylece kohezinler kromozom kollarindan ayrilir [22], [23]. Ancak, profaz
yolaginin gergeklesmesini saglayan fosforilasyonlar sentromerde sugosin ve protein fosfataz
2A (PP2A) tarafindan engellenmektedir. Bunun sonucunda da kardes kromatid kohezyonu

metafaza kadar korunmaktadir [23].

1.2.2 Kromozomlarin Metafaz Plakasina Yerlesmesi
Tim Okaryotlarda anafaz baslamadan once kromozomlar, iki kutuba da esit mesafede
bulunan merkezdeki metafaz plakasinda bulusurlar. Bunun i¢in zit kutuplardan gelen

mikrotiibiillerin sentromerde bulunan kinetokor proteinine baglanmasi gerekmektedir [24].

Mikrotiibiillerin kinetokorlara dogru olarak baglanmasi hem kromozomun yapisal 6zelligine

(kohezin ve kondensin tarafindan saglanmis) hem de olusan gerilime baghdir [13]. Eger
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yeterli gerilim saglanamamigsa mikrotiibiil ve kinetokor arasindaki bag destabilize edilerek
dogru baglanmanin saglanmasi i¢in tekrar sans verilir. Bu hata diizeltme yolaginda gorevli
olan proteinler Sgol ve kromozomal gegis kompleksinin (CPC) bir iiyesi olan Aurora B
kinazdir (Ipll). Gerilimsiz bir baglant1 gerceklesmis ise Sgol, Ipl1’in sentromerde kalmasini
saglarken, Ipll de dis kinetokordaki bir¢ok substrati fosforilleyerek mikrotiibiille olan
baglantiyr koparir [25], [26]. Ayrica Sgol, Kondensin’i de perisentromere getirerek
Kinetokorlarn zit kutuplardan gelen mikrotiibiillere baglanmaya meyilli olmalarini

saglamaktadir [26].

1.2.3 Anafaz

Kardes kromatidlerin bioryantasyonu saglandiktan sonra anafaza giris i¢in iki 6nemli olay
meydana gelmektedir. Birincisi APC/C’nin (anafaz wuyarict kompleks/ siklozom)
aktiflesmesidir, ikinci de kohezin halkalarinin kesilmesidir. Bunlarin sonucunda

kromzomlarin ayrilmasi gergeklesir.

APC/C, mayadan insana kadar evrimsel olarak korunmus ve birden fazla birimden olusan
bir E3 ubikuitin ligazdir. APC/C, kardes kromatid ayrilmasini saglayan normal hiicre
dongiisii i¢in ve mitozdan ¢ikis igin gereklidir [27]. APC/C aktivitesi, regiilator
proteinlerinin (Cdc20 veya Cdh1’in) varligina baglidir. Mikrotiibiil baglantisinin dogrulugu
kontrol edildikten sonra, yiiksek miktardaki Cdkl, APC/C’nin Cdc20’ye baglanmasini
saglar. Aktive olan APC/C, separaz proteinlerinin inhibitorii olan  sekiirinin
ubikitinasyonunu saglayarak ortamdan ceker. Boylece serbest kalan separaz, kohezin

halkalarin1 Sccl biriminden keser ve anafazin gergeklesmesini saglar [28].

1.2.4 Mitozun Bitisi

Mitozun bitisi i¢in mitotik siklinlerin yikimi (inaktivasyonu) ve mitotik kinazlarin sebep
oldugu fosforilasyonlarin fosfatazlar ile defosforile edilmesi gerekmektedir. Tomurcuklanan
mayada APC/C, Cdc20 ile aktive olduktan sonra S faz siklini CIb5 ve mitotik siklin C1b2’nin
bazilarinin yikilmasini saglamaktadir. Anafazin sonunda da Cdcl14 (fosfataz), APC/C’nin
aktivatorii olan Cdh1’i defosforilize etmektedir ve APC/C®" mitotik siklinleri tamamen

yikarak mitozdan ¢ikisi saglamaktadir [29]-[32].

Anafaza kadar Cdc14, niikleulus igerisinde, inhibitorii Net1’e bagli halde ve inaktif (fosforile
olamamis halde) durmaktadir. FEAR (Cdcl14 erken anafaz salinim yolagi) ve MEN (mitotik
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cikis yolagi) adi verilen iki yolak sayesinde sirasiyla erken ve ge¢ anafazda Cdcl4’iin
niikleulustan disar1 salinimi gergeklesir. Iki yolakta da Cdcl4, Netl’in fosforile olmasi

sonucu aktiflesmektedir [33].

Erken anafazda Cdc14’iin salinmasini saglayan FEAR yolaginda separaz, separaz baglanma
proteini SIk19, polo benzeri kinaz Cdc5, Spo12, replikasyon ¢atali engelleme proteini Fobl,
diizenleyici birimi olan Cdc55’e baglanmis PP2A, Zds1, Zds2, H2B ubikitinasyonu ve H3
metilasyonu gibi histon modifikasyonlar1 ve CIb1/Clb2 siklinleri ile iliskili CDK’lar gorev
almaktadir [34]. Anafazdan 6nce inaktif halde bulunan Cdcl4’iin inhibitorii ile olan
baglantisin1 Fob1’in stabilize ettigi bilinmektedir. Anafaz esnasinda gergeklesen APC/C
aktivasyonu da separazin inhibitdrii olan sekiirinin pargalanmasina ve separaz-SIk19
kompleksinin aktiflesmesine sebep olmaktadir. Separaz- SlIk19 kompleksi ise Zdsl ve
Zds2’nin de  rol aldign bir mekanizma ile PP2ACY5nin fosfataz aktivitesini
engellemektedir. Boylece Clbl1-CDK ve CIb2-CDK, Netl’i fosforile edebilir hale
gelmektedir. Clb1-CDK ve CIb2-CDK ayni zamanda Spol2’nin de fosforilasyonundan
sorumludur. Netl’in fosforilasyonu Cdc14 ile olan baglantiya hasar verirken Spol2’nin
fosforilasyonu Fob1’in Cdc14-Netl kompleksinden ayrilmasina sebep olmaktadir. Cdc5 de
Cdcl14’iin niikleulustan ¢ikisi i¢in gereklidir. FEAR yolaginda kromozom ayrilma
mekanizmasinin iki diizenleyicisi olan Separaz ve Cdc5 yer almaktadir. Bunun sayesinde
FEAR yolagi ve kromozom ayrilmasi arasinda koordinasyon saglanir. Metafaz- anafaz
gecisinde separazin aktiflesmesi hem kromozom ayrilmasini hem de FEAR yolaginin
aktivasyonunu baglatarak Cdc14’{in genomun boliisiilmesinden daha 6nce aktiflesmemesini
saglar. Ayrica separaz, FEAR yolak aktivasyonunun sekiirinin stabilize olmasina neden olan

mitotik ag hasarlari ve DNA hasari gibi durumlara duyarli olmasini da saglamaktadir [34].

Anafazin sonunda ise Netl’in fosforilasyonunu saglayan Cdk1’lerin (Clb1- CDK) azalmasi
sonucu hiicreler MEN yolagina girerler ve Cdc14’iin tamamen aktive olmasi saglanir. MEN
yolagi GTPazlarin yardimiyla ilerleyen bir sinyal yolagidir. MEN yolaginin baslangicini
saglayan kiigiik bir G proteini olan Teml aktive olduktan sonra, Cdcl5 protein kinazin
aktivasyonunu saglayarak Dbf2-Mob1 kinaz kompleksinin fosforile olmasini saglar. Dbf2-
Mobl kompleksi de Cdc14’ii niikleus lokalizasyonunu saglayan sekansinin yakinlarindan
fosforile eder ve Cdc14’iin sitoplazmada kalmasini saglar. Normal bir hiicre dongiisiinde,
Bub2- Bfal kompleksi Cdc5 polo kinaz tarafindan gergeklestirilen fosforilasyonlar ile
inaktif hale getirilene kadar MEN yolagini inhibe eder. Mitotik ag pozisyonu kontrol
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noktasiin uyarilmasi sonucunda ise Bfal, Kin4 kinaz tarafindan fosforile edilir. Boylece
Kin4, Bfal’in Cdc5 tarafindan fosforile edilerek inhibe olmasini engelleyerek (Bub2- Bfal
kompleksinin aktif kalmasin1 saglayarak) MEN aktivasyonunu inhibe etmis olur. Sonug
olarak MEN yolagi mitotik ag kontrol noktasindaki uyar1 bitene kadar inaktif halde tutulur
ve mitotik agin dogru hizada uzamasi saglanmadan mitozun bitmesine izin verilmez [33],

[35].

Omurgalilarda da mitozdan ¢ikis siklinlerin yikimi ile baslar. Anafaz bagladiginda Siklin B1
hemen ve tamamen yikilir. Ayrica, regiilator BS5 protein birimlerine bagli PP1 ve PP2A
fosfatazlar1 da CDK, PLK1 ve Aurora B gibi kinazlarin sebep oldugu fosforilasyonlar:
defosforilize ederek mitozdan ¢ikisi saglar [36], [37].

1.3 Mayoz Boliinme

Eseyli iireme esnasinda iki gamet bir araya gelir ve genomlarini birlestirerek yeni
jenerasyonu olustururlar. Yeni olusan jenerasyonda genetik igerigin iki katina ¢ikmamasi
icin atasal hiicrelerde genomun kopya sayisi1 yariya indirilmelidir. Bunu da mayoz béliinme

saglar.

Mayoz bdliinme ve mitoz boliinme arasindaki en 6nemli fark kromozom sayisinin iki katina
cikarilmasindan sonra gergeklesen kromozom ayrilma adimlaridir. Mitotik hiicreler
kromozomlar1 bir adimda ayirirken, mayoz boliinmede kromozomlar iki adimda ayrilirlar

(mayoz | ve mayoz Il).

Mayoz II, mitoz boliinmeye c¢ok benzemekte iken, mayoz I’de Onemli farkliliklar
bulunmaktadir. Mayoz 1 esnasinda, biri anneden digeri babadan gelen homolog
kromozomlarin ayrilmasi gergeklesir. Bir S fazi sonrasi iki kromozomal boliinme arka
arkaya gerceklestigi icin mayoz boliinme sonucunda dort hiicre olusur ve olusan her bir

hiicrede ata hiicrenin kromozom sayisinin yarisi bulunur [38].

Mayoz I’de homolog kromozomlarin dogru ayrilabilmesi i¢in Onemli bazi olaylar
gergeklesmektedir. Birinci 6nemli olay homolog kromozomlarin birbirine bagli durmasidir.
Tomurcuklanan mayada mayotik rekombinasyon, kiyazma olusturarak homolog
kromozomlarmnin birbirine bagli durmasi saglar [25]. Ikinci 6nemli olay kardes

kromatidlerin mayoz I’de ayni1 kutuba ayrilmasidir. Monopolin olarak bilinen bir protein
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bunu saglar [39]. Ugiincii 6nemli olay da perisentromerik kohezin halkalarinin mayoz II’ye

gelene kadar kardes kromatidlerin arasindan ayrilmamasidir [25].

1.3.1 Mayoza Giris

Tomurcuklanan mayada mayoza giris karar1 birgok faktore baghdir. Eger ortamda fermente
edilebilecek karbon kaynagi yoksa ve azot kithigi varsa hiicre mayoza girer. Ayrica, hiicrenin
mayoz boliinme gegirebilmesi i¢in diploid olmasi (Mata/Mate) ve mitokondrisini
kaybetmemis olmasi gerekmektedir. Bu faktorlerin hepsini IMEL promotoru kontrol eder ve
bu genin ekspresyonu hiicrenin mayoza girisini direk ve indirek olarak diger mayotik genleri

uyararak saglar [40].

Mayoza girisi saglayan bir diger unsur da vejetatif biiyiime icin gerekli olan genlerin
baskilanmasidir. Bilindigi iizere mitotik hiicre dongiisii CDK- siklin kompleksleri ile
diizenlenmektedir. Hiicre mayoza girerken bu CDK- siklin komplesleri inaktive edilmelidir.
Ancak, DNA replikasyonu i¢in de CDK- siklin komplekslerine ihtiya¢ vardir. Pre- mayotik
DNA replikasyonunun gergeklesebilmesi igin, mitotik CDK- siklin komplekslerinin IME2
geni ile diizenlenmesi gerekmektedir. Ime2, CDK benzeri bir kinazdir ve S fazina giris i¢in
gerekli olan CDK- siklin (Cdc28-Clb5/6) kompleksinin aktivasyonunu saglar. Mayozun
temel diizenleyicisi olan IME1, IME2’nin ekspresyonunu saglar [40], [41]. IME4 adi verilen
diger bir gen ise mRNA’da bulunan adenozin bazimi metilleyerek N-6-metiladenozin
olusturan metiltransferaz enzimini kodlar ve tomurcuklanan mayalarda mayoza gecis i¢in

gereklidir [42], [43].

1.3.2 Pre-mayotik S Fazi

Mayotik rekombinasyon, homologlarin eslesmesi ve sinaptonemal kompleks (SC) olusumu
gibi homolog kromozom etkilesimleri igin S fazi1 ¢ok onemlidir [44]-[46]. Ciinki, bir
transesteraz sporulasyon proteini (Spoll) tarafindan gergeklestirilen programli DNA ¢ift
zincir kiriklarinin olusturulmasi, S fazinda gergeklesen DNA sentezinden hemen sonra
basglar ve bu olay mayotik rekombinasyonun baslangicini belirler [44], [46]-[48]. S fazinin
gecikmesi gibi bir durumda, SC ve ¢ift zincir kiriklarinin olusumunda da gecikmeler
gortilecegi bilinmektedir [45], [46]. Rekombinasyon ve homolog kromozom eslesmelerinin
gerceklesmesi icin S fazinin gerekliligi, kohezinlerin bu fazda fonksiyonel hale gelmesi ile
iliskilendirilmistir [15], [46].
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1.3.3 Profaz |
Mayoz esnasinda, homolog kromozomlar rekombinasyon ile genetik malzeme degisimi
yaparak genetik ¢esitliligi saglarlar. Bu olay leptoten, zigoten, pakiten, diploten ve diyakinez

ad1 verilen fazlara ayrilmis profaz I esnasinda meydana gelir [49].

Premayotik replikasyon sona erdiginde (kromozom sayisi iki katina ¢iktiktan sonra, leptoten
fazinda) kohezinler kardes kromatidleri bir arada tutarak Redl, Hopl, kohezinler ve
kondensinlerden olusan bir kardes kromatid axisi olusturur [49]. Tomurcuklanan mayada,
mayoza 6zgli ZMM proteinleri (Zipl, Zip2, Zip3, Mer3, Msh4, Msh5, Spo22/Zip4 ve
Spol6) erken mayoz I’de eksprese edilmektedir ve homolog kromozomlar arasindaki
sinapsisi kurar. Eslesen homolog kromozomlar arasinda olusan fermuar benzeri SC yapist,
eslesmis kromozomlarin birbirine yaklagmasini saglayarak sinapsisi desteklemektedir.
Sinapsis tamamen olustuktan sonra pakiten fazinda homolog kromozomlar arasinda

krosover olusur ve genetik icerigin degisimi saglanir [49].

1.3.3.1 Mayotik Rekombinasyon

Mayotik profaz sirasinda, her biri bir kardes kromatid ¢ifti tarafindan temsil edilen homolog
kromozomlar, ilk mayotik boliinmedeki ayrigmalarina hazirlik olarak birbirine baglanir. Bu
baglantilar genellikle iki homolog iizerindeki tamamlayict DNA bélgelerinin birbirleriyle

etkilesime girdigi homolog rekombinasyona baghdir.

Cogu organizmada, mayotik DNA rekombinasyonunun iki ana sonucu vardir: ya krosover
olusturmayan (non-krosover) ama homologlarin eslesmesini desteklemeye yardimci olan
(kalic1 olmayan) bir interhomolog baglanti olusur, ya da homolog kromozomlarin ayrilmasi
i¢in ¢ok 6nemli olan ve gii¢lii bir interhomolog baglant1 saglayan bir krosover olay1 (genetik
rekombinasyon) gergeklesir. Krosover olusturma/ olusturmama karari, her bir homolog
ciftinin en az bir krosovera sahip olmasini ve her bir krosoverin kromozomlar iizerinde

birbirinden uzaga dagilma egiliminde olmasini saglamak i¢in titizlikle kontrol edilir.

Mayotik rekombinasyon, DNA c¢ift sarmalinin her iki zincirindeki bir¢ok bolgenin Spoll
enzimi tarafindan kesilmesi ile baslar. A¢ikta kalan DNA 5’ uglari tekrar kesilir (rezeksiyon)
ve ortaya ¢ikan (¢ikint1 yapan) 3’ tek zincirleri Rad51 ve Dmc1 rekombinazlari ile kaplanir.
Sonugta ortaya ¢ikan protein-DNA filamentleri (zincir-aktarma kompleksleri) baska bir ¢ift

zincirli DNA'y1 istila etme ve DNA dizisinin tamamlayici bolgelerini tarama kabiliyetine
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sahiptir. Mayozda, bir homologdan gelen zincir diger homolog kromozomun bir kromatidini
isgal etmekte iken, kardes kromatidler iizerindeki 6zdes diziler arasindaki rekombinasyon
baskilanmaktadir. Istilac1 filament homolog kromozomdaki tamamlayici zincirle eslesir ve
D-halkas1 olarak bilinen bir yer degistirme dongiisii olusturur. Bu asamada, krosover

olusturma ya da olusturmama karar1 verilir.

Krosover olusturmayacak bolgelerde DNA onarim enzimleri istilact zinciri 3’ ucundan
uzatir, fakat istilact zincir sonunda ayrilir ve geldigi kromatide geri déner. DNA onarim
proteinleri daha sonra bosluklari doldurur ve artik diger homolog kromozomla iliskisi

kalmayan saglam bir kromozom iiretir.

Krosover olmasi planlanan bolgelerde ise ilk once istilact zincir tek uglu istila adi verilen
sabit bir kompleks olusturur. Daha sonra D-halkasi orjinal ¢ift zincir kiriginin olustugu
yerdeki diger tek zincir ucuna dogru genisler. DNA sentezi ve ligasyon bosluklari doldurur
ve olusan yeni yapiya ¢ift Holliday baglantisi adi verilir. DNA kesim reaksiyonlar1 ve DNA

tamir mekanizmalari ile bu yap1 krosovera doniistir [5].

1.3.3.2 Perisentromerik Krosoverlarin Zararlari

Hig¢ krosover gergeklesmeyen veya az sayida gerceklesen hiicrelerde mayoz I esnasinda
homologlarin ayni kutuba gitmesi ve mayoz II’de esit ayrilma gerceklesmesi durumu siklikla
gozlenmektedir. Bu durumda yeni olusan iki hiicrede iki kromozom kopyas1 bulunurken,
diger iki hiicrede hi¢ kromozom bulunmaz. Ornegin, insanlarda gériilen Trizomi 21 (Down),
Trizomi 15, Trizomi 16 ve Trizomi 18 gibi sendromlarin da siklikla mayotik

rekombinasyonun az sayida olmasi sebebiyle gergeklestigi bilinmektedir [50]-[52].

Krosoverlarin sentromer yakinlarinda ger¢eklesmesi, hi¢ krosover ger¢eklesmemesi kadar
tehlikelidir ve kromozomlarn dogru ayrilmamasina sebep olabilir. Perisentromerde
gerceklesen krosoverlar bu bdlgedeki kohezyona zarar verebilmektedir ve dolayisiyla
kinetokorlarin ag kutuplarma yénlendirilmesinde hasara sebep olmaktadir. Insanlarda
anneden gelen cinsiyet kromozom trizomilerinin bir¢ogunda sentromerde ve yakininda
krosoverlarin gergeklestigi bilinmektedir [52]-[54]. Tomurcuklanan mayada ise mayoz I’de
olusan kromozom ayrilmama hasarlarinin  yaklastk % 60’min  perisentromerik
rekombinasyonlardan kaynaklandigi bilinmektedir [52], [55]. Ayrica, tomurcuklanan

mayada sentromer yakinindaki krosoverlarin kardes kromatidlerin erken ayrilmasina sebep
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oldugu, bunun sonuclarinin da hem mayoz I’de hem de mayoz II’de gozlenebilecegi
bilinmektedir. Kardes kromatidlerin erken ayrilmasi durumunun ileri yas sebebiyle ortaya
¢ikan trizomilerinin ¢ogunda gozlendigi bilinmektedir. Perisentromerik krosoverlarin ayrica
mayoz II’de ayrilmamaya da sebep olabilecegi bilinmektedir. Bunun sonucunda, iki hiicrede
olmas1 gerektigi gibi birer kardes kromatid bulunurken, bir hiicrede iki kardes kromatid
bulunur ve bir hiicrede de hi¢ kromozom bulunmaz. insan hiicrelerinde meydana gelen

kromozom ayrilmama olaylarinin yaklasik % 22’sinin bu tiir hasarlardan meydana geldigi

bilinmektedir [3], [52].

1.3.4 Perisentromerik Kohezyonun Saglanmasinda Sugosin Proteinin Gorevi

Sugosin proteini (Saccharomyces cerevisiae’da Sgol, Schizosaccharomyces pombe’de
Sgol, Arabidopsis thaliana’da Sgol ve Sgo2, Oryza sativa’da Sgol, Zea mays’da Sgol,
Drosophila melanogaster’da Mei-S332 ve Mus musculus’ta Sgo2), mayoz I esnasinda

perisentromerdeki kohezinleri korur ve bu gorevi evrimsel olarak korunmustur [1].

Bircok organizmada mayoz esnasinda kohezin proteininin Sccl/Rad21/Mcdl a-kleisin
birimi yerine mayoza 6zgl Rec8 kleisin birimi bulunmaktadir. Rec8 i¢eren kohezin mayoz
[I’ye kadar perisentromerik kohezyonun siirdiiriillmesi gibi Sccl biriminin asla yerine
getiremeyecegi gorevleri gergeklestirmektedir. Rec8’in kinazlar ile (Hrr25, Cdc5 ve DDK)
fosforilasyonu kohezinlerin separazlar ile kesilmesi i¢in sarttir [56], [57]. Ancak, Sgol
efektor proteini olan PP2A’y1 perisentromere ¢ekerek Rec8 fosforilasyonunu engeller ve
kohezinler kesilemez. PP2A, iskelet, diizenleyici ve katalitik birimleri olan bir komplekstir.
Tomurcuklanan mayada ve insanlarda Sgol sadece diizenleyici birimi olan spesifik bir
holoenzimle etkilesim kurarlar. S. cerevisiae ve S. pombe’de Sgo1 tarafindan perisentromere
mayoz esnasinda ¢ekilen PP2A regiilator birimi, perisentromerik kohezyonun saglanmasi
icin gereklidir. Benzer olarak fare oositlerinde de Sgo2 tarafindan ¢ekilen PP2A
perisentromerik kohezyonun korunmasini saglar. S. pombe ile gergeklestirilen bir ¢alismada
kromozom koluna yapay olarak takilan PP2A’nin kromozomlar arasindaki kohezinlerin
(Rec8) koparilmasini engelledigi ortaya konmustur [58]. Fare oositleri ile yapilan benzer bir
calismada da yapay olarak kromozom koluna takilan Sgol sadece PP2A ile etkilesime
girdiginde homolog kromozomlarin ayrilmasini engellemistir [59]. Yapilan tiim ¢aligmalar
sugosinin PP2A’y1 c¢ekerek perisentromerde kohezin halkasinin kesilmesini 6nledigini

gostermistir [1].
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1.3.5 Homolog Kromozomlarin Mono-Oryantasyonu

Mitozdan ve mayoz II’den farkli olarak mayoz I’de, homolog kromozomlar zit kutuplara
ayrilmaktadir. Bu sebeple, kromozom ayrilma mekanizmalari mayoz I esnasinda homolog
kromozomlarin ayrilmasini saglayabilmek icin modifikasyonlar gegirmistir. Bu
mekanizmalarin  temelinde kardes kromatidlerin mono-oryantasyonu vardir. Bunu
saglayabilmek i¢cin metafaz I’de kardes kinetokorlar monopolin kompleksi tarafindan
birlestirilerek ayni kutuba giden mikrotiibiillere baglanirlar ve anafaz I’de kardes

kromatidlerin beraber kalmalari saglanir [39].

Monopolin, 4 protein biriminden (Mam1, Csm1, Lrs4 ve Hrr25) olusan bir komplekstir ve
bu protein birimleri V- sekli alarak kardes kinetokorlarin etrafini sarar. Boylece, kardes
kinetokorlarin bir arada hareket etmesi ve ayni mikrotiibiile baglanmasi saglanir [60].
Mayoza 6zgii bir protein olan Spo13 de monopolin kompleksinin kinetokorlara yerlesmesi
icin gereklidir [60]. Spol3, Cdc5 kinaz ile etkileserek sentromerik bolgeye yerlesmesini
saglar. Cdc5’in sentromere yerlesmesi monopolinlerin kinetokorun etrafini sarmasi igin

gereklidir ve bunu Lrs4’i fosforile ederek gergeklestirdigi diistinilmektedir [61]-[63].

1.3.6 Mayoz I’den Mayoz II’ye Gegis

Anafaz I sonunda her bir niikleusta birbirine bagl kardes kromatidler iceren iki niikleus
iceren bir hiicre ortaya ¢ikar. Mitoz bolinmede kromozom ayrilmasini her zaman yeni bir
DNA replikasyonu takip eder. Ancak, mayoz II’de gergeklesen kardes kromatid ayrilmasi
mayoz I’den hemen sonra arada yeni bir DNA replikasyonu olmadan gerceklesir. Mayoz I
sonunda FEAR yolagi aktif hale gelerek Cdc14 salinimi gergeklesir, boylece CDK bagimli
fosforilasyonlar defosforile edilir, mikrotiibiil ag1 dagilir ve ag kutuplar tekrar kopyalanir

[25].

FEAR yolagi mitoz esnasinda Clb- CDK’nin baskilanmasi i¢in dnemlidir ama olmazsa
olmaz degildir. Ancak, mayoz I’den mayoz II’ye gecis icin FEAR yolagi ¢ok 6nemlidir.
Eger FEAR yolagi calismazsa veya Cdc14 gorevini gergeklestiremezse hiicreler mayoz I’in
sonunda Clb-CDK aktivitesini baskilayamaz ve mikrotiibiil ag dagiliminda ciddi gecikmeler
ortaya ¢ikar. Ayrica, Cdcl4 ve FEAR yolagindaki mutasyonlarin bazi kromozomlarin
mayoz I’de oldugu gibi ayrilmasina, bazilarinin da mayoz II’de oldugu gibi ayrilmasina
sebep oldugu bilinmektedir. Bu mutasyonlara sahip hiicrelerin anafaz I’de tutuklansalar bile

her iki mayotik kromozom ayrilmasini aymi anafaz 1 mikrotiibiil ag1 iizerinde
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gerceklestirmesi, Cdcl4 ve FEAR yolagimin iki mayotik boliinmenin ardisik olarak insa

edilmis iki mikrotiibiil ag1 izerinde gergeklesmesini sagladigini gostermektedir [34].

MEN yolagi ise mayoz | sonunda aktif hale getirilmez. Bunun sonucunda da DNA
replikasyonu tekrar baslatilmaz. Ciinkii, MEN yolaginin sebep oldugu Cdc14 aktivasyonu,
Clb-CDK'larin tamamen inaktivasyonuna ve hiicrenin G1 durumuna geri dénmesine Yyol
acar. Anafaz I’de meydana gelen FEAR yolagimin sebep oldugu Cdc14 aktivasyonu ise Clb-
CDK seviyesinin mayoz I’e ait mikrotiibiil aginin dagilmasina yetecek kadar diismesini,
replikasyon komplekslerinin replikasyon orijini tizerinde birlestirilmesine izin vermeyecek
kadar da diisik olmamasini saglamaktadir. Boylece mayoz I sonunda, tekrar DNA
replikasyonu olmadan ikinci tur kromozom ayrilma mekanizmasi (mayoz II) baslar [25],
[34].

1.3.7 Mayoz Il

Mayoz II’de kardes kromatidler mitoz bdliinmedeki gibi ayrilirlar. Ancak, sentromerik
kohezinin korunmas1 iptal edilmelidir ve Rec8 separazlar tarafindan kesilebilmesi igin
fosforile edilmelidir. Tomurcuklanan mayada, Sgol- PP2A’nin mayoz II’de lokalize
olmasim1 Mpsl kinaz saglar. Mpsl kinaz APC/C tarafindan yikilir ve Sgol- PP2A
sentromerden ayrilir. Sgol de daha sonra APC/C tarafindan yikilir [64]. Sentromerden
ayrilan PP2A Hrr25’in Rec8’1 fosforile etmesini saglar ve Rec8 separazlar ile kesilebilir hale
gelir [65] . Daha sonra kardes kromatidler birbirinden ayrilir ve 4 niikleusa esit olarak
dagitilir. Tomurcuklanan mayada, mayoz II sonunda dort niikleus spor duvarlar igerisinde

paketlenerek bir tetrad olusturur.
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2. AMAC VE KAPSAM

Kardes kromatidler tomurcuklanan mayalarda bir kinetokor proteini olan Ctf19 kompleksine
bagimli olarak kinetokorun etrafinda yogunlasmis bir sekilde duran kohezinler sayesinde
birlikte tutulurlar [1], [14]. Mayoz I esnasinda homolog kromozomlar bir araya gelir ve
krosoverlar ortaya ¢ikar. Sentromerleri ¢evreleyen yiiksek miktarda kohezinin bu bolgedeki
krosover olusumunu engelledigi bilinmektedir [66]. Ancak, sentromer merkezi yakinindaki

krosover olusumunun risk faktorleri hala tam olarak bilinmemektedir.

Nambiar ve arkadaslar1 [52] kromozom ayrilmasi esnasinda sentromer ¢evresindeki
krosoverlarin bu bolgedeki kohezyona hasar verdigini veya ag kutuplarindaki diizgiin
kinetokor yerlesimini engelledigini belirtmislerdir. Arastirmacilar derlemelerinde mayotik
rekombinasyonda perisentromerik baskilamaya sebep olan muhtemel faktorlerin
sentromerik sekans tekrarliligi, kinetokor fonksiyonlar1 veya ¢evredeki yiiksek yogunluklu
ve ulasilamaz heterokromatinin varligi oldugunu belirtmislerdir [52]. Ancak, daha Once
yapilan ¢aligmalarda diger sentromerlerin aksine DNA tekrarlar1 igermeyen ama bunun
disindaki tiim 6zellikleri diger sentromerlerle ayni olan pirince ait CEN8’de yaklasik 2.3
Mbp’lik belirgin krosoverlar1 olmayan bir bélge oldugu bildirilmistir [67], [68]. Bu da
perisentromerik baskilama i¢in tekrarlayan DNA’ya ihtiya¢ olmadigini gostermektedir.
Perisentromerik krosover baskilamasimnin bir diger muhtemel sebebi olarak da
heterokromatin varhigi gosterilmistir. Ancak, perisentromerik heterokromatine sahip
olmamasina ragmen S. cerevisiae’da sentromer yakiindaki rekombinasyon yogunlugunun
¢ok az oldugu bilinmektedir [69]-[71]. Ayrica, arastirmacilar S. cerevisiae’ye ait CDEIII
(senromerik DNA elementi I11)’de olusturulmus ve sentromerik fonksiyonu engelleyen bir
baz ¢ifti mutasyonunun sentromer ¢evresinde krosoveri tesvik ettigini ve yabanil tiire gore
yaklasik 2.5 kat gen cevrimine sebep oldugunu bildirmislerdir [70]. Tim bu veriler
heterokromatin varligimin perisentromerik krosoverlar1 engelleme islevi gdstermedigini
aciklamaktadir. Nambiar ve arkadaglarinin da belirttigi gibi liglincii muhtemel sebep olan
kinetokorlarin  sentromer etrafinda toplanmasi gibi bir sentromerik fonksiyon
rekombinasyon baskilamasindan da sorumlu olabilir [52]. Literatiire bakildiginda Vincenten
ve arkadaslari bunun dogru oldugunu gostermistir [66]. Arastirmacilar, Ctf19 kompleksi gibi
kinetokor komplekslerinin, sentromeri c¢evreleyen yaklagik 6 kb’lik bir bolgede
krosoverlarin olusmasi i¢in gerekli olan ¢ift zincir kirik olusumunu azaltmakta oldugunu

gostermislerdir ve Ctf19 kompleksinin perisentromerik bolgelerdeki kohezin yiiklemesini
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tesvik ederek ¢ift zincir kirik tamirindeki es se¢imini (kardes mi homolog mu) de

etkileyebilecegini belirtmislerdir [66].

Sentromeri ¢evreleyen kromozomal bolge ile iliskide bulunan proteinler olan sugosinler
mayoz | esnasinda perisentromerik kohezyonun korunmasi, memeli mitozu esnasinda
kohezyonun korunmasi, mitoz esnasinda kardes kromatidlerin bioryantasyonu, ag kontrol
noktasi susturulmasi ve mayoz I esnasinda homolog kromozomlarin bioryantasyonu gibi
onemli rollere sahiptir [1]. Sugosin bir adaptor proteindir [59] ve adaptor proteinler tiyelerini
kendisine ve birbirlerine baglayan birimleri igerir ve daha genis sinyal komplekslerinin
yaratilmasini saglarlar [72]. Sugosinin spesifik rolleri i¢in gerekli olan bazi nemli efektorler
giiniimiizde bilinmektedir. Ornegin Xu ve arkadaslar1 [59], sugosinlerin kohezini defosforile
ederek mayoz I’de separazlar ile kesilmesine engel olan protein fosfataz 2A (PP2A) ile
iligkisini ortaya koymuslardir. Arastirmacilar ayrica PP2A’ya baglanma sorunu yasayan
mutant sugosin proteinlerinin mayoz I esnasinda sentromerik kohezini separaz ile
kesilmekten kurtaramadigini veya mayada ag birlesme kontrol noktasini destekleyemedigini
gostermislerdir [59]. Bunlara ek olarak, Tang ve arkadaslari [73] insan sugosininin baglanma
proteinleri olarak PP2A birimlerini belirlemislerdir. Arastirmacilar PP2A’nin okadaik asit
ile inhibisyonunun veya PP2A_Aca’nin RNA interferans (RNA1) ile yok edilmesinin HeLa
hiicrelerinde kromozom ayrilmamasina yol agtigini gostermislerdir [73]. Buna ek olarak,
Drosophila melanogaster sugosin proteini olan MEI-S332’¢ ait allel 9°daki bir nokta
mutasyonunun insan sugosinine tanitilmasi sonucunda sugosinin PP2A ile iligkisinin,
sentromerik lokasyonunun ve normal fonksiyonunun bozuldugu belirtilmistir [73]. Tiim bu
sonuclara gore arastirmacilar insan hiicrelerinde mitoz esnasindaki kromozom ayrilmasinda
sugosin-PP2A iliskisinin gerekli oldugu sonucuna ulagmislardir [73]. Literatiirdeki iki ayr1
calismada ise [26], [74] sugosinin (tomurcuklanan mayadaki adi Sgol) Saccharomyces
cerevisiae mayasmin sentromerik kromatinine kondensini g¢ektigi belirtilmistir ve bu
konudaki bir basarisizlifin gerilimsiz kromozom baglanmasinin diizeltilmesini engelledigi,
bunun da perisentromerik bélgenin normal olmayan konformasyonu sebebiyle olabilecegi
fikri ortaya koyulmustur. Arastirmacilar ayrica metafaz esnasinda AuroraB/Ipll’in
(gerilimsiz kromozom baglanmasini engelleyen mitotik kinaz) kinetokor iizerinde
lokalizasyonu i¢in sugosinin gerekli oldugunu bulmuslardir ve sugosinin kromozom
bioryantasyonu i¢in gerekli islevsel bir molekiiler adaptor oldugu sonucuna ulagsmislardir
[74]. Fare oositleri ile yapilan bir baska ¢alismada Rattani ve arkadaslar1 [75], sugosin

benzeri protein 2’nin (Sgol2) kohezini korumanin yaninda ag birlesme kontrol noktasini
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susturma, mayoz | aglarinda bivalentlerin toplanmasini ve bioryantasyonunu saglamak,
Kinetokor-mikrotiibiil iligkilerini saglamak ve bivalent gerilimi sinirlandirmak gibi 6nemli
rolleri oldugunu gostermislerdir. Arastirmacilar Sgol2’nin kohezini koruma yeteneginin
PP2A ile olan iligkisine ve ag birlesim kontrol noktasini susturmasina (Mad2’ye direk
baglanarak) bagli olabilecegini dnermislerdir [75]. Tomurcuklanan maya, fizyon maya ve
fare gibi birgok Okaryotik organizmada homolog kromozomlarin dogru ayrilmasi igin
sugosinlerin gerekli oldugu bilinmektedir [1]. Arastirmacilar farede bulunan sugosinin
(Sgo2) Aurora B/C bagimli fosforilasyonu sayesinde mitotik sentromerle baglantili kinesin
(MCAK) ile birlestigini, bunun da biiyiik ihtimalle mikrotiibiillerdeki ¢ekme kuvvetlerini
ayarlayarak homolog kromozomlarin gerilimini kisitladigin1 ve Sgo2’nin Aurora B/C
kinazlar1 Kinetokorda mikrotiibiil iligkisini saglamlagtirmak i¢in inhibe ettigini
belirtmislerdir [1], [75]. Bu bilgiler bir arada disiiniildiigiinde hem Aurora B/C’nin
inhibisyonu hem de MCAK’in Sgo2 ile olan iligkisinin homolog kromozomlarin
bioryantasyonunu tesvik ettigi diisliniilmektedir. Aurora B/C kinazlarinin Sgo2 tarafindan
inhibe edilebilme ihtimali, diger sugosinlerin bioryantasyonunu saglamak i¢in Aurora B’yi
temin etmedeki pozitif rolii oldugu fikriyle ters diismektedir. Marson, A. derleme
makalesinde [1] Sgo2 tarafindan Aurora B/C kinazlarin inhibisyonunun kardes kinetokor
bioryantasyonunun spesifik olarak baskilanmasina izin veren mayoz I’e 6zgii bir mekanizma

olabilecegini belirtmistir.

Literatiir taramasi sonucunda sentromer merkezi yakinindaki krosover olusumunu
engelleyen faktorlerinin hala tam olarak ortaya ¢ikmadigi goriilmektedir. Ancak, daha
onceki ¢aligmalarda sugosini olmayan maya hiicrelerinde sentromer ¢evresindeki kohezin
yogunlugunun devam ettigi gbzlenmistir [26]. Bu da sugosinin Ctf19°dan sonra yolaga
girdigini gostermektedir. Sugosinin perisentromer ile dogru bi¢imde birlesmek i¢in kohezine
ihtiyaci oldugu bilinmektedir [76], bu yiizden bu sonuglar sugosinin krosover baskilamasinin
direk yoneticisi olabilme ve Ctf19 kompleksinin kohezin yiikleyerek (ki bu da sugosini
cekiyor) krosover baskilamasini desteklemesi gibi heyecan verici ihtimalleri ortaya

koymaktadir. Dolayisiyla, bu ¢alismada bu hipotez test edilmistir.

Bu ¢alismada, sugosinin perisentromerik krosoverlari1 engellemedeki roliinii arastirmak, eger
rolii varsa bunu nasil/hangi efektor proteinler vasitasi ile ve ne zaman gergeklestirdigini
kolay kontrol edilebilen tomurcuklanan mayayr model sistemi kullanarak belirlemek

hedeflenmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Sterilizasyon

Kimyasal soliisyonlar 0.2 um polietersiilfon membran filtre sistemi (Nalgene Rapid Flow)
ile steril edilmistir. Bakteri ve mayalar i¢in kullanilan besiyerleri 120 °C’de 15 dk siireyle 1
atm basing altinda otoklavlanmistir. Cam malzemeler de 250 °C’de 16 saat 1sitilarak steril

edilmistir.
3.2 Bakteriyel Metotlar

3.2.1 Bakteri Suslari

Bu ¢aligmada kullanilan kompetan E. coli suslarina ait bilgiler Tablo 3.1’de verilmistir.

Tablo 3.1: Kullanilan E.coli suslari.

Sus Adi Genotip Kullanma Amaci

DH5a F~endAl gInV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR | Plazmidlerin
nupG purB20 ¢80dlacZAM15 A(lacZYA- cogaltilmasi ve
argF)U169,hsdR17(rk mg+), A~ klonlama

XL10-Gold endAl ginV44 recAl thi-1 gyrA96 relAl lac Hte | Yonlendirilmis
A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 tetR Mutagenez
F'[proAB lacl9ZAM15 Tn10(Tet? Amy CmR)]

3.2.2 Bakteri Besiyeri ve Ilaclar

Bu ¢aligmada E. coli igin kullanilan besiyerleri Tablo 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.2: Bakteri besiyerleri ve igerikleri.

Besiyeri Icerigi

LB (Luria-Bertani) s1vi besiyeri Tripton (% 1, w/v)

Maya ekstrakt1 (% 0.5, w/v)
NaCl (% 0.5, w/v), pH: 7.2
LB (Luria-Bertani) kat1 besiyeri Tripton (% 1, w/v)

Maya ekstrakti1 (% 0.5, w/v)
NaCl (% 0.5, w/v)

Agaroz (% 2, wiv), pH: 7.2
SOC besiyeri (Katabolit represe edilmis | Tripton (% 2, w/v)

sliper optimal besiyeri) Maya ekstrakti (% 0.5, w/v)
NaCl (20 mM)

Glukoz (20 mM)

MgCl2 (10 mM)

MgSO4 (10 mM)

KCI (10 mM)
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Bu caligmada kullanilan tiim plazmidlerde Ampisilin diren¢ markérii bulunmaktadir. Bu
nedenle, plazmidlerin E. coli’deki varliginin tespit edilmesi ve siirdiiriilmesi amaciyla 100

pug/ml Ampisilin i¢eren besiyerleri kullanilmistir.

3.2.3 Bakterilerin Biiyiitiilmesi

E. coli suglar1 100 pg/ml Ampisilin igeren LB kat1 besiyerine (LB+Amp) ekilerek 37 °C’de
biiyiitiilmiistiir. 100 pug/ml Ampisilin igeren LB siv1 besiyerine (LB+Amp) alinan bakteriler
ise 37 °C’de 200 rpm’de 16 saat kadar ¢alkalanarak inkiibe edilmistir.

3.2.4 Bakterilerin Saklanmasi
100 pg/ml Ampisilin igeren LB s1vi besiyerinde 37 °C’de 16 saat boyunca inkiibe edilmis
500 pl hiicreye % 40°lik gliserolden 500 pl eklenmistir ve bu karisim -80°C’de saklanmustir.

3.2.5 XL10-Gold E. coli Transformasyonu

XL10-Gold E. coli transformasyonu QuikChange XLII yonlendirilmis mutagenez kitinde
(Agilent Technologies) belirtilen protokole gore gergeklestirilmistir [77]. -80 °C’den alinan
45 ul XL10-Gold kompetan E. coli bakterileri buz iizerinde yavasga ¢Ozdiirtilmiis ve
onceden buz ilizerinde sogumaya birakilmig 14 ml’lik polipropilen tiipe (BD Falcon) transfer
edilmistir. 2 pl B- merkaptoetanol karigimi eklenen hiicreler 10 dk buzda birakilmigstir. Daha
sonra, Dpn-1 enzimi eklenmis plazmid DNA karisima eklenerek 30 dk boyunca buzda
bekletilmistir. 42 °C’de 30 saniye 1s1 soku uygulanmistir ve tekrar buza almarak 2 dk
bekletilmistir. Onceden 42 °C’ye getirilmis 500 pl SOC besiyeri eklenen hiicreler 37 °C’de
200 rpm’de 1 saat calkalanarak toparlanmalar1 saglanmistir. Steril cam bilyeler ile LB+Amp

kat1 besiyerine ekilen hiicreler 37 °C’de 15 saat boyunca inkiibe edilmistir.

3.2.6 Kimyasal Kompetan DH5a E. coli Transformasyonu

50 ul E. coli buzda yavage¢a ¢ozdiiriilmiistiir ve 5 pl plazmid DNA’s1 eklenerek 30 dk buzda
bekletilmistir. 42 °C’de 45 saniye 1s1 sokuna maruz birakilan hiicreler buzda 2 dk
bekletilmistir. 450 ul SOC besiyeri eklenen karisim 37 °C’de 200 rpm’de 1 saat ¢alkalanarak
inkiibe edilmistir. 3000 rpm’de 3 dk santrifiij edilen karigimin siipernatant kismi atilmistir
ve hiicreler 100 pl SOC besiyeri ile ¢cozdiiriilerek LB+Amp kat1 besiyerine ekilmistir ve 37
°C’de 15 saat boyunca inkiibe edilmistir.
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3.3 Tomurcuklanan Maya Metotlari

3.3.1 Tomurcuklanan Maya Suslar1 ve Kokenleri

Bu c¢alismada kullanilan maya suslar1 ve genotipleri Tablo 3.3’de gdsterilmistir. Mitoz

boliinme caligmalarinda kullanilan mayalarin  kdkeni w303 iken mayoz bdliinme

caligmalarinda kullanilan mayalar SK1 kdkenine sahiptir.

Tablo 3.3: S. cerevisiae suslart.

SGD.150521-151070::pYKLO050c-RFP::LEU
(ARGH4’iin yaklasik 10kb sagt)

sgol::KanMX6::PCLB2: 3HA-SGO1
THR1::pYKLO50c-CFP::TRP
ARGA4::pYKLO50c-GFP*::URA
sgol::KanMX6::PCLB2-3HA-SGO1

Sus Adi Genotipik Ozellik Cinsiyet | Koken
AMy827 sgolA::KanMX6 MATa W303
AMy906 SGO1-6HA::TRP1 MATa W303
AMy1176 Yabanil Tiir MATa W303
AMy8066 | SGO1-GFP::KanMX6 MATa W303
MET-CDC20::URA3
Mtw1-tdTomato::NAT

AMy9126 | SGO1-yeGFP::KanMX6 MATa W303

AMy13149 | THR1::pYKLO50c-CFP::TRP (CENS in yaklasik MATa SK1
50kb sagy) MAT
CENS8::pYKLO50c-RFP::LEU
THR1::pYKLO50c-CFP::TRP (CENS’in yaklasik
50kb sagr)

SGD.115024-115572::pYKLO50c-
GFP*::URA(CENS’in yaklasik 10kb sagi)

AMy14087 | THR1::pYKLO50c-CFP::TRP MATa SK1
ARGA4::pYKLO50c-GFP*::URA MAT«a
THR1::pYKLO50c-CFP::TRP
SGD.150521-151070::pYKLO50c-RFP::LEU
(ARGH4 ’iin yaklasik 10kb sagt)

AMy14636 | THR1::pYKLO50c-CFP::TRP MATa SK1

MATa
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Tablo 3.3 (devam).

Sus Adi

Genotipik Ozellik

Cinsiyet

Koken

AMy14637

THR1::pYKLO50c-CFP::TRP (CENS’in yaklasik
50kb sagy)

SGD.115024-115572::pYKL050c-
GFP*::URA(CENS'in yaklasik 10kb sagi)

sgol::KanMX6::Pcig2: 3HA-SGO1
THR1::pYKLO50c-CFP::TRP
CENS8::pYKLO50c-RFP::LEU
sgol::KanMX6::PCLB2-3HA-SGO1

MATa
MATa

SK1

AMy15389

sgol(Y47A;Q50A;S52A)-6HA::TRP1

THR1::pYKLO50c-CFP::TRP (CENS’in yaklasik
50kb sagy)

SGD.115024-115572::pYKLO50c-
GFP*::URA(CENS'in yaklasik 10kb sagi)

THR1::pYKLO50c-CFP::TRP
CEN8::pYKLO050c-RFP::LEU
sgo1(Y47A;Q50A;S52A)-6HA::TRP1

MATa
MAT«a

SK1

AMy26925

THR1::pYKLO50c-CFP::TRP

SGD.150521-151070::pYKLO50c-RFP::LEU
(ARGH4’iin yaklasik 10kb sagr)

sgo1(Y47A;Q50A;S52A)-6HA::TRP1
THR1::pYKLO50c-CFP::TRP
ARG4::pYKL050c-GFP*::URA
sgol(Y47A;Q50A;S52A)-6HA::TRP1

MATa
MAT«a

SK1

AMy26603

$go1::SGO1-D519N-6HA::TRP1::LEU2

MATa

W303

AMy26979

sgol1::SGO1-P390H-6HA:: TRP1

MATa

W303

AMy27409

THR1::pYKLO50c-CFP::TRP
ARGA4::pYKLO50c-GFP*::URA
spol1A::NAT
THR1::pYKLO50c-CFP::TRP

SGD.150521-151070::pYKLO50c-RFP::LEU
(ARGH4’iin yaklasik 10kb sagr)

spol1A::NAT

MATa
MATa

SK1
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Tablo 3.3 (devam).

Sus Ad1

Genotipik Ozellik

Cinsiyet

Koken

AMy27414

THR1::pYKLO50c-CFP::TRP (CENS’in yaklasik
50kb sagy)

SGD.115024-115572::pYKL050c-
GFP*::URA(CENS in yaklagik 10kb sagi)

sgol::KanMX6::Pcis2: 3HA-SGO1
spollA::NAT
THR1::pYKLO50c-CFP::TRP
CENS8::pYKLO50c-RFP::LEU
sgol::KanMX6::PCLB2-3HA-SGO1
spol1A::NAT

MATa
MATa

SK1

AMy27419

THR1::pYKLO50c-CFP::TRP (CENS’in yaklasik
50kb sagy)

SGD.115024-115572::pYKLO050c-
GFP*::URA(CENS in yaklasik 10kb sagt)

spollA::NAT

THR1::pYKLO50c-CFP::TRP (CENS’in yaklastk
50kb sagy)

CENS8::pYKLO50c-RFP::LEU
spollA::NAT

MATa
MATa

SK1

AMy27426

THR1::pYKLO50c-CFP::TRP

SGD.150521-151070::pYKLO050c-RFP::LEU
(ARGH4 ’tin yaklasik 10kb sagt)

sgol::KanMX6::PcLs2: 3HA-SGO1
spollA::NAT
THR1::pYKLO50c-CFP::TRP
ARGA4::pYKLO50c-GFP*::URA
sgol::KanMX6::PCLB2-3HA-SGO1
spol1A::NAT

MATa
MAT«a

SK1

AMy27632

5gol1::SG0O1-D519N-yeGFP::KanMX6::LEU2

MATa

W303

AMy27633

5g0l::SGO1-P390H-yeGFP::KanMX6

MATa

W303
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Tablo 3.3 (devam).

Sus Ad1

Genotipik Ozellik

Cinsiyet

Koken

AMy27799

MTW1-tdTomato::NAT
MET-CDC20::URA3
5g01::SGO1-D519N-yeGFP::KanMX6::LEU2

MATa

W303

AMy27843

5g0l1::SGO1-P390H-yeGFP::KanMX6
MTW1-tdTomato::NAT
MET-CDC20::URA3

MATa

W303

AMy27993

THR1::pYKLO50c-CFP::TRP (CENS’in yaklasik
50kb sagy)

SGD.115024-115572::pYKL050c-
GFP*::URA(CENS’in yaklasik 10kb sagi)

sgol::KanMX6::PCLB2: 3HA-SGO1
rad614::KanMX6
THR1::pYKLO50c-CFP::TRP
CENS8::pYKLO50c-RFP::LEU
sgol::KanMX6::PCLB2-3HA-SGO1
rad6iA::KanMX6

MATa
MATa

SK1

AMy28083

THR1::pYKLO50c-CFP::TRP

SGD.150521-151070::pYKLO050c-RFP::LEU
(ARGH4 ’tin yaklasik 10kb sagt)

sgol::KanMX6::PCLB2: 3HA-SGO1
rad614::KanMX6
THR1::pYKLO50c-CFP::TRP
ARGA4::pYKLO50c-GFP*::URA
sgol::KanMX6::PCLB2-3HA-SGO1
rad6i4::KanMX6

MATa
MAT«a

SK1

AMy?28084

THR1::pYKLO50c-CFP::TRP

SGD.150521-151070::pYKLO50c-RFP::LEU
(ARGH4’iin yaklasik 10kb sagt)

rad614::KanMX6
THR1::pYKLO50c-CFP::TRP
ARGA4::pYKLO50c-GFP*::URA
rad61A4::KanMX6

MATa
MATa

SK1
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Tablo 3.3 (devam).

Sus Ad1

Genotipik Ozellik

Cinsiyet

Koken

AMYy?28085

THR1::pYKLO50c-CFP::TRP (CENS’in yaklasik
50kb sagy)

SGD.115024-115572::pYKL050c-
GFP*::URA(CENS in yaklagik 10kb sagi)

rad614::KanMX6
THR1::pYKLO50c-CFP::TRP
CENS8::pYKLO50c-RFP::LEU
rad614::KanMX6

MATa
MATa

SK1

AMy28163

THR1::pYKLO50c-CFP::TRP

SGD.150521-151070::pYKLO50c-RFP::LEU
(ARGH4’iin yaklasik 10kb sagt)

sgol1(Y47A;Q50A;S52A)-6HA::TRP1
rad614::KanMX6
THR1::pYKLO50c-CFP::TRP
ARGA4::pYKLO50c-GFP*::URA
sgo1(Y47A;Q50A;S52A)-6HA:: TRP1
rad61A4::KanMX6

MATa
MATa

SK1

AMy28298

THR1::pYKLO50c-CFP::TRP (CENS’in yaklasik
50kb sagy)

SGD.115024-115572::pYKL050c-
GFP*::URA(CENS'in yaklasik 10kb sagi)

sgol1(Y47A;Q50A;S52A)-6HA::TRP1
rad614::KanMX6
THR1::pYKLO50c-CFP::TRP
CENS::pYKLO50c-RFP::LEU
sgo1(Y47A;Q50A;S52A)-6HA:: TRP1
rad614::KanMX6

MATa
MATa

SK1
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Tablo 3.3 (devam).

Sus Adi Genotipik Ozellik Cinsiyet | Kéken
irtl::NAT::pCUP-IME1
AMy28420 MATa SK1
pPIME4::NAT::pCUP-IME4

MATa
MTW1-tdTomato::NAT

SGO1-yeGFP::KanMX
irtl::NAT::pCUP-IME1
pPIMEA4::NAT::pCUP-IME4
MTW1-tdTomato::NAT
SGO1-yeGFP::KanMX
irtl::NAT::pCUP-IME1

AMy28423 MATa SK1
pPIME4::NAT::pCUP-IME4

MATa
MTW1-tdTomato::NAT

RTS1-yEGFP::KanMX
irtl::NAT::pCUP-IME1
pIME4::NAT::pCUP-IME4

MTW1-tdTomato::NAT

RTS1-yEGFP::KanMX

3.3.2 Tomurcuklanan Maya Besiyeri ve Ilaclari
Bu ¢aligmada kullanilan tomurcuklanan maya besiyerleri ve igerikleri

Tablo 3.4’de verilmistir. Besiyerlerine eklenen ilaglar ve kimyasallar ise Tablo 3.5’de

verilmistir.
Tablo 3.4: Tomurcuklanan maya besiyeri igerikleri.
Besiyeri Icerik
YEPDA kati besiyeri Maya ekstrakti (% 1, w/v)

Pepton (% 2, wiv)
Glukoz (% 2, wiv)
Adenin (0.3 mM)

Agar (% 2, wiv)
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Tablo 3.4 (devam).

Besiyeri

Icerik

% 4 YEPDA kat1 besiyeri

Maya ekstrakti (% 1, w/v)
Pepton (% 2, w/v)
Glukoz (% 4, wiv)
Adenin (0.3 mM)

Agar (% 2, wiv)

YPG kat1 besiyeri

Maya ekstrakti (% 1, w/v)
Pepton (% 2, wiv)
Gliserol (% 2.5, wiv)
Adenin (0.3 mM)

Agar (% 2, wiv)

Amino asit eksiltilmis kat1 besiyeri

Glukoz (% 2, wiv)

Amino asitsiz YNB (yeast nitrogen base)
besiyeri (% 1, wiv)

Istenilen amino asitsiz sentetik tam karisim (1X)
Adenin (0.3 mM)

Agar (% 2, wiv)

Minimal kat1 besiyeri

Glukoz (% 2, wiv)

Amino asitsiz YNB (yeast nitrogen base)
besiyeri (% 1, wiv)

Agar (% 2, wiv)

SPO (sporulasyon) kati besiyeri

C2H3KO: (potasyum asetat, % 1, w/v)
Sentetik amino asit karisimi (1X)
Agar (% 2, wiv)

YEPDA si1v1 besiyeri

Maya ekstrakti (% 1, w/v)
Pepton (% 2, wiv)
Glukoz (% 2, wiv)
Adenin (0.3 mM)

Amino asit eksiltilmis siv1 besiyeri

Amino asitsiz YNB (yeast nitrogen base)
besiyeri (% 1, w/v)

Istenilen amino asitsiz sentetik tam karisim (1X)
Glukoz (% 2, wiv)

Adenin (0.3 mM)

BYTA s1v1 besiyeri Maya ekstrakti (% 1, w/v)
Tripton (% 2, wiv)
C2H3KO:2 (potasyum asetat, % 1, w/v)
CgHsKO4 (potasyum fitalat, 50 mM)
YPA sivi1 besiyeri Maya ekstrakti (% 1, w/v)

Pepton (% 2, wiv)
CoH3KO: (potasyum asetat, % 1, w/v)

SPO (sporulasyon) siv1 besiyeri

C2H3KO: (potasyum asetat, % 0.3)
pH:7 (glasiyel asetik asitle ayarlandi)
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Tablo 3.5: Tomurcuklanan maya besiyerlerinde kullanilan ilaglar/ kimyasallar.

Tla¢/ Kimyasal Adi Kullanim Amaci Konsantrasyonu
G418 KanMX markoriiniin tespiti 400 pg/ml
Clonat NatMX6 markoriiniin tespiti 100 pg/ml
a-Faktor Diploid hiicrelerin izolasyonu 10 pg/ml
Nocodazole Mikrotiibiil depolimerizasyonu 30 pg/mi
Benomil Mikrotiibiil depolimerizasyonu 30 pg/mi
CuSOq4 pCUP1 promotorunun ekspresyonu 25 uM

3.3.3 Tomurcuklanan Mayalarda Vejetatif Biiyiime

-80 °C’de tutulan w303 suslart YEPDA kat1 besiyerinde 30 °C sicaklikta biiytitiilmiistiir.
Haploid SKI1 suslart ise -80 °C’den alinarak hiicrelerdeki mitokondrinin varligim
slirdiirmesini saglayan YPG kat1 besiyerinde 30 °C sicaklikta 16 saat bilyiitiilmiistiir [78].
Daha sonra YEPDA kati besiyerine transfer edilen hiicreler 30 °C sicaklikta biiyiitilmiistiir.
Tiim suslarda secici amino asit eksiltilmis veya ilag eklenmis YEPDA kati besiyerleri
spesifik markdrlerin secilmesi amaciyla kullanilmistir. Sivi besiyeri kullanildigi zaman
hacim erlenin % 10’unu agsmamuistir. Diploid SK1 suslar1 da -80 °C’den alinarak YPG kat1
besiyerinde 30 °C sicaklikta 16 saat biiylitiilmiistiir. Ancak, sabah % 4 YEPDA kati
besiyerine transfer edilmistir ve 30 °C sicaklikta biiytitiilmiistiir. Diploid SK1 hiicrelerinin
vejetatif bliylimesini saglamak icin de az miktarda hiicre YEPDA veya secici sivi
besiyerlerie hacimleri % 10’u asmayacak sekilde aktarilmistir ve 30 °C sicaklikta 250
rpm’de ¢alkalanarak biiyiitilmiistiir.

3.3.4 Nocodazole ile Metafaz Evresinde Tutuklanan Hiicrelerin Biiyiitiilmesi

Kromatin immiinopresipitasyonu (ChIP) deneyi i¢in metafaz evresinde tutuklanacak haploid
hiicreler 10 ml YEPDA siv1 besiyerinde 30 °C sicaklikta 250 rpm ’de 16 saat calkalanarak
biiyiitiilmiistiir. Daha sonra hiicreler, 100 ml YEPDA siv1 besiyerinde ODegoo= 0.2 olacak
sekilde seyreltilmistir ve oda sicakliginda 3 saat boyunca g¢alkalanarak biiylitilmiistiir.
Absorbansi tekrar 6l¢iilen hiicreler, ODggo= 0.2 olacak sekilde 1 ml nocodazole (1.5 mg/ml)
eklenmis ve 30 pg/ml benomil igeren YEPDA siv1 besiyerine (100 ml) alinmistir ve 1 saat
daha oda sicakliginda calkalanmistir. Bu silirenin sonunda tekrar 1 ml nocodazole (1.5

mg/ml) hiicrelere eklenmistir. 1 saat sonra hiicreler deney i¢in izole edilmistir.
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3.3.5 Benomil Hassasiyeti Testi

Bu test i¢in 8, 10 ve 12 pg/ml benomil igeren YEPDA kat1 besiyerleri kullanilmistir. Negatif
kontrol olarak ise benomil igermeyen YEPDA kati1 besiyeri kullanilmistir. Test edilecek tiim
suslar deneye baglamadan 6nce YEPDA iizerinde tek koloni olusturacak sekilde yayilmigtir
ve 2 giin siireyle kolonilerin olusmasi beklenmistir. Steril 96 kuyucuklu plaka igerisinde
1:2.5 oraninda seri dillisyonlar yapilmistir ve her kuyuya ayn1 anda girmeyi saglayan metal
miihiir araciligiyla alinan hiicreler benomilli kat1 besiyerlerine ekilmistir. 25 °C’de 3 giin

boyunca hiicrelerin biiylimesi beklenmistir.

3.3.6 Tomurcuklanan Mayalarin Mayoz Béliinme i¢in Biiyiitiilmesi

Diploid hiicreler YPG kat1 besiyerine ekilmistir ve 16 saat 30 °C’de inkiibe edilmistir. Daha
sonra % 4 YEPDA kat1 besiyerine alinan hiicreler 8 saat 30 °C’de bekletilmistir ve siire
sonunda YEPDA siv1 besiyerine transfer edilerek 250 rpm hizda 30 °C’de biiyiitiilmiistiir.
24 saat sonra hiicreler BYTA siv1 besiyerine OD600 = 0.2 olacak sekilde aktarilmistir ve 16
saat boyunca calkalamali inkiibatorde 30 °C’de inkiibe edilmistir. Daha sonra hiicreler steril
su ile iki defa yikanmistir ve SPO siv1 besiyerine OD600 = 1.8 olacak sekilde eklenmistir.

Hiicreler iki giin boyunca sporlanmaya birakilmistir.

3.3.7 Tomurcuklanan Mayalarin Saklanmasi

Hiicreler kisa siireligine saklanacaksa uygun kati besiyeri iizerinde +4 °C’de saklanmistir.
Uzun siireli saklama amaciyla ise w303 suslart YEPDA, SK1 suslari da YPG kat1 besiyerleri
tizerinde 30 °C’de 16 saat boyunca biiyiitiilmiistiir ve 1 ml % 20 ’lik gliserol ¢ozeltisi

igerisine transfer edilen hiicreler -80 °C’de saklanmustir.
3.3.8 Tomurcuklanan Mayalar i¢in Yiiksek Verimli Transformasyon
Tablo 3.6’da tomurcuklanan mayalarda gergeklestirilen yiiksek verimli transformasyon igin

gerekli soliisyonlar ve icerikleri verilmistir.

Tablo 3.6: Tomurcuklanan mayalarda gerceklestirilen yiiksek verimli transformasyon

Soliisyonlari.
Soliisyon Icerigi
LiTE LiAc (100 mM, pH: 7.5)

Tris-HCI (10 mM, pH: 7.5)
EDTA (1 mM, pH: 7.5)
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Tablo 3.6 (devam).

Soliisyon Icerigi

% 40 PEG soliisyonu PEG4000 (% 40)

LiAc (100 mM, pH: 7.5)
Tris-HCI (10 mM, pH: 7.5)
EDTA (1 mM, pH: 7.5)
TE Tris-HCI (10 mM, pH: 7.5)
EDTA (1 mM, pH: 7.5)

Tomurcuklanan maya 10 ml YEPDA besiyerinde 30 °C’de 250 rpm’de galkalanarak 16 saat
bliytitiilmiistiir. Stire sonunda hiicreler, ODsoo = 0.2 olacak sekilde tekrar 10 ml YEPDA s1v1
besiyerinde seyreltilmistir ve 30 °C’de ¢alkalanarak 4- 5 saat ODgoo = 0.6- 1 olana kadar
inkiibe edilmistir. Hiicreler 3000 rpm’de 3 dk santrifiij edilerek 10 ml saf su ile yikanmigtir.
Hiicreler daha sonra 1.5 ml’lik eppendorf tiiplerine alinarak 1 ml saf su ile 3000 rpm’de 2
dk santrifiij edilerek yikanmistir. Pellet 1 ml LiTE ile yikanmistir ve tekrar 50 ul LiTE
igerisinde ¢oziilmistiir. 200 ul ExTaq PCR ile ¢ogaltilmis DNA, 10 pl tasiyict somon sperm
DNA’s1 (10 mg/ml) ve 300 pl steril % 40 PEG soliisyonu hiicrelere eklenerek 30 °C’de
calkalanarak 30 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra, 42 °C’de 15 dk 1s1 sokuna sokulan hiicreler
6000 rpm’de 5 sn santrifiij edilmistir. Pellet 150 ul TE soliisyonu ile ¢6zdiiriilerek steril cam
bilyeler kullanilarak kati besiyerine ekilmistir ve 30 °C’de inkiibe edilmistir. Kullanilan
plazmidte bulunan markdr oksotrofik ise hiicreler direk amino asit eksiltilmis kat1 besiyerine
ekilmigtir. Eger ilag segicisi bir markor kullanilmigsa hiicreler dnce YEPDA kat1 besiyerine
ekilmistir ve 16 saat sonra ilgili ilac1 iceren YEPDA kat1 besiyerine aktarilmistir. Ortalama
2 giin sonra kat1 besiyerlerinde olusan kolonilerden secici kat1 besiyerleri iizerine tek koloni

ekimi yapilmistir. Olusturulan suslarin dogrulugu koloni PCR yontemiyle kontrol edilmistir.

3.3.9 Tomurcuklanan Maya Susu Olusturma
3.3.9.1 Tomurcuklanan Maya Suslarinin Sporlanma veya Diploid Olusturma
Amaciyla Caprazlanmasi

Iki ayr1 cinsiyetteki haploid tomurcuklanan mayalar -80 °C’den alinarak YPG (SK1) veya
YEPDA (w303) iizerinde 30 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Ertesi giin kullanilacak segici
ozelligi iceren sustan kiiciik bir miktar, se¢ici 6zelligi icermeyen karsi cinsiyetteki sustan ise
bliyiik bir miktar alinarak YEPDA kat1 besiyerinde karistirllmistir ve 30 °C’de 8 saat
eslesmeleri i¢in inkiibe edilmislerdir. Siire sonunda iploid hiicreleri se¢ebilmek icin segici
besiyerine tek koloni ekimi yapilmistir. 2 giin sonra ortaya ¢ikan tek koloniler YEPDA kat1
besiyerine yayilmistir ve 30 °C’de 16 saat inkiibe edilmistir. Diseksiyon yapabilmek i¢in
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hiicrelerin  sporlanmasin1  saglayabilmek amaciyla diploidler SPO kati besiyerine

koyulmustur ve oda sicakliginda 72 saat sporlanmaya birakilmistir.

Diploid SK1 hiicreleri olugturmak i¢in ise bliyiik miktarda MATa hiicreler, cok az miktarda
MATo hiicreler ile YEPDA kati besiyerinde karistirilmistir ve 30 °C’de 16 saat inkiibe
edilmistir. Daha sonra 10 pg/ml alfa faktor iceren YEPDA kat1 besiyerine tek koloni ekimi
yapilmustir ve besiyerinde kalan MATa haploid hiicrelerinin tutuklanmasi saglanmistir. 30
°C’de 48 saat sonunda elde edilen tek koloniler (diploid hiicreler) YEPDA kat1 besiyerine
yayilarak 30 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Kat1 besiyerindeki diploid hiicrelerin hem
ciftlesme test suglar1 iceren minimal kat1 besiyerine hem de % 4 YEPDA besiyerine replika
ekimi yapilmistir ve 24 saat boyunca 30 °C’de biiylimeleri beklenmistir. MATa ve MATa
iceren besiyerlerinin ikisinde de biiyiimeyen hiicreler diploid olarak kabul edilmistir ve % 4

YEPDA’dan alian hiicreler YPG kat1 besiyerine alinmistir ve daha sonra dondurulmustur.

3.3.9.2 Tetrad Diseksiyonu

SPO kati1 besiyerinde 72 saat sporulasyona birakilan diploid hiicrelere 20 pl zimolaz (1.2 M
sorbitolde 1 mg/ml) eklenmistir ve 15 dk oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra 1 ml
saf su eklenerek reaksiyon durdurulmustur. Onceden 37 °C’de 20dk 1sitilmis YEPDA kati
besiyeri iizerine bu karisimdan petrinin ortasina bir ¢izgi halinde 20 ul damlatilmistir ve
Nikon Eclipse 501 151k mikroskobuna bagli mikromanipiilator sayesinde her bir tetrada ait
sporlarin tek tek diseksiyonu yapilmistir. YEPDA kati besiyeri 30 °C’de 48 saat
bekletilmistir ve sporlarin koloni olusturmasi beklenmistir. Olusan koloniler YEPDA kat1
besiyeri iizerine yayilmistir ve 24 saat 30 °C’de inkiibe edilmistir. Selektif besiyerleri
tizerinde replika ekim testleri ve koloni PCR teknikleri ile sporlarin genotipleri

dogrulanmustir.

3.4 DNA Metotlari
3.4.1 Cahsmada Kullanilan Plazmidler

Bu ¢alismada kullanilan plazmidlerin listesi Tablo 3.7°de verilmistir.

Tablo 3.7: Plazmid listesi.

Plazmid Adx Detay
AMp470 6HA etiketi. Maya isaretg¢isi: TRP1 [79].
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Tablo 3.7 (devam).

Plazmid Ad1 Detay

AMp890 YEGFP etiketine sahip plasmid. Maya isaretgisi: KAN [80].

AMp899 SGO1 sekanst ve promotoru (sekansin ~1000 bp Oncesi)
Y1Plac128’e klonlanmustir. Maya isaretgisi LEU2.

AMp925 SGO1-P390H, YIPlac128’e klonlanmuistir.

AMp926 SGO1-D519N, YIPlac128’e klonlanmustir.

3.4.2 Mini-prep Yontemiyle E. coli’den Plazmid Izolasyonu
Mini-prep yontemiyle plazmid isolasyonu i¢in kullanilan sdliisyonlar ve igerikleri Tablo

3.8’de verilmistir.

Tablo 3.8: Mini-prep ve midi-prep yontemlerinde Kullanilan soliisyonlar ve igerikleri.

Soliisyon Icerik
Glukozlu Tris EDTA Tamponu | Tris-HCI (25 mM, pH: 7.5)
(GTE) Glukoz (50 mM)
EDTA (10 mM, pH: 7.5)
Alkalin SDS (Taze Hazirlanir) SDS (% 1, vIv)
NaOH (200 mM)
Yiiksek Tuzlu Tampon CoH3KO; (potasyum asetat, 2.5 M, pH: 4.8)
Tris EDTA Tamponu (TE) Tris-HCI (10 mM, pH: 7.5)
EDTA (1 mM, pH: 7.5)

2 ml LB+Amp iceren besiyerinden 37 °C’de 16 saat plazmidlerin ¢ogaltilmasi ici
biyiitilmiis E.coli kiiltiirinden 1.5 ml almarak 13000 rpm’de 10 dk santrifii
gerceklestirilmistir ve slipernatant kismi atilmigtir. Dibe ¢oken pellet kismi 100 ul GTE
soliisyonu ile ¢ozdiiriilmiistiir ve vortexlenmistir. 150 pl Alkalin SDS ¢ozeltisi ve 150 ul
Yiiksek Tuzlu Tampon eklenmistir ve ¢ozeltiler hafifce ¢alkalanmistir. Olusan karisim 15
dk buz iizerinde bekletilmistir ve 13000 rpm’de 5 dk 4 °C’de santrifiij edilmistir. Elde edilen
stiprnatant 900 pl soguk % 100 Etanol ¢ozeltisi iizerine eklenmistir ve tekrar 13000 rpm’de
5 dk 4 °C’de santrifiij edilmistir. Siipernatant kismi1 atilmistir ve dipte kalan DNA pelleti 200
pl soguk % 70 Etanol ¢ozeltisi icerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. 13000 rpm’de 5 dk 4 °C’de
santrifiij edilerek yikanan DNA havada kurutulmaya birakilmistir ve 50 pl TE igerisinde
¢cOziilmiistiir. Sul RNAz (0.01 pg/ml) eklenen ¢ozelti -20 °C’de saklanmastir.
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3.4.3 Midi-prep Yontemiyle E. coli’den Plazmid izolasyonu

Midi-prep yontemiyle plazmid isolasyonu i¢in kullanilan soliisyonlar ve igerikleri Tablo 3.
8’de verilmistir. LB+Amp iceren besiyerinde 37 °C’de 16 saat plazmidlerin ¢ogaltilmasr i¢i
biiyiitiilmiis 50 ml E.coli kiiltiirii 3600 rpm’de 10dk 4 °C’de santrifiij edilmistir. Pellet 2.5
ml GTE igerisinde ¢Oziilmistir ve kisaca vortexlendikten sonra 5 ml Alkaline SDS
soliisyonu yavasca eklenmistir. Soguk 2.5 ml Yiiksek Tuzlu Tampon da eklendikten sonra
karisim 3600 rpm’de 5 dk 4 °C’de santrifiij edilmistir. Siipernatan kismi yeni bir tiibe steril
mendil araciligiyla siiziilerek aktarilmistir ve 10 ml % 100 izopropanol eklenerek 3600
rpm’de 5 dk 4 °C’de santrifiij edilmistir. Pellet 750 pl TE igerisinde ¢oziilmiistiir ve 1 ml 5SM
LiCl eklenerek 20 dk buz itizerinde RNA’nin ¢okmesi i¢in bekletilmistir. 3600 rpm’de 5 dk
4 °C’de santrifiij edilen karisimdan siipernatan ayrilarak 3.5 ml soguk % 100 etanol iizerine
eklenmistir ve -20 °C’de 10 dk bekletilmistir. 3600 rpm’de 5 dk 4 °C’de tekrar santrifiij
edilerek pellet 200 pl TE ile ¢oziilmiistiir ve 500 ul 0.3 M etanolde ¢ozdiiriilmiis NaAc
eklenerek -20 °C’de 10 dk bekletilmistir. Sonrasinda olusan pellet tekrar 13000 rpm’de 5 dk
4 °C’de santriflyj edilmistir ve 200 ul % 70’lik soguk etanol eklenerek santrifiij edilmistir.
Havada kurutulan DNA 200 pul TE ile ¢oziilmiistiir ve -20 °C’de saklanmustir.

3.4.4 Tomurcuklanan Mayadan Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu i¢in kullanilan soliisyonlar Tablo 3.9°da verilmistir.

Tablo 3.9: Genomik DNA izolasyonu i¢in kullanilan Soliisyonlar.

Soliisyon Icerik

Parc¢alama tamponu Tris-HCI (10 mM, pH: 8)
NaCl (100 mM)

Triton X-100 (% 2, v/Vv)
SDS (% 1, v/v)

EDTA (1 mM, pH: 8)

Tris EDTA Tamponu (TE) Tris-HCI (10 mM, pH: 7.5)
EDTA (1 mM, pH: 7.5)

Haploid veya diploid tomurcuklanan mayalar 24 saat boyunca YEPDA kat1 besiyeri lizerinde
30 °C’de biiyiitiilmiistiir. Bir kiirdanin ucu kadar miktarda hiicre 200 pl pargalama tamponu
igerisinde ¢Oziilmiistiir ve lizerine bir miktar cam bilye (0.5 mM zirkonya/silika cam bilyeler,
Biospec Products) ve 200 pl fenol: kloroform ¢ozeltisinin (25:24:1, Sigma P3803) alt
katmanindan eklenmistir. Karistm multi-vortex araciligiyla 3 dk karistirilmistir ve 13000

rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Silipernatan kismi 1 ml soguk % 100 etanol iizerine
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eklenmistir ve hafif¢e sallanarak karistirilmistir. 13000 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten
sonra olusan DNA pelleti 50 ul TE igerisinde ¢oziilmiistiir ve -20 °C’de saklanmustir.

3.4.5 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Protokolleri

3.4.5.1 ExTaq DNA Polimeraz Kullamlarak Gergeklestirilen PCR

Maya transformasyonu veya sekanslama gibi amaclarla DNA’nin yiliksek dogrulukta
cogaltilmasi i¢in PCR, ExTaq (TaKaRa RR001) kullanilarak gerceklestirilmistir. Primerler
55 °C baglanma sicaklig1 (annealing) olacak sekilde dizayn edilmistir. Kullanilan reaksiyon

igerigi ve programi Tablo 3.10 ve Tablo 3.11 ’de verilmistir.

Tablo 3.10: ExTaqg PCR igerigi.

Soliisyon Hacim (ul)
dH20 155
10x ExTaqg PCR Tamponu 20
ExTaq dNTP karisimi 16
Ileri primer (100 uM) 2
Geri primer (100 uM) 2
ExTaq 1
DNA 4
Tablo 3.11: ExTaq PCR programiu.
Basamak Sicaklik (°C) Siire (dk)
1 98 5:00
2 98 0:30
30 Kere
Tekrar 3 55 0:45
4 72 1 dk/ kb
5 72 1dk/ kb
6 10 Sonsuz
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3.4.5.2 Q5 DNA Polimeraz ile Gergeklestirilen PCR
DNA’nin klonlama amaciyla c¢ogaltilmasi i¢in Q5 polimeraz (NEB) kullanilarak PCR
gerceklestirilmistir. Primerler 55 °C baglanma sicaklig1 (annealing) olacak sekilde dizayn

edilmistir. Kullanilan reaksiyon igerigi ve programi Tablo 3.12 ve Tablo 3.13 ’de verilmistir.

Tablo 3.12: Q5 PCR igerigi.

Soliisyon Hacim (ul)
dH20 69

5x Q5 Reaksiyon Tamponu 20

2.5 mM dNTP karisimi (Promega) 8

Ileri primer (100 uM) 0.5

Geri primer (100 uM) 0.5

Q5 Polimeraz 1

DNA 1

Tablo 3.13: Q5 PCR programu.

Basamak Sicaklik (°C) Siire (dk)
1 98 0:30
2 98 0:10
30 Kere
3 55 0:30
Tekrar
4 72 1 dk/ kb
5 72 2:00
6 10 Sonsuz

3.4.5.3 Maya Koloni PCR

Koloni PCR tekniginin uygulanmasi i¢in Prof. Dr. Adele Marston’in laboratuvarinda
saflagtirilmis Taq polimeraz, 2.5 mM dNTP (Promega) ve 10x PCR tamponu (100 mM Tris-
HCI pH: 8.3, 500 mM KCl, 20 mM MgCl12, % 0.1 jelatin) kullanilmistir. Primerler 55- 60
°C araliginda baglanma sicakligina sahip olacak sekilde dizayn edilmistir. Reaksiyon buz
tizerinde kurulmustur ve ¢ok kiigiik miktarda maya hiicresi direk olarak PCR tiipiine
eklenmistir, hafifce karistirilan tiipler hizlica 6nceden 1sis1 ayarlanmis PCR cihazina

konulmustur. Reaksiyon igerigi Tablo 3.14’te, PCR programi ise Tablo 3.15’te verilmistir.
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Tablo 3.14: Maya koloni PCR igerigi.

Cozelti Hacim (ul)
10x PCR tamponu 2
dNTP 1.6
Ileri Primer (20 uM) 1
Geri Primer (20 uM) 1
Taq Polimeraz 0.4
dH20 14
Tablo 3.15: Maya koloni PCR programu.
Basamak Sicaklik (°C) Siire (dk)
1 95 10:00
30 Kere 2 95 0:30
Tekrar 3 55- 60 0:30
4 72 3:00
5 72 5: 00
6 10 Sonsuz

3.4.5.4 Kuantitatif PCR (QPCR)

gPCR i¢in bolim 3.5.4’te verilen kromatin immiinopresipitasyonu (ChIP) protokoliinden
elde edilen DNA o6rnekleri kullanilmistir. Input DNA 1: 300 oraninda, ChIP DNA ise 1:6
oraninda steril ultra saf su (Hypure Molecular Biology Grade Water, GE Lifesciences)

igerisinde ¢ozlilmiistiir. Tablo 3.16°da verilen reaksiyon igerigi 96 kuyucuklu plaka (Roche)

kullanilarak 3 tekrarli halde hazirlanmistir.

Tablo 3.17°de verilen qPCR programi Lightcycler 480 Roche cihazi ile gergeklestirilmistir.

Kullanilan primerler ise Tablo 3.18’de verilmistir.
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Tablo 3.16: qPCR igerigi.

Soliisyon Hacim (ul)
Luna Universal qPCR Master Mix | 5

(NEB)

Ileri Primer (20 uM) 0.125

Geri Primer (20 uM) 0.125
Steril Ultra Saf Su 1.750
DNA 3

Tablo 3.17: qPCR programu.

Adim Sicakhik Siire Yakalama

(°C) (Acquisition)
Pre-inkiibasyon 95 1dk Yok
Amplifikasyon 95 15sn Yok

60 30sn Bir kere

Amplifikasyon basamagi 42 defa

tekrar edilmistir.
Erime egrisi 95 5sn Yok
(Melting curve) 65 40 sn Yok

97 65 - 97 arasi | Her 1 °C sicaklik

sicakliklarda 0.3 | artis1  basina iki
°C/ sn artis adet
Tutma 55 Sonsuz Yok
Tablo 3.18: gPCR i¢in kullanilan primerler.
Lokus Primer | Oligoniikleotid Sekansi Primer
Adi Verimi

Sentromer 8172 GCCGAGGCTTTCATAGCTTA 2.098
Sentromer 8173 GACGATAAAACCGGAAGGAAG 2.098
Kol 8175 GCTACCACCAATAACACAGTTGAG | 1.881
Kol 8176 GTACCTTCCCTGATAATCCGTCT 1.881
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Tablo 3.18 (devam).

Lokus Primer | Oligoniikleotid Sekansi Primer
Adi Verimi

Perisentromer | 8601 GGTCATGGTTGTCTTCCTCTAAG 2.228

Perisentromer | 8602 AACCTCATTCGTCATGTGAGAG 2.228

Roche Lightcycler 480 yazilimi kullanilarak her bir qPCR reaksiyonunun esik dongiisii (Ct)
2. tiirev maksimum algoritmas1 kullanilarak hesaplanmistir. Elde edilen degerler daha sonra

Microsoft Excel ile asagida verilen formiiller (3.1 ve 3.2) ile hesaplanmustir;

nput sulandirma katsayisi
ACt= Ctcprp - (Ctinpur - IOgIIorliomter verimliligi ! (3.1)
CRIP | o o o s 2
Input engintliglL = rrimer Verimiiiigl .

3.4.6 PCR Piirifikasyonu

PCR sonu elde edilen {irlinlin piirifikasyonu Qiagen QIAquick PCR piirifikasyon kiti ile
markanin sagladig1 protokol kullanilarak gergeklestirilmistir [81]. Bu amagla 200 ul 6rnek
tizerine 1000 pl PB tamponu eklenmistir ve kolona yiiklenmistir. 13200 rpm’de 1 dk santrifiij
edilen kolondan akan kisim atilmistir ve 750 pl PE tamponu eklenmistir. 13200 rpm’de 2
defa 1dk santrifiij edilen kolondan akan kisim tekrar atilmistir. Temiz bir tiipe alinan kolon
tizerine 35 pl saf su eklenerek 13200 rpm’de 1 dk santrifiij gergeklestirilmistir ve tiip dibinde
saf PCR 0rnegi elde edilmistir.

3.4.7 Agaroz Jel Elektroforezi

PCR, klonlama veya sonikasyon (ChIP) sonucunda elde edilen DNA iriinlerini
gozlemleyebilmek amaciyla etidyum bromiir ile agaroz jel elektroforezi gergeklestirilmistir.
Agaroz jelinin hazirlanmasi i¢in % 1 w/v agaroz (ChIP sonikasyon verimliligi testi i¢in %
2), TAE tamponu (40 mM Tris, 1 mM EDTA, % 0.11 v/v asetik asit) igerisinde mikrodalga
firin kullanilarak ¢6zdiriilmiistiir. Stvi haldeki agaroz ilidiktan sonra 0.5 pg/ml etidyum
bromid eklenerek jel kiivetine dokiilmiistiir ve kuyucuklar1 olusturan tarak takilmustir.
Kuyucuklari olusmus ve donmus agaroz jel TAE soliisyonu i¢ine yerlestirilmistir. 5- 20 pl

DNA iiriinii Orange G boyast ( % 0.1 w/v Orange G, %10 Gliserol, | mM EDTA pH: 8) ile
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kangtirilmistir. Karisimlar ve DNA {irtiniiniin biiyiikligliniin saptanmasi i¢in kullanilan 7.5
ul DNA markorii (NEB 1 kb DNA ladder) kuyucuklara yiiklenmistir ve 90 V ’da 30- 45 dk
elektrik akimi verilerek DNA yiiriitiilmiistiir. UV trans-iliiminatorii kullanilarak DNA {irtinii

gbzlemlenmistir.

3.4.8 Etanol Presipitasyonu

DNA’nin etanol ile ¢oktiiriilmesi i¢in toplam hacminin % 10°u kadar 3M NaAc ve 2.5 kat
hacimde soguk % 100 etanol eklenmistir. 30 dk siire ile - 20 °C’de bekletilen karigim 13000
rpm’de 10 dk 4 °C’de santrifiij edilmistir. Siipernatant atilmistir ve DNA 400 pl soguk % 70
etanol ile yikanmigtir. Havada kurutulan DNA 5- 10 pl su ile ¢oziilmiistiir ve - 20 °C’de

saklanmustir.

3.4.9 Klonlama

3.4.9.1 Gibson Assembly Teknigi ile Klonlama

Eklenecek parga ve iskelet DNA’nin ¢ogaltilmasi icin iki ayr1 Q5 polimeraz kullanilarak
PCR gerceklestirilmistir. Agaroz jel ile istenen boyutlarda elde edildigi dogrulanan 95 pl
PCR iiriinii izerine 15 ul Cutsmart Tamponu (NEB), 37 ul su ve 3 ul Dpnl (NEB) eklenerek
37 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra PCR piirifikasyonu gerceklestirilmistir. Elde
edilen DNA’nin konsantrasyonu nanodrop cihazi ile ng/ pl olarak Olctilmustiir.
Birlestirilecek DNA fragmanlarinin molaritelerinin esit olmasina dikkat edilerek toplamda
5 pl almmistir ve 15 pl Gibson soliisyonuna (Gibson Assembly Cloning Kit, NEB)
eklenmistir [82]. 50 °C’de 30 dk siire ile inkiibe edilen karisim kimyasal kompetan DH5a E.

coli hiicrelerine transforme edilmistir.

3.4.9.2 Yonlendirilmis Mutagenez

Plazmidlerde yonlendirilmis mutagenez QuikChange II XL kiti (Agilent Technologies)
kullanilarak gergeklestirilmistir [1]. Bu amagla Tablo 3.19’da igerigi verilen PCR reaksiyonu
Tablo 3.13’deki kosullarda baglanma sicakligi 55- 60 °C olacak sekilde 17 devir ile
gerceklestirilmistir. 50 pl PCR iiriinii iizerine 10 pl Cutsmart Tamponu (NEB), 39 ul su ve
I wl Dpnl (NEB) eklenerek 37 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra etanol

presipitasyonu ve XL10-Gold E. coli transformasyonu gergeklestirilmistir.
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Tablo 3.19: Yonlendirilmis mutagenez reaksiyon igerigi.

Soliisyon Hacim (ul)
10x PCR tamponu 5

dNTP 1

Ileri Primer (20 uM) 2

Geri Primer (20 uM) 2

Quik Soliisyonu 3

dH20 36
PfuUltra High Fidelity DNA Polimeraz 1

3.4.10 DNA’min Sekanslanmasi

3.4.10.1Plazmid DNA’simin Sekanslanmasi

Plazmid DNA’smin sekanslanmasi i¢in Big Dye Terminator Kit versiyon 3.1 (Applied
Biosystems) kullanilmigtir. Primerler sekanslanmasi istenen bolge igerisinde, klonlama
merkezine yakin ve her bir primer yaklasik 500 baz ¢iftlik alana baglanacak sekilde dizayn
edilmistir. Kullanilan reaksiyon igerigi ve PCR programi Tablo 3.20 ve Tablo 3.21°de
verilmistir. Sekanslama analizi ABI 3730 DNA Analyser (Applied Biosystems) ile

gerceklestirilmistir. Sekanslama sonuglar1 Benchling online yazilimi ile analiz edilmistir.

Tablo 3.20: Plazmid DNA’siin sekanslanmasi i¢in kullanilan reaksiyon igerigi.

Soliisyon Hacim (ul)
dH20 4.5
Plazmid DNA 1

5 uM Primer 0.5

5X Sekanslama Tamponu 2

BigDye V3.1 2
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Tablo 3.21: Plazmid DNA’sinin sekanslanmast i¢in kullanilan PCR programu.

Basamak Sicaklik (°C) Siire (dk)

1 95 5:00

2 95 0:30
25 Kere

3 55 0:15
Tekrar

4 60 4:00

5 10 Sonsuz

3.4.10.2Maya gDNA’sinin Sekanslanmasi

Tomurcuklanan mayada genomik bir bolgenin sekanslanabilmesi i¢in Oncelikle DNA
bolgesi ExTaq PCR ile ¢ogaltilmistir. Daha sonra PCR piirifikasyonu ger¢eklestirilmistir.
Elde edilen iiriin Tablo 3.22°de verildigi gibi sekanslama reaksiyonuna eklenmistir ve Tablo
3.23’de verilen program uygulanmistir. Sekanslama analizi ABI 3730 DNA Analyser
(Applied Biosystems) ile gerceklestirilmistir. Sekanslama sonucglar1 Benchling online

yazilimi ile analiz edilmistir.

Tablo 3.22: Maya gDNA’smin sekanslanmasi i¢in kullanilan reaksiyon igerigi.

Soliisyon Hacim (ul)
PCR iiriinii 4

Sekanslama Primeri (8 uM) 2
BigDye V3.1 4
1

Sekanslama Tamponu

Tablo 3.23: Maya gDNA’siin sekanslanmast i¢in kullanilan PCR programu.

Basamak Sicaklik (°C) Siire (dk)
1 96 0:30
25 Kere
2 50 0:15
Tekrar
3 60 4:00
4 10 Sonsuz

46



3.5 Protein Metotlari

3.5.1 Protein izolasyonu

Tomurcuklanan mayadan protein izolasyonunun gerceklestirilmesi i¢in TCA (trikloroasetik
asit) ekstraksiyon yontemi kullanilmistir. Bu metot i¢in kullanilan soliisyonlar ve igerikleri
Tablo 3.24°de verilmistir. 10 ml YEPDA s1v1 besiyeri icerisinde biiyiitiilmiis (ODgoo= 0.8 -
1.2) hiicreler 3000 rpm’de 3 dk santrifiij edilmistir ve slipernatant atilmigstir. Pellet lizerine
% 5 TCA soliisyonundan (w/v) 5 ml eklenmistir ve drnekler buzda 10 dk bekletilmistir. 3000
rpm’de 3 dk santrifiij edildikten sonra siipernatant dokiilmiistiir ve pellet dipte kalan TCA
stvisinda ¢ozdiiriilerek 2 ml fast-prep tiiplerine (MP Biomedicals) alinmistir. 13200 rpm’de
30 sn 4 °C’de santrifiij edilen tiiplerdeki slipernatant aspire edilmistir ve tiipler siv1 azotta

aniden dondurulmustur ve -80 °C’de saklanmustir.

Ornekler oda sicakiginda ¢ozdiiriildiikten sonra 1 ml aseton eklenmistir ve Ornekler
vortexlenmistir. 13200 rpm’de 7 dk santrifiij edilen 6rneklerin siipernatant kismi atilmistir.
Pellet minimum 4 saat oda sicakliginda g¢eker ocak igerisinde kurutulmustur ve aseton
tamamen uzaklastirilmistir. Daha sonra hiicrelere 100 pl protein ortaya ¢ikarma tamponu ve
bir miktar cam bilye (0.5mM zirconia/silica cam bilyeler, Biospec Products) eklenerek
Fastprep Bio- Pulveriser FP120 cihazinda 6.5 hizda 3 defa 45 saniye boyunca ¢alkalanarak
parcalanmasi saglanmustir. Orneklerin iizerine 50 pl 3x SDS &rnek tamponu eklenenmistir
ve 95 °C’de 5 dk kaynatilmistir. 13200 rpm’de 5 dk santrifiij gergeklestirildikten sonra

stipernatant kismi1 temiz bir tiipe alinarak -20 °C’de saklanmuistir.

Tablo 3.24: TCA protein izolasyonu yonteminde kullanilan soliisyonlar ve igerikleri.

Soliisyon Icerigi

Tris EDTA Tamponu (TE) Tris-HCI (10 mM, pH: 7.5)
EDTA (1 mM, pH: 7.5)

Protein Ortaya Cikarma Tamponu Tris EDTA Tamponu (TE, 1 ml)

Dithioreitol (DTT, 2.75 ul, 1M)
Roche EDTA-free proteaz inhibitorii (1
tablet 1 ml dH2O’da ¢6zdiirilmistiir ve

20 pl kullanilmistir.)
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Tablo 3.24 (devam).

Soliisyon

Icerigi

3x SDS Ornek Tamponu Tris-HCI (187 mM, pH: 6.8)

B-mercaptoethanol (% 6, v/v)
Gliserol (% 30, v/v)

SDS (% 9, viv)

Bromofenol mavisi (% 0.05, w/v)

3.5.2 SDS- PAGE

Biorad SDS- PAGE jel sistemi kullanilarak 5 ml ayirma jeli, 2 ml yiikleme jeli Tablo 3.25’te
verilen igerikler kullanilarak hazirlanmustir. 1ki cam plaka etanol ile temizlenmistir ve
arasma 5 ml ayirma jeli karisimi eklenmistir. Uzerine ince bir tabaka halinde isopropanol
eklenmistir ve jel donmaya birakilmistir. Donan jel lizerindeki isopropanol dokiilerek 2 ml
yiikleme jel karisimi jel iizerine eklenmistir ve tarak koyularak kuyucuklarin olusmasi
beklenmistir. Ayirma jeli de donduktan sonra jel igeren cam plakalar SDS yiiriitme tamponu
(25 mM Tris, 190 mM glisin, % 0.01 w/v SDS) igeren tank igerisine alinmistir. 10 pl protein
ornegi ve 8 ul protein markorii (NEB P7712S) kuyucuklara yiiklenmistir. SDS- PAGE jeli

once 120 V’da 15 dk, sonra 180 V’da yaklasik 1 saat yiiriitiilmiistiir.

Tablo 3.25: SDS- PAGE yiikleme ve ayirma jeli soliisyonlar1 ve igerikleri.

Soliisyon Icerigi

% 8 Ayirma Jeli 3.59 ml dH20
1.25 ml 4X Ayirma Tamponu, pH: 8.8 (% 0.4 w/v SDS, 1.5
M Tris)

1.33 ml % 30 akrilamid : % 0.8 bisakrilamid
0.08 ml % 10 ammonyum persulfat (APS)
0.01 ml tetrametiletilendiamin (TEMED)

Yiikleme Jeli

1.778 ml dH20

0.667 ml % 30 akrilamid : % 0.8 bisakrilamid

2.5 ml 2x Yiikleme Tamponu (250 mM Tris, % 0.2 w/v SDS,
pH: 6.8)

0.050 ml % 10 ammonyum persulfat (APS)

0.005 ml tetrametiletilendiamin (TEMED)
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3.5.3 Western Blot

Kiiclik Biorad SDS-PAGE jeli nitroseliilloz membran (0.45 uM, GE Healthcare) ve blot
kagitlar1 arasinda sandvig hale getirilerek transfer tamponu (25 mM Tris, % 1.5 w/v glisin,
% 0.02 w/v SDS, % 10 v/v MeOH) igeren tank igerisine konulmustur. Tank igerisine asir1
1sinmay1 engelleyen buz akiileri koyulmustur ve 90 V’da 90 dk transfer gergeklestirilmistir.
Transfer tamamlandiktan sonra nitroseliiloz membran su ile yikandiktan sonra Ponceu
boyasi (% 0.47 w/v Ponceau S, % 3 w/v TCA, % 1 v/v asetik asit) ile 2 dk boyunca yikanarak
protein bantlart goézlenmistir ve transferin gerceklestigi dogrulanmistir. Su ile yikanan
nitroseliilloz membran % 0.05 Tween20 i¢eren PBS (13.7 mM NaCl, 270 uM KCl, 1 mM
NaxPOgs, 176 pM KH2POg) igerisinde hazirlanmis (PBST) % 5 siitile 1 saat oda sicakliginda
bloklanmigtir. Primer antikor (Tablo 3.26) ise PBST igerisinde hazirlanmig % 2 siit
karisimina eklenmistir ve nitroseliiloz membran primer antikor ¢ozeltisi ile 16 saat boyunca
4 °C’de ¢alkalanarak inkiibe edilmistir. PBST ile 3 defa oda sicakliginda 15 dk ¢alkalanarak
yikanan membrana PBST icerisinde hazirlanmis % 2 siit ¢ozeltisi icerisinde ¢oziilmiis
sekonder antikor eklenmistir (Tablo 3.26) ve 1 saat oda sicakliginda calkalanarak inkiibe
edilmistir. Membran daha sonra 3 defa PBST ve 1 defa PBS ile 5 dk yikanmustir. Proteinlerin
gozlenebilmesi i¢in SuperSignal West Pico chemiluminescence kiti (Thermo Scientific)
kullanilmistir.  Zayif protein sinyallerinin tespiti i¢in ise SuperSignal West Femto
chemiluminescence kit (Thermo Scientific) kullanilmistir. Nitroseliiloz membran, karanlik

odada Konica-Minolta SRX-101A cihaz1 kullanilarak X- ray filmine basilmistir.

Tablo 3.26: Western Blot i¢in kullanilan antikorlar.

Antikor Kaynak | Konsantrasyon | Primer/ Marka
Tiir Sekonder
HA (12CA5) Fare 1/ 1000 Primer Roche (11666606001)
GFP Fare 1/ 1000 Primer Roche (11814460001)
Pgkl Tavsan 1/ 10000 Primer Adele Marston lab.
tiretimi (C. Fox)
Kar2 Tavsan 1/ 100000 Primer Adele Marston lab.
iiretimi (C. Fox)
Anti- fare Koyun 1/ 5000 Sekonder VWR GE healthcare
(NXA931)

49




Tablo 3.26 (devam).

Antikor Kaynak Tiir | Konsantrasyon Primer/ Marka
Sekonder
Anti- tavsan Esek 1/ 5000 Sekonder VWR GE
healthcare
(NA934)

3.5.4 Kromatin Immiinopresipitasyonu (ChIP)
Kromatin immiinopresipitasyonu (ChlIP), Vezijlbergen ve arkadaslarimin (2014) metodu

kullanilarak gergeklestirilmistir [26] ve bu test icin kullanilan soliisyonlar Tablo 3.27’de

verilmistir.
Tablo 3.27: ChlIP soliisyonlari.
Soliisyon Adi Icerigi
Diluent Hepes-KOH (71.43 mM, pH: 7.5)

NaCl (143 mM)
EDTA (1.43 mM)

Fikse Edici Soliisyon

Formaldehid (3 ml, % 37)
Diluent (7 ml)

TBS

Tris-HCI (20 mM, pH: 7.5)
NaCl (150 mM)

2X FA lizis tamponu

Hepes-KOH (100 mM, pH: 7.5)
NaCl (300 mM)

EDTA (2 mM)

Triton X-100 (% 2, v/v)

Na Deoxycholate (0.2, % v/v)

ChIP Yikama Tamponu No:1

FA lizis tamponu (1X)
SDS (% 0.1, v/v)
NaCl (275 mM)

ChIP Yikama Tamponu No:2

FA lizis tamponu (1X)
NaCl (500 mM)
SDS (% 0.1, v/v)

ChIP Yikama Tamponu No:3

Tris-HCI (10 mM , pH: 8)
NP-40 (%0.5, v/v)

LiCl (250 mM)

EDTA (1 mM)

Na Deoxycholate (% 0.5, v/v)
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Tablo 3.27 (devam).

Soliisyon Adi Icerigi
ChIP Yikama Tamponu No:4 | Tris-HCI (10 mM, pH: 8)
EDTA (1 mM)

100 ml maya kiiltiiriinii metafazda yakalamak i¢in mikrotiibiilleri depolarize eden 30 pg/ml
nocodazole ve benomyl kullanilmistir. TCA 6rnegi hazirlamak i¢in 10 ml ve DAPI sayim
i¢cin 200 pl ayirdiktan sonra hiicreler, fikse edici soliisyon ile 2 saat boyunca oda sicakliginda
diisiik frekansta calkalama ile fikse edilmistir. Daha sonra hiicreler 3000 rpm’de 4 °C’de 3
dk santrifiij edilmis ve pelet TBS soliisyonu ile iki defa, % 0.1 SDS iceren FA lizis soliisyonu
ile 1 defa yitkanmistir. Hiicreler daha sonra Fastprep tiiplerine (MP biomedicals) alinmigtir
ve 13200 rpm’de santrifiij edilmistir. Elde edilen pelet sivi azot igerisinde dondurulmustur
ve Ornekler -80 “C’de saklanmustir. 16 saat sonra hiicrelere buz iizerinde ¢ozlilmiistiir ve %
0.5 SDS, 1x proteaz inhibitorii (Sigma, cOmplete™, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail)
ve 1 mM Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) igeren 400 ul FA lizis tamponu, yaklasik
200 pl silika boncuklar ile birlikte eklenmistir. Lizis islemi MP Biomedicals™ FastPrep
cihazinda 3 defa 30 saniye siiresince 6.5 hizda 10 dakikalik molalar ile (buz iizerinde)
gerceklestirilmigtir. Silika boncuklardan ayrilan hiicre lizatlari daha sonra 13200 rpm’de
4°C’de 15 dakika santrifiij edilmistir ve pelet 6nce 1 ml % 0.1 SDS, 1x proteaz inhibitorii
ve 1 mM PMSF iceren soguk FA lizis soliisyonunda ¢ozdiiriilmiistiir ve tekrar santrifiij
edilerek 300 ul’lik ayni soliisyonda ¢ozdiirilmiistiir. DNA’y1 300- 500 bp’lik parcalara
ayirmak icin hiicreler BioRuptor Twin sonicator (Diagenode) cihazinda yliksek ayarda 30
saniye a¢- 30 saniye kapa modunda 30 defa sonike edilmistir. Daha sonra ornekler 13200
rpm’de 4 °C sicaklikta santrifiij edilmistir ve siipernatan iizerine % 0.1 SDS, 1x proteaz
inhibitdrii ve 1 mM PMSF igeren 500 pl FA lizis tamponu eklenmistir. Ornekler 15 dk 13200
rpm’de 4 °C’de tekrar santrifiij edilmistir ve 1 ml stipernatan “IP” 6rnegi olarak, 100 ul
sonikasyon verimini test etmek icin ve 10 ul ise “input” 6rnegi olarak ayrilmistir. Input

ornekleri - 20 °C’de saklanmistir.

Sonikasyon verimi i¢in ayrilan 100 pl lizat tizerine 80 pl TE ve 20 pl proteinaz K (10 mg/ml,
Promega) eklenmistir. 42 °C’de 1 saat inkiibe edilen 6rnek daha sonra 65 "C’de 16 saat
boyunca bekletilmistir. Daha sonra PCR piirifikasyonu gergeklestirilmistir ve drnekler %

2’lik agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenmistir.
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IP 6rneklerine, daha 6nceden 4 kere % 0.1 SDS, 1x proteaz inhibitorii ve 1 mM PMSF igeren
FA lizis tamponu ile yikanmis Protein G Dynabeads bilyeleri (herbir IP igin 15 pl)
eklenmistir. 7.5 ul 12CAS5 a-Ha (Fare, 0.4 mg/ml, Roche) antikoru da bilye-lizat karisimina
eklenerek 4 °C’de 16 saat rotasyona birakilmistir. Bilyeleri i¢eren IP &rnekleri donen
miknatish tiipliik tizerinde 5 dakikalik bekleme araliklariyla 4 farkli ChIP yikama tamponu
ile ytkanmugtir. IP ve input drneklerine 200 pl % 10°1uk Chelex (Bio-Rad) eklendikten sonra,
tiipler 100°C’de 10 dk kaynatilmis ve 2000 rpm’de santrifiij edilerek 2.5 pl proteinaz K (10
mg/ml, Promega) ile 55 °C’de 30dk bekletilmistir. Proteinaz K’y1 inaktive edebilmek igin
ornekler tekrar 100 °C’de 10 dk kaynatilmistir ve santrifiij sonrasi yaklasik 120 pl

stipernatant qPCR analizi i¢in ayirilmistir ve - 20 °C’de saklanmastir.

3.6 Mikroskobi Metotlar:

3.6.1 Etanol Fiksasyonu ve DAPI Sayimi

ChIP esnasinda hiicrelerin senkronize olarak metafazda yakalandigindan emin olabilmek
igin hiicreler etanol ile fikse edilmistir ve DAPI ile boyanmistir. Bu sebeple, ChIP
protokoliinde belirtildigi gibi ayrilmis olan 200 pl hiicre 3000 rpm’de 2 dk santrifiij
edilmistir. Siipernatan atildiktan sonra pellet tizerine 800 pl % 80 etanol eklenerek fikse
edilen hiicreler 4 °C’de saklanmistir. Daha sonra etanolde fikse edilmis hiicreler 13200
rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir ve etanol atilmistir. Pellet tizerine 20 pl DAPI boyasi (1
pg/ml) eklenmistir. Her 6rnekten 3 pl alinarak 1 mm cam lam iizerine koyulmustur ve 18 x
18 mm lamel ile kapatilmistir. 100x Plan ApoChromat NA 1.4 oil lensine sahip Zeiss
Axioplan 2 floresan mikroskobu ile 200 hiicre sayilmistir.

3.6.2 Floresan Krosover Haberci Testi

10 ml SPO besiyeri igerisinde mayoz boliinmeye birakilmis hiicrelerden 2 giiniin sonunda
1.5 ml alinmistir ve 3000 rpm’de 3 dk santriflij edilmistir. Sporlarin ascustan ayrilmasina
sebep olmadan ascus duvarini gevsetmek amaciyla pellet tizerine 100 pl zimolaz (10 mg/
ml) eklenmistir [83] ve 30 °C’de 30 dk inkiibe edilmistir. 3000 rpm’de 3 dk santrifiij edilen
hiicrelere 100 pl 1.2 M sorbitol eklenmistir. Orneklerden 5 pl alinarak lam iizerine
konulmustur ve lamel kapatilarak preperatlar hazirlanmistir. 100x Plan ApoChromat NA 1.4
oil lensine sahip Zeiss Axioplan 2 floresan mikroskobu, Micro Manager yaziliminin Multi-
D Acquisition modunda DAPI (CFP etiketi i¢in), YFP (GFP etiketi i¢in) ve TRITC (RFP

etiketi i¢in) kanallar1 kullanilarak tetradlarin forograflari ¢ekilmistir. Fotograflar daha sonra
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Image J yazilimi ile David Kelly (Edinburgh Universitesi) tarafindan hazirlanmis bir eklenti
kullanilarak skorlanmistir. Bu eklenti ile sadece benzer DAPI siddetine sahip (en az % 80
benzerlik) sporlarin bulundugu tetradlar skorlanmigtir. Yesil/ kirmizi isimalar igin
maksimum siddetin 1000 ve tlizeri oldugu tetradlar yesil/ kirmizi olarak belirlenmistir. Bir
sporda hem yesil hem de kirmizi sinyal 1000 ve tizeri ise 0 Spor sar1 olarak belirlenmistir.
Skorlama sonuglarinin rekombinasyon frekansina (Morgans) doniistiiriilmesi Oregon
Universitesi Molekiiler Biyoloji Enstitiisii’nden Prof. Franklin W. Stahl tarafindan

hazirlanmig online hesaplama araci ile gergeklestirilmistir [84].

3.6.3 Floresan Mikroskobu ile Canlh Hiicre Goriintiileme

3.6.3.1 Ibidi Plakalarinin Hazirlanmasi

Floresan mikroskobu altinda hiicrelerin ugun sivi ortamda immolize halde incelenebilmesi
igin 8 plakali cam Ibidi plakalar1 kullanilmistir. Hiicrelerin cam tabana yapismasi i¢in [85]
50 mM MnCI; igerisinde 5 mg/ml olacak sekilde hazirlanmig Concanavalin A (ConA)’dan
her kuyucugu 45 pl eklenmistir. 30 °C’de 15 dk kapagi hafif¢e acik halde inkiibe edilen
plakalardaki fazla ConA aspire edilmistir. Kuyucuklar 3 defa su ile yikandiktan sonra plaka,

karanlikta hiicreler hazir olana kadar bekletilmistir.

3.6.3.2 Mitoz Boliinmenin Canh Goériintiilenmesi

Hiicrelerin geg¢irdigi mitoz boliinme evrelerinin tamaminin goriintiilenebilmesi i¢in tiim
hiicreler G1 evresinde tutuklanmis daha sonra senkronize olarak mitoz boliinme gegirmeleri
tesvik edilmistir. Bu amagla MATa cinsiyetine sahip tomurcuklanan maya hiicreleri ve bu
hiicrelerin G1 evresinde tutuklanmasini saglayan bir feromon (a-Faktor) kullanilmistir [86].
Bu test i¢in kullanilan suglar 10 ml metionin eksiltilmis siv1 besiyerinde (-met) 16 saat
boyunca oda sicakliginda 250 rpm’de calkalanarak blyiitiilmiistiir. 16 saatin sonunda
ODsoo= 0.2 olacak sekilde ayn1 besiyerinde seyreltilen hiicreler oda sicakliginda 2 saat daha
calkalanarak biiylimeye birakilmistir. Daha sonra hiicreler tekrar ODgoo= 0.2 olacak sekilde
seyreltilmis ve G1 evresinde tutuklanmalarinin saglanmasi i¢in 10 pl a-Faktér (5 mg/ml)
eklenmigtir. 90 dakika sonra hiicrelere tekrar 5 pl oa-Faktor (5 mg/ml) eklenerek oda
sicakliginda 90 dakika daha calkalanarak biiylimeye birakilmistir. Siire sonunda hiicrelerin
G1 evresinde olduklari 151k mikroskobu ile dogrulandiktan sonra vakumlu filtrasyon sistemi
kullanilarak yikanmistir. Membrana yapisan hiicreleri elde etmek icin 10 ml s1v1 besiyerine
alian membran elle ¢alkalanmistir. Elde edilen hiicrelerden 1.5 ml alinarak 3000 rpm’de 3

dk santrifiij gergeklestirilmistir. 1.2 ml Siipernatan atilarak pellet kalan 300 pl besiyeri ile
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¢ozdiiriilmiistiir ve daha dnceden hazirlanan ibidi plakasinin bir kuyucuguna eklenerek 15
dk oda sicakliginda bekletilmistir. Hiicrelerin plakaya yapistiktan sonra iistte kalan besiyeri
aspire edilerek kuyucuklar 2 defa temiz besiyeri ile yikanmistir ve en son 500 ul besiyeri
eklenerek plaka mikroskopta incelenmeye hazir hale getirilmistir. Motorize Prior tablasina
sahip Zeiss Axio Observer Z1 (Zeiss UK, Cambridge) floresan mikroskobu, Hamamatsu
Flash 4 SCMOS kamerasi1 ve Zen Pro yazilimi goriintiilleme amaciyla kullanilmistir. 2 saat
boyunca 25 °C’de 15 dk araliklarla fotograf ¢ekilerek video kaydi yapilmistir. Her kuyucuk
icin 4 ayr1 pozisyondan goriintii alinmistir. EGFP (% 4 transmitted light, 150 ms exposure),
Tomato (% 10 transmitted light, 150 ms exposure) ve Brightfield kanallar1 kullanilmistir ( 8

Z-stacks). Goriintiiler Image J ile analiz edilmistir.

3.6.3.3 Mayoz Boliinmenin Canh Gériintillenmesi

Mayoz bolinmenin goriintiilenmesi i¢in pCUP1-IME1/IME4 tutuklama/ serbest birakma
testi gergeklestirilmistir. Bu test kapsaminda, besin kithg: ile tesvik edilen mayoz
boliinmenin goriintiilenmesi esnasinda yiiksek oranda senkronizasyonun saglanabilmesi igin
gametogenezde kritik 6neme sahip IME1 ve IME4 faktorleri bakirin detoksifikasyonundan
sorumlu CUP1 geninin promotoruna baglanmistir [87] . pCUP1-IMEL1/IME4 6zelligine
sahip diploid hiicreler bolim 3.3.6’da belirtilen yontemle mayoz bdoliinme igin
biiyiitilmistiir ve 10 ml SPO siv1 besiyerine alindiktan sonra 30 °C’de ve 250 rpm’de 1.5
saat calkalanarak hiicrelerin erken mayozda tutuklanmasi saglanmistir. Siire sonunda
hiicrelerden 1.5 ml alinarak 3000 rpm’de 3 dk santrifiij gergeklestirilmistir. Pellet 300 pl
besiyeri ile ¢ozdiiriilerek daha onceden hazirlanmis Ibidi plakasinin bir kuyucuguna
eklenmistir ve 30 °C’de 20 dk inkiibe edilmistir. Hiicrelerin geri kalan1 3000 rpm’de 3 dk
santrifiij edilmistir ve besiyeri kismi temiz bir tlipe aktarilmistir. Ayrilan bu SPO
besiyerinden 250 ul alinarak igerisinde 50 uM CuSQOa4¢6zeltisi hazirlanmistir. Hiicreler hazir
oldugunda fazla besiyeri Ibidi kuyucuklarindan aspire edilmistir ve kuyucuklar 2 defa SPO
besiyeri ile yikanmistir. Her kuyucuga 250 ul SPO besiyeri eklenmistir ve mikroskop altinda
goriintiileme ayarlar1 yapilir yapilmaz 50 pM CuSOs c¢ozeltisinden (SPO igerisinde
hazirlanmis) 250 pl alinarak hiicrelerin iizerine son konsantrasyon 25 uM olacak sekilde
eklenmistir. Boylece diploid hiicrelerin premayotik DNA replikasyonunu gerceklestirmesi
ve senkronize olarak mayoza girisi tesvik edilmistir [87]. Zeiss Axio Observer Z1 (Zeiss
UK, Cambridge) floresan mikroskobu, Motorize Prior tablasi, Hamamatsu Flash 4 sSCMOS

kameras1 ve Zen Pro yazilimi kullanilarak 12 saat boyunca 30 °C’de 15 dk araliklarla
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fotograf ¢ekilerek goriintiileme yapilmistir. EGFP (% 4 transmitted light, 150 ms exposure),
Tomato (% 10 transmitted light, 150 ms exposure) ve Brightfield kanallar1 kullanilarak ( 8
Z-stacks) her kuyucuk i¢in 10 ayr1 pozisyondan goriintii alinmigtir. Goriintiiler Image J

yazilimi ile analiz edilmistir.

3.7 Istatistik

Floresan krosover haberci testi i¢in standart hata R-Studio programu ile Oregon Universitesi
Molekiiler Biyoloji Enstitiisii’nde gorevli Prof. Franklin W. Stahl tarafindan hazirlanmig
online formiiller kullanilarak hesaplanmistir [88]. P degerleri Fisher’s Exact Test

uygulanarak hesaplanmstir ve p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
Diger deney sonuglari i¢in standart hata en az n=3 biyolojik tekrar i¢in hesaplanmis olup, p

degerleri Paired Student T Testi ile Microsoft Office Excel kullanilarak hesaplanmistir.

p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Sugosin (Sgol) ve Protein Fosfataz 2A (PP2A) Perisentromerik Krosoverlar:
Engellemektedir

Bu c¢alismada, sugosinin ve yardimci proteinlerin perisentromerik krosoverlari
engellemedeki roliiniin belirlenmesi amaglanmistir. Krosover frekanslarinin perisentromer
icinde ve kromozom kolu araliginda nasil etkilendigini anlamak igin, floresan krosover
habereci testi gergeklestirilmistir [66], [89]. Bu test ile perisentromerde veya kol bolgesinde
aralarinda yaklasik 10 kb boyutunda bir mesafe olan kirmizi (RFP) veya yesil floresan
proteininin (GFP) olugmasini saglayan bir otonom spor promotoru aktarilmis ve ayni
zamanda 4 tetrad olustugundan emin olmamiz1 saglayan m-Cerulean (CFP) etiketleri olan
homolog kromozomlar kullanilmistir. 2 kirmizi ve 2 yesil spor igeren tetrad PD (parental
ditype, atasal iki tip); 1 kirmizi, 1 yesil, 1 sar1 ve 1 mavi (bos, sadece DAPI) spor igeren
tetradlar TT (tetratype, tetratip); 2 sar1 ve 2 mavi (bos, sadece DAPI) iceren tatradlar ise
NPD (non-parental ditype, atasal olmayan iki tip) olarak kategorize edilmistir (Sekil 4.1(a)
ve (b)).

Yabanil tiir olan SGO1 (perisentromerik aralik i¢in sus numarast AMy13149, kol i¢in
AMy14087); pCLB2-3HA-SGOL1 (perisentromerik aralik i¢in sus numarast AMy14637, kol
icin AMy14636) ve sgol-Y47A;Q50A;S52A (perisentromerik aralik i¢in sus numarasi
AMyl15389, kol i¢in AMy26925) suslar1 ile gerceklestirilen floresan krosover haberci
testinin sonuglarina gore hesaplanan rekombinasyon frekanslari (Morgans) Sekil 4.2°de
verilmistir. Sonuglara gore, Sgol eksikligi olan hiicreler (pCLB2-3HA-SGO1) ve PP2A'ya
baglanamayan suslar (Sgol-Y47A; Q50A; S52A), yabanil tip susa gore perisentromerik
aralikta rekombinasyon frekansinda sirasiyla yaklasik 16.1 ve 11.6 kat artig gostermislerdir
ve sonuglar istatistiksel olarak anlamlidir (Sekil 4.2 (a)). Bunun yaninda, kol araliginda
pCLB2-3HA-SGO1 ve sgol-Y47A; Q50A; S52A suslar istatistiksel olarak anlamli bir artig
gostermemistir (Sekil 4.2 (b)). Bu sonuglara gore, Sgol ve PP2A’nin perisentromerik

krosoverlar engelledigi acikca goriilmektedir.
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Perisentromerik Aralik

Kromozom Kol Araligi

Rekombinasyon Yok

Parental Ditype

Rekombinasyon Var

Tetratype

B B
L @

Rekombinasyon Var

Non-parental Ditype

Rekombinasyon Yok

Parental Ditype

Rekombinasyon Var

Tetratype

Rekombinasyon Var

Non-parental Ditype

*

(b)

Sekil 4.1: Perisentromerik aralikta (a) ve kromozom kol araliginda (b) gergeklestirilen
floresan krosover haberci testinin temsili anlatimu.
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Sgol mutantlarinin hatali kromozom ayrilmasina sebep olabilecegi g6z 6niine alindiginda
perisentromerde gergeklesen krosover sayisindaki goriiniir artisin rekombinasyonla degil,
yanlig segregasyonla ilgili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu nedenle, ek olarak, bir
topoizomeraz benzeri protein olan ve mayotik rekombinasyonun baslatilmasindan sorumlu
programli ¢ift zincir kiriklarii olusturan Spoll proteinini eksprese edemeyen SGOL,
SpollAa (perisentromerik aralik i¢in sus numarast AMy27419, kol i¢cin AMy27409) ve
pCLB2-3HA-SGO1, spoll4 (perisentromerik aralik i¢in sus numarast AMy27414, kol i¢in
AMy27426) suslart da analiz edilmistir (Sekil 4.2) [49]. Bu analiz sonucunda spoll4
tetradlarinin higbirinde perisentromer ya da kromozom kol araliginda kirmizi ve yesil
floresan 1s1malar1 ayni spor iizerinde gézlenmemistir. Bu sonuglar kullandigimiz floresan
krosover haberci testinin rekombinasyon frekansini dogru olarak yansittigint kanitlamistir
(Sekil 4.2).

Daha Onceki bir caliymada, sentromerin en yakininda oldugu bilinen Ctf19 kinetokor
kompleksinin S. cerevisiae’da perisentromerik krosoverlar1 engelledigi bulunmusur [66].
Aragtirmacilar, Ctf19’un bunu kohezinleri sentromerin yaklasik 20-50 kb yakinina getirerek
yaptigin1 ve sentromerin yaklasik 6 kb yakinindaki ¢ift zincir kirik olusumunu kardes
kromatid tamir yolagimi tercih etmesini saglayarak (homolog krosoverlar ile tamir etmek
yerine) baskiladigin1 géstermislerdir [66]. Nambiar ve arkadaslari da S. pombe ile yaptiklari
bir ¢calismada, Spoll’in goérevini gerceklestirebilmesi i¢in gerekli olan yardimci faktor
Rec10’un (S. cerevisiae’daki homologu Redl), Recl1 i¢eren kohezinlerle es zamanli olarak
lokalize olmasi gerektigini ve bunun da perisentromerik aralikta miimkiin olmadigini
(perisentromerik kohezinde Psc3 var) gostererek yalnizca perisentromerde bulunan
kohezinlerin sahip oldugu Psc3’iin, Spoll tarafindan gereklestirilen ¢ift zincir kiriklarmin
olusumunu ve dolayisiyla perisentromerik krosoverlari engelledigini gostermislerdir [90].
Kuhl ve Vader’e gore, S. cerevisiae ve S. pombe deki perisentromerik krosover baskilama
mekanizmalarindaki bu farkliliklarin sebebi S. cerevisiae’nin tercih ettigi kardes kromatid
tamir yolagmin S. pombe’ye ait ¢ok tekrarli perisentromer sekansinda hasar olusturabilmesi
ihtimalidir ve S. pombe ¢ift zincir kirik olusumunu direk olarak durdurmayi tercih etmektedir
[91]. Heterokromatin yapisinda sentromeri olan Arabidopsis thaliana ile yapilan bir bagka
caligmada ise sentromerik bolgedeki tekrarlayan sekanslarin transkripsiyonel olarak
baskilanabilmesi i¢in gerekli olan bir epigenetik modifikasyon olan DNA metilasyonunu
gerceklestiremeyen mutantlarda sentromerik bolgedeki krosover frekansinda artis

goriiliirken kromozom kolundaki krosoverlarin azaldigi gortilmustiir [92]. Memeli hiicrelere
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ait sentromerlerin satelit (uydu) DNA’lar1 ile kapli heterokromatin bolgelerinde yer aldigi
bilinmektedir [93]. Cappeletti ve arkadaslari, satelit DNA’larin sentromerik krosoverlarin
baskilanmasindaki roliinii aragtirmak igin sadece 11. kromozomunda tekrarlayan satelit
DNA’lar1 bulunmayan at (Equus caballus) spermatositlerini kullanmiglardir [93].
Arastirmacilar at spermatositlerine ait kromozom 11°deki rekombinasyon bolgelerini
haritaladiklarinda, satelit DNA’lar1 olmadigi halde bu bolgede rekombinasyonun
baskilandigini bulmuglardir ve sentromerik krosoverlarin baskilanmasinda satelit DNA’larin
gorevi olmadigi sonucuna ulagsmiglardir [93]. Erken mayozda gergeklesen krosoverlarin
homolog kromozomlarin bir arada durmasimi sagladigi, krosover gergeklestiremeyen
homologlarin ise sinaptonemal kompleksi proteinleri tarafindan gerceklestirilen sentromer
eslesmesi mekanizmasi ile anafaz I’de dogru ayrilmayi sagladiklar: bilinmektedir [94], [95].
Previato de Almeida ve arkadaslarinin fare spermatositleri ve mayalari kullanarak yaptiklari
bir ¢alismada, sugosinin sentromer eslesmesini ayrilmalarini yavaslatarak korudugu ve

krosover gergeklestiremeyen kromozomlarin dogru ayrilmasini sagladigi gosterilmistir [95].

Bu c¢alismada elde edilen tiim floresan krosover haberci testi sonuglarina bakildiginda,
Sgol’in ve efektor proteini olan PP2A’nin perisentromerdeki krosover baskilamasinda direk
rollerinin oldugu gozlenmistir. Ayn1 zamanda bu sonuglar, Ctf19 kompleksinin kohezinleri
perisentromere yonlendirerek krosoverlart baskilamasini sugosini yonlendirerek yaptigi

hipotezimizi dogrulamaktadir.

4.2 Sugosin (Sgol) Perisentromerik Krosoverlar: Bir Kohezin Ayirma Faktorii Olan
Rad61/Wpl1’e Kars1 Koyarak Gerceklestirmez

Mayoz boliinme esnasinda kohezinler kromozomlardan Rec8’in separazlar ile kesilmesi ile

ayrilmaktadir. Ancak, son zamanlarda literatiirde baska bir yolak olarak Rad61/Wpll’in

tomurcuklanan mayalarda kohezin destabilizasyonunda rolii olabilecegi belirtilmektedir

[96]-[98]. Bu sebeple, ¢alismamizda perisentromerde Sgo1’in Rad61’1 engelleyebilecegi ve

bunun da Sgol eksikligi olan hiicrelerdeki kohezin ayrilmasinin sebebi olabilecegi

distinilmiistiir.

Sekil 4.2° de verilen yabanil tiir olan SGO1 (perisentromerik aralik i¢in sus numarasi
AMy13149, kol i¢in AMy14087); SGO1, rad614 (perisentromerik aralik i¢in sus numarasi
AMy28085, kol icin AMy28084); pCLB2-3HA-SGO1 (perisentromerik aralik i¢in sus
numarast AMy14637, kol i¢in AMy14636); pCLB2-3HA-SGO1, rad614 (perisentromerik
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aralik i¢in sus numarast AMy27993, kol i¢in AMy28083); sgol-Y47A;Q50A;S52A
(perisentromerik aralik i¢in sus numarast AMyl15389, kol i¢cin AMy26925) ve sgol-
Y47A4,0504;58524, rad614 (perisentromerik aralik i¢in sus numarast AMy28298 kol i¢in
AMy28163) suslarina ait floresan krosover haberci test sonuglarina gore, yalnizca Sgol
eksikligi olan (pCLB2-3HA-SGO1 ) hiicrelere oranla Sgol ve Rad61 proteinlerinin ikisinin
de olmadig: hiicrelerde (pCLB2-3HA-SGOI, rad614) istatistiksel olarak anlamli bir diisiis
goriilmemistir  (Sekil 4.2). Sgol’in PP2A (Rtsl) ile etkilesimi olmayan Sgol-
Y47A;Q50A;S52A suslart ve sSg0l1-Y474;050A4,S52A4, rad614 suslar arasinda da istatistiksel
olarak anlamli bir fark goriilmemistir. Bu sonuglar, Sgo1’in perisentromerik krosoverlar1 bir
kohezin ayirma faktoérii olan Rad61/Wpll’a karst koyarak gerceklestirmedigini

gostermektedir.

Literatiirde Rad61’in perisentromerik krosoverlarin engellemesi hakkinda bir bulgu yoktur.
Ancak Challa ve arkadaslari, Rad61’in tomurcuklanan maya hiicrelerinde ¢ift zincir
kiriklarinin zamaninda tamir edilmesinden ve Holliday baglantisi ara iiriinlerinin islevsel
hale getirilmesinden sorumlu oldugunu géstermislerdir [98]. Ayrica, Rad61’i susturulmus
hiicrelerde homolog kromozomlarin eslesmesinin hasar gordiigii ve erken profazda kardes
kromatid kohezyonunun bozuldugu sonucuna ulasilmistir [98]. Normal bir mayoz
bolinmede kardes kromatidler aras1 rekombinasyon tercih edilmemektedir. Ancak, krosover
olusturarak veya olusturmayarak (non-krosover) diizeltilmemis ¢ift zincir kiriklar1 da
Oliimciildiir. Bu sebeple, eklenme/ silinme gibi kromozomal diizenlenmeler kardes
kromatidlerin ¢ift zincir kirik tamiri i¢in kalip olarak kullanilmasina yol agabilmektedir [99].
Hong ve arkadaglar1t Rad61/Wpl1’in (Rec8 ve Pds5 ile beraber), mayoz esnasinda krosover
olusturulmayacak durumlarda (non-krosoverlar) ¢ift zincir kirik tamirinde homolog
kromozomlarin tercih edilmesi i¢in gerekli oldugunu belirtmislerdir ve hiicrelerin Rad61
yoklugunda ¢ift zincir kirik tamiri igin kardes kromatidler aras1 non-krosover yolunu tercih

ettiklerini gostermislerdir [100].
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Sekil 4.2: Floresan krosover haberci test sonuglari (p<0.05, * olarak gosterilmistir).



4.3 P390H ve D519N Mutasyonlari Sugosinin (Sgo1) Perisentromerik
Lokalizasyonuna Zarar Vermektedir

Bu aragtirmada daha sonra Sgol’in diger efektdor proteinlerinin de perisentromerik
krosoverlar1 engellemedeki gorevleri arastirilmistir. Daha Onceki ¢alismalarda sgol-700
isimli iki farkli nokta mutasyona sahip - Pro3%® - His (P390H) ve Asp®®-> Asn (D519N)
- alelin Sgo1’in kondensine (Brnl) ve Aurora B’ye (Ipll) baglanmasinda hasara yol agtig1
ve sentromere saglam olarak baglanamadigi gosterilmistir [26], [101]. Bu ¢alismada ise iki
mutasyon ayrilarak hangi rezidiiniin Brnl ya da Ipll ile iligskiyi bozdugunun arastiriimasi

amaglanmistir (Sekil 4.3).

Floresan krosover haberci testi sonuglarinda da goriildiigii gibi Sgol, perisentromerik
aralikta gerceklesen silici rekombinasyonlarin 6nlenmesi i¢in gereklidir. Bu sebeple caligilan
mutasyonlarin ilk 6nce Sgol’in sentromerik lokalizasyonuna olan etkisi test edilmistir.
Hedeflenen proteinin kromozomun belirli bolgeleri ile olan iliskisinin belirlenmesi icin

ChIP- qPCR testi gergeklestirilmistir [102].

Yabanil tir Sgol-6HA (AMy906), etiketsiz Sgol (AMyl1176), Sgol-D519N-6HA
(AMy26603) ve Sgo1-P390H-6HA (AMy26979) suslar1 kullanilarak gerceklestirilen ChIP-
gqPCR sonuglart Sekil 4.4 (a)’da verilmistir. Sentromer (CEN4), kol araligi (ARMIV) ve
perisentromer (PERIIV) araligindaki 6HA- IP/ Input zenginlikleri karsilagtirildiginda, 6HA
etiketi igeren Sgol’i olan hiicrelerin (yabanil tiir) etiketsiz olanlara gore sentromerde ve
perisentromerde sirasiyla yaklasik 3.54 (p<0.05) ve 3.30 kat fazla IP/ Input zenginligine
sahip oldugu goriiliirken, kol araliginda tiim 6rneklerin IP/ Input zenginliklerinin sifira yakin
oldugu goriilmistiir (Sekil 4.4 (a)). Bir mikrotiibiil depolimerize edici ilag olan nocodazolun,
Sgol’in metafaz esnasinda sentromerde lokalize kalmasina sebep oldugu bilinmektedir
[103]. Dolayisiyla, Sgol- 6HA igeren yabanil tiire ait IP/ Input degerlerlerinin kol araliginda
etiketsiz hiicrelerle ayn1 ve sifira yakin olmasi beklenen bir durumdur. Ayrica, Sgol- 6HA
igeren yabanil tiire ait IP/ Input degerlerlerinin sentromer ve perisentromerde etiketsiz
hiicrelere oranla daha yiiksek goriilmesi, 6HA etiketi i¢in kullanilan antikorun dogru

calistigin1 ve ChIP- qPCR sonuglarmin giivenilir oldugunu gostermistir.
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Sekil 4.3: P390H ve D519N mutasyonlarina sahip Sgol proteinlerinin sentromerik
lokalizasyonlarindaki degisiklikler igin gergeklestirilen arastirmanin temsili anlatima.
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Sentromerdeki ChIP- qPCR sonuglar1 karsilastirildiginda yabanil tiire oranla D519N
mutasyonunun 3.21 kat (p<0.05), P390H mutasyonunun da 4.52 kat (p<0.05) daha diisiik
IP/ Input zenginligine sebep oldugu goriilmistiir. Perisentromerik aralikta ise D519N
mutasyonu 1.56 kat, P390H mutasyonu da 2.92 kat daha diisiik IP/ Input zenginligine sebep
olmustur (Sekil 4.4 (a)). ChIP sonuglarina gore iki nokta mutasyonu da Sgol’in
sentromerdeki lokalizasyonuna hasar vermistir. Daha onceki sonuglarimiza gére Sgol,
perisentromerik aralikta gerceklesen silici rekombinasyonlarin dnlenmesi i¢in gereklidir.
Sgol’in sentromere getirerek krosover baskilamasinda yardimini aldigini diistindiigiimiiz
efektor proteinlerinin (Brnl ve/veya Ipll) belirlenebilmesi igin kullandigimiz nokta
mutasyonlarmin  Sgol’in sentromerik lokalizasyonunu kaybetmesine neden olmasi

sebebiyle Brnl ve Ipll i¢in ayrica ChIP testi uygulanmasina gerek kalmamustir.

Daha 6nce yapilan bir arastirmada sgo1-100 (Sgo1-T379l), sgo1-700 (Sgol1-P390H-D519N)
ve sgol-3A (sgol-Y47A;Q50A;S52A) mutasyonlarinin Sgol lokalizasyonuna olan etkisi
aragtirtlmistir ve $gol-3A mutasyonunun Sgol’in sentromerdeki lokalizasyonuna zarar
vermedigi, Sg01-100 ve sgol-700 mutasyonlarinin ise Sgol lokalizasyonunda hasara sebep
oldugu bulunmustur [26]. Ayrica, arastirmacilar sgol-100 ve sgol-3A’nin kondensinin
sentromere ¢ekilmesinde bir sorun olusturmadigini, ancak s$gol-700’tin kondensinin
sentromere getirilmesine zarar verdigini, Ipll lokalizasyonun ise her ii¢ mutasyonda da
kayboldugunu bildirmislerdir [26]. Tang ve arkadaslarinin yaptigi bir bagka ¢alismada ise
Drosophila’ya ait MEI-S332 proteini (sugosin) iizerinde olusturulmus Asn®->lle (N61I)
mutasyonunun PP2A ve sugosin arasindaki iliskiye zarar verdigi ortaya konmustur [73].
Arastirmacilar, sugosinin N terminal ucunda bulunan sarilmis sarmal (coiled coil) bolgesinin
sentromerik lokalizasyon igin biiylik 6nem tasidigmi ve bu bolgede yer alan N61l
mutasyonunun sugosinin sentromerik lokalizasyonunu da kaybetmesine sebep oldugunu
bildirmiglerdir [73]. Ishiguro ve arkadaslari da Saccharomyces cerevisiae ve
Schizosaccharomyces pombe ile yaptiklar1 bir ¢alismada, histon 2A {izerindeki 119. lizin
amino asitinin (K119) post transkripsiyonel bir modifikasyon tiirii olan malonilasyon
(lizinin pozitif ylikiinii negatif hale getiren asidik asilasyon) ile degismesi sonucunda histon
2A izerindeki 121. serin amino asitinin (S121) Bubl tarafindan fosforilasyonunun
onlendigini ve bunun sonucu olarak da sugosinin lokalizasyonunu kaybettigini

gostermislerdir [104].
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ChIP testi esnasinda tiim hiicrelerin metafazda tutuklandiklarindan emin olmak i¢in etanol
fiksasyonu ile DAPI boyamasi gergeklestirilmistir. 200 hiicre igerisinden metafazda
tutuklanmis hiicrelerin yiizdesi, bu evreye 06zgli dambil sekli olanlarin sayilmasi ile
belirlenmistir (Sekil 4.4 (b)) [105]. Etiketsiz tiiriin ortalama % 98.5’i, yabanil tiirin %
98.6’s1, D519N mutasyonu iceren tiiriin % 98.2°1 ve P390H mutasyonu iceren tiiriin % 97.9’u
metafazda tutuklanmistir. Bu sonuglara gore, ChIP testinde kullanilan tiim Orneklerin

metafazda basarili bir bigimde tutuklandigi agikca goriilmektedir (Sekil 4.4 (b)).

Kullanilan antikor reaktiflerinin DNA- protein etkilesimlerine ulagabilmesinin saglanmasi
ve protein baglanma bolgelerinin dogru olarak tespit edilmesi igin, ChIP testi esnasinda
kromatinin fragmanlara ayrilmasi gerekmektedir [106]. Bu amagla, sonikasyon ile kromatin
300- 500 bp’lik fragmanlara ayrilmistir [107]. Sonikasyon sonrasi piirifike edilmis
fragmanlarin 500 bp c¢izgisi asagisinda olduklar1 % 2’lik agaroz jel elektroforezi ile

dogrulanmistir (Sonikasyon verimi) ve ChIP testine devam edilmistir (Sekil 4.4 (c)).

Immiinopresipitasyon ile baglanma bdlgesi arastirilan proteinlerin hiicrelerde eksprese
olabildigini dogrulamak amaciyla, ChIP testinin fiksasyon basamagindan once ayrilan
hiicrelerden izole edilmis proteinler ile 12CAS5 antikoru kullanilarak western blot
gerceklestirilmistir (Sekil 4.4 (c)). Bu sonuglara gore etiketsiz Sgol eksprese eden
hiicrelerde bant goriilmezken, Sgol- 6HA, Sgol-D519N- 6HA ve Sgol-P390H- 6HA
eksprese eden hiicrelerde 100 kDA ¢izgisi civarinda bantlar goriilmiistiir (Sekil 4.4 (c))
[103]. Yiikleme esnasinda olusabilecek hatalarin kontrolii i¢in ise tomurcuklanan mayalar
icin esansiyel bir protein olan Kar2 antikoru kullanilmistir (Sekil 4.4 (c)) [108]. Etiketsiz
ornek (6HA etiketi icermeyen) de dahil olmak {izere tiim 6rnekler i¢in, beklenildigi gibi
[109], 80 kDA ¢izgisi civarinda Kar2 bandi goriilmistiir. Bu sonuglara gére ChIP ile
immiinopresipite  edilmek istenen Sgo0l-6HA  proteinlerin  hiicrelerdeki  varlig

dogrulanmistir (Sekil 4.4 (c)).
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ChIP testine ek olarak, hiicreler G1 sathasinda alfa faktor ile tutulduktan sonra hiicre
dongiisiine senkronize olarak gonderilmistir ve mitoz béliinme dongiisiiniin tamami floresan
mikroskobu ile canli olarak goriintiilenmistir (Sekil 4.5) ve bu goriintiilerin sayisal analizleri
Sekil 4.6’da verilmistir. Bu test i¢in yabanil tiir Sgol ve nokta mutasyonlara sahip
hiicrelerin Sgo1’i GFP ile etiketlenirken, kinetokor (Mtw1) tdTomato (kirmizi floresan) ile
etiketlenmistir (AMy8066, AMy27799 ve AMy27843). Boylece efektor proteinlerinin
sentromerik lokalizasyonu hali hazirda sentromerde bulundugu bilinen kinetokora bakarak
belirlenmistir [110].

Sekil 4.6 (a)’da Sgol-GFP sinyallerinin Image J programi ile hesaplanan siddetleri (1s1ma
siddeti/ arka plan) verilmistir. Metafazda gozlenen Sgol-GFP isimalarinin ortalama
siddetleri karsilastirildiginda, Sgol-D519N-GFP siddetinin Sgol-GFP i1simasina oranla
1.047 kat daha diisiik oldugu (p<0.05), Sgo1-P390H-GFP’nin ise 1.179 kat daha diisiik
oldugu goriilmiistiir (p<<0.05). Bu sonuglara gére, D519N ve P390H mutasyonlarinin ikisi de
yabanil tiir Sgol-GFP’nin metafazdaki 1sima siddetinden daha diisiik seviyededir.
Literatiirde bircok caligmada floresan etiketli proteinlerin 1s1ma siddetleri, proteinlerin
sentromerik lokalizasyonlar1 hakkinda bilgi vermesi amaciyla kullanilmistir. Ornegin
Peplowska ve arkadaslari, Sgol iizerinde olusturduklar1 Asn®'->lle (Sgol-N51l)
mutasyonunun Sgol- Rtsl iligkisi lizerindeki etkilerini aragtirmak icin floresan mikroskobu
ile elde ettikleri goriintiilerdeki GFP sinyallerinin siddetlerini yabanil tiire ait veriler ile
karsilastirmiglardir [74]. Arastirmacilar, Sgol-N511-GFP sinyal siddetinin Sgol-GFP
1s1masi ile ayn1 diizeyde oldugunu, Sgo1-N51I mutasyonuna sahip hiicrelerdeki Rts1-GFP
siddetinin ise yabanil tiir hiicrelerdeki Rts1-GFP siddetine kiyasla Onemli derecede
azaldiginm gostermislerdir [74]. Bir baska ¢alismada ise yabanil tiir Sgo1-GFP’nin metafazda
niikleusa yayilmadan 6nce en yiiksek siddette 1s1ma verdigini (~ 600 a.u.), daha sonra kardes
kinetokor bioryantasyonunun gergeklesmesi ile beraber yavasca siddetinin azaldigini (~ 100

-200 a.u.) gostermislerdir [103].

Yabanul tiir hiicrelerin goriintiileri incelendiginde, Sgo1-GFP sinyalinin 15. dakika sonunda
ortaya ¢iktig1 45. dakikada ise kinetokorlarin birbirinden ayrilmaya baslamasiyla birlikte
ortadan kayboldugu goriilmiistiir (Sekil 4.5 (a)). Nokta mutasyonuna sahip hiicrelerde ise
1sima siirelerinde farkliliklar tespit edilmistir ( Sekil 4.5 (b,c)). Yaklasik 60 dakika siiren
mitoz boliinme esnasinda gozlenen Sgol-GFP 1simalarinin toplam goriilme stireleri

karsilastirildiginda yabanil tiir hiicrelerin % 100’{iniin 30 dk boyunca Sgol-GFP 1simas1
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verdigi gozlenmistir (Sekil 4.6 (b)). D519N mutasyonuna sahip suslarda hiicrelerin %
40’1nn 30 dk boyunca ve % 60’ min 45 dk boyunca 1s1ma verdigi gézlenmistir (Sekil 4.6
(b)). P390H mutasyonuna sahip suslarin ise % 40’1inda sinyalin hi¢bir zaman gériillmedigi (0

dk), % 55’inde sadece 15 dk ve % 5’inde 45 dk goriildigi sonucuna ulasilmistir (Sekil 4.6
(b)).

Yabanil tiir tomurcuklanan mayalarda anafazin belirleyici 6zelligi iki kinetokor arasi
mesafenin 2 um’den biiyiik olmasidir [111], [112]. Bu sebeple, hiicrelerin kinetokor ayrilma
mekanizmasinda sebep olabilecegi gecikme ya da hizlanmalarin tespiti i¢in kinetokorlarin
birbirinden ayrilmaya basladigi an ile iki kinetokor arasi mesafenin >2 pm oldugu an
arasinda gecen siireler karsilagtirllmistir (Sekil 4.6 (¢)). Yabanil hiicrelerin tamaminda
kinetokor ayrilma siiresi 15 dk iken, D5S19N mutasyonuna sahip hiicrelerin % 80’inde 15 dk,
% 15’inde 30 dk ve % 5’inde 45 dk’dir (Sekil 4.6 (c)). P390H mutasyonuna sahip hiicrelerin
ise % 60’1nda kinetokor ayrilma siiresi 15 dk, % 25’inde 30 dk ve % 15’inde 45 dk’dir (Sekil
4.6 (c)).

Tiim goriintiileme analizi sonuglarina gore, Sgo1-D519N-GFP suslarinda ya floresan 1s1ma
siddetinde azalma oldugu (Sekil 4.6 (a)) ya da 1s1ma siiresinin yabanil tiirlere gore daha uzun
stirdigic gozlenmistir (Sekil 4.6 (b)). Ayrica, Sgol-D519N-GFP suslarinda Kinetokor
ayrilma siiresinde artis oldugu gdzlenmistir (Sekil 4.6 (c)). Asp>*® bolgesinin son zamanlarda
yapilan ¢aligmalarda gosterilen yeni fosforilasyon bolgelerine (S518 ve T523) yakin olmasi
sebebiyle bu bélgede olusan mutasyonun Sgol’in gerginligi algilama kapasitesinde hasara
sebep olabilecegi [97] ve bu hasarin da hiicrelerde normal olmayan hiicre dongiisiine sebep
olabilecegi disiiniilmektedir. Mitoz boliinmenin siiresi, APC/C kompleksinin aktivatori
olan Cdc20’ye baglanarak aktive olmasi ile belirlenmektedir ve eger kinetokorlar
mikrotiibiillere dogru bir bigimde baglanamamislarsa APC/C inhibe edilerek mitozdan ¢ikis
engellenir [113]. Kanser hiicreleri gibi yiiksek kromozom dengesizliklerine sahip hiicrelerde
de APC/C aktivitesinin azaltilarak mitozun siiresinin uzatilmasi, timor gelisimi igin bir
strateji olarak kullanilmaktadir [114]. Sgo1-D519N-GFP 1s1ma siiresinin yabanil tiirlere gore
daha uzun siirmesinin baska bir sebebi de DS19N mutasyonuna sahip Sgol’in sentromer
yerine perisentromerik bolgede takili kalmis olma ihtimalidir. Sgol-P390H-GFP
hiicrelerinin tiim goriintiileme analizi sonuglar1 bir arada incelendiginde ise, hiicrelerin
¢ogunda Sgol’in sentromere gelemedigi ya da kisa siirede sentromerden koptugu sonucuna

ulasilmistir (Sekil 4.6 (@) ve (b)). Bu sonuglar, Pro®® rezidiisiiniin Sgo1’in C-terminal
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ucundaki bolgede olmas1 ve bu bolgenin Sgol’in sentromere getirilmesi i¢in sart olan H2A-
S121 fosforilasyon bolgesinde bulunmasi sebebiyle tutarlidir [87]. Ayrica, P390H
mutasyonuna sahip hiicrelerde kinetokor ayrilma siirelerinde de tutarsizliklar gorilmiistiir
(Sekil 4.6 (c)). Bu ¢alismada elde edilen goriintiileme sonuglart ile ChIP sonuglar1 beraber
degerlendirildiginde, P390H ve DS519N mutasyonlarinin Sgol’in perisentromerik

lokalizasyonuna zarar verdigi agik¢a goriilmektedir.

Mitoz boliinmede, kohezinin bir dirence sebep oldugu ve bu direncin gerilme saglayarak
kardes kromatidlerin mikrotiibiillere baglanarak zit kutuplara c¢ekilmesini sagladigi
bilinmektedir [97]. Tim kromozomlar mikrotiibiillere dogru olarak baglandiginda ise
separaz aktif hale gelmektedir ve kohezinleri keserek kardes kromatidlerin zit kutuplara
ayrilmasini saglamaktadir [97]. Kardes kromatidlerin bioryantasyonunun anafazdan once
saglanmasi i¢in Sgo1, kinetokor sisteminde hatali mikrotubiil baglanmasini kontrol etme ve
diizeltme gibi rollere sahiptir [49]. Bu sebeple, mikrotiibiil depolimerizasyonunu saglayan
benomil gibi ilaglar Sgo1’i susturulmus (sgo4) hiicrelerinin Sliimiine yol agmaktadir ¢iinkii
bu hiicreler gerilimi algilama yeteneklerini kaybetmislerdir. Bu ¢alismada, Sgo1’de bulunan
D519N ve P390H mutasyonlarinin benomil hassasiyetinin test edilmesi i¢in SGO1-6HA
(AMy906), SGO1-GFP (AMy9126), sgol-D519N-6HA (AMy26603), sgol-D519N-GFP
(AMy27632), sgol1-P390H-6HA (AMy26979), sgol-P390H-GFP (AMy27633) ve sgolA
(AMy827) suslart 8, 10 ve 12 pug/ml benomil igeren besiyerlerine eklenmistir (Sekil 4.7).
Sonuglara gore, P390H mutasyonunun tipki sgo/4°de oldugu gibi yiiksek miktarda benomil
hassasiyetine sahip oldugu goriilmiistiir. Bunun yaninda, D519N mutasyonunun benomile
kars1 onemli derecede bir hassasiyeti goriilmemistir. Aksine, DS19N mutasyonunun ¢ok az
bir farkla da olsa yabanil tiire oranla daha fazla dirence sebep oldugu goriilmiistiir. Bu
sonuglar D519N mutasyonunun normalde Sgol’in APC/C kompleksine baglanarak
yikiminin gergeklestigi Sgol yikim kutusuna yakin bir bolgede olmasi sebebiyle goriilmiis
olabilir [115]. Bu sonug ayrica canli hiicre goriintiilleme sonuglarinda goriilen normalden

uzun siiren Sgo1-D519N-GFP sinyal siiresini de agiklamaktadir (Sekil 4.6 (b)).
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Sekil 4.5: G1 sathasinda tutuklandiktan sonra hiicre dongiisiine senkronize olarak
gonderilen hiicrelerin floresan mikroskobu ile elde edilen goriintiileri.
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Sekil 4.6: Hiicrelerin floresan mikroskobu ile elde edilen goriintiilerindeki ortalama
perisentromerik 1s1ma siddeti (p<0.05, * olarak gosterilmistir) (@), sinyal siiresi (b) ve
kinetokor ayrilma zamani karsilastirmalari (C).
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Sekil 4.7: Benomil hassasiyeti test sonuglari.
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4.4 Sugosin (Sgol) ve Protein Fosfataz 2A (PP2A) Erken Mayoz-I’de Eksprese
Olmaktadir

Mayoz I sirasinda homolog kromozomlarin dogru olarak ayrilmasi, G2/ profaz (erken mayoz
I) sirasinda kurulan, programlanmis DNA kiriklarinin olusumunun ve Krosover onariminin
nihai sonucu olan homologlar arasi baglantilara (Kiyazma) baglhidir [66]. Eger Sgol ve
efektor proteinleri erken mayoz I’de gergeklesen perisentromerik krosoverlarin 6nlenmesi
icin gerekli ise, bu proteinlerin perisentromerle bu siire boyunca etkilesimde olmasi
gerekmektedir. Bu hipotezi test etmek igin diploid S. cerevisiae hiicreleri sporulasyon
besiyerine konmustur ve 2 saat sonra 25 uM CuSOy ile IME1 ve IME4 ekspresyonlari
tetiklenerek mayotik S fazinindan baslamak iizere mayoz I ve mayoz II canli olarak floresan

mikroskobu ile 12 saat boyunca goriintiilenmistir (Sekil 4.8 ve Sekil 4.9) [87], [97], [116].

MTW1-tdTomato igeren ve pCUP1-IME1/IME4 genetik altyapisina sahip hiicrelerdeki
Sgol-GFP (AMy28420) ve Rtsl-GFP (AMy28423) sinyalleri 12 saat boyunca izlenmistir
ve elde edilen goriintiiler Sekil 4.9 (a) ve (b)’de verilmistir. Sekil 4.9 (c) ve (d)’de ise
kinetokor dagilimindan sonra gegen ortalama zaman ve Kinetokor ayrilmasina kadar

gozlenen ortalama GFP sinyal siiresi verilmistir.

Kinetokor dagilimindan sonra gecen ortalama zamanlar incelendiginde, Sgol ve Rts1’in
sirasiyla ortalama 43 ve 73 dakika sonra ortaya ¢iktigi goriilmektedir (Sekil 4.9 (c)).
Literatiire bakildiginda, ger¢ek zamanlamalar1 tam olarak bilinmiyor olsa da kinetokor
komplekslerinin premayotik S fazi/ profaz I ve mayoza giris arasinda dagildigi bilinmektedir
[117]-[119]. Meyer ve arkadaslari, sentromer ve Kinetokor dagilimimin hiicreler mayoza

simultene olarak girerken bagladigini bildirmislerdir [119].

Kardes kinetokorlarin ayn1 kutuba (monooryantasyon) yonelmesi, homolog kromozomlara
bagl kinetokorlarin ise zit kutuplara ayrilmasi (bioryantasyonu) ile mayoz I’in sonlandig1
ve mayoz II’ye ge¢isin saglandigi bilinmektedir [60], [87]. pCUP1-IME1/IME4
tutuklama/serbest birakma testi ile elde ettigimiz goriintiileme sonuglarmna gore Sgol ve
Rts1, mayoz I’in sonunu temsil eden kinetokor ayrilmasindan sirasiyla ortalama 238 ve 136

dakika once ilk kez 1s1ma vermeye baslamistir (Sekil 4.9 (d)).

Hiicre donglisii arastirmalart i¢in kullanilan floresan mikroskobunun az da olsa sebep

olabilecegi fototoksisitenin, uzun siireli goriintiilemeler esnasinda hiicre biiylimesini
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etkileyebilecegi bilinmektedir [120]. Bu sebeple, hiicre boliinmesi evrelerinin dakika
bazinda kesin olarak belirlenmesi ¢ok zordur. Ancak, literatiirde daha Once yapilan
caligmalara bakildiginda erken mayoz bdliinmenin gerceklestigi zaman dilimi hakkinda
yaklagik olarak fikir sahibi olmak miimkiindiir. Ornegin Padmore ve arkadaslari, S.
cerevisiae’da DNA replikasyonunun bitisinin ve S fazinin baslangicinin anafaz I’den
yaklasik 4.3 saat (258 dk) once gergeklestigini belirtmislerdir [121]. Arastirmacilara gore
pakiten fazi, anafaz I’den yaklasik 2 saat once gergeklesmektedir (120 dk) [121]. Borner ve
Cha ise, tomurcuklanan maya i¢in S fazinin mayoz I’in sonundan yaklasik 5 saat 6ncesinde
(300 dk) gergeklestigini bildirmislerdir [116]. Tomurcuklanan mayanin aksine sinaptonemal
kompleks olusturmayan S. pombe ile yapilan bir ¢alismada, at kuyrugu fazi olarak
adlandirilan mayotik profazin 142 dk siirdiigii, metafazin ise 37 dk siirdiigii belirtilmistir
[122]. S. pombe ile gerceklestirilen bir diger ¢alismada da profazin mayoz I’in son
asamasindan yaklasik 175 dk 6ncesinde gergeklestigi goriilmiistiir [123].

Hiicre dongiisiiniin S fazinda kohezin halkalarinin kardes kromatidleri sikica sardigi ve
kohezyonunun saglandigi bilinmektedir [25]. Tomurcuklanan maya ile yapilan bir ¢alismada
da kohezinlerin Sgo1’in perisentromere getirilmesini sagladig1 ortaya konmustur [26]. Sgol
ve PP2A-Rtsl iligkisinin mayoz boéliinme esnasindaki sentromerik kohezyonun
saglanmasinda onemli bir gorevinin oldugu ve PP2A-Rts1’in pakiten fazinda sentromere
yerlesebilmesi i¢in de Sgo1’e ihtiyag duydugu bilinmektedir [59]. Bu ¢alismada da, Sgol ve

PP2A-Rts1 proteinlerinin erken mayoz I’deki (S fazinin sonu) varliklari ortaya konmustur.
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Sekil 4.8: pCUP1-IME1/IME4 tutuklama/serbest birakma testinin temsili zaman ¢izelgesi.
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Sekil 4.9: pCUP1-IME1/IME4 tutuklama/serbest birakma testi ile elde edilen floresan
mikroskobu goriintiileri (a,b), kinetokor dagilimindan sonra gegen zaman (c) ve Kinetokor
ayrilmasina kadar gozlenen GFP sinyal siiresi (d).
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada bir perisentromerik adaptoér proteini olan Sgol’in kardes kromatid
kohezyonunda bozulma, mayoz II’de ayrilmama ve dolayisiyla artan andploidi gibi sonuglar
doguran silici perisentromerik krosoverlar: onleme mekanizmasi arastirilmistir. Bu amagla
3 farkli efektor proteininden bir veya daha fazlasinin bu mekanizmada gorevli olabilecegi

hipotezi kurulmustur.

Arastirmamizda Sgol’in PP2A, kondensin ve/veya Aurora-B’yi perisentromere getirmesini
engellerken kendisinin perisentromerdeki lokalizasyonuna zarar vermeyecek bir mutasyon
kullanmamiz gerekmistir. Ciinkili, Sgol proteini gorevlerini gergeklestirebilmek icin
perisentromere lokalize olmalidir [103], efektor proteinleri de Sgol’e yardimcer olabilmek
icin perisentromere getirilmelidir. Ancak, amino asit sekansindaki bazi mutasyonlar bu
siireci etkileyebilmektedir, ¢linkli mutasyonlar protein etkilesim yiizeylerini modifiye ederek
protein-protein etkilesimlerinde kazanim veya kayiplara sebep olabilmektedir, bu da
kromozom ayrilma mekanizmasinda gorevli proteinlerin etkilesimlerinin zarar gérmesine ve
hatali kromozom ayrilmasina sebep olabilmektedir [124]. Daha o6nceki calismalara
bakildiginda sgol-Y47A;Q50A;S52A mutasyonunun PP2A’nin sentromere c¢ekilmesini
engelledigi ancak Sgol’in sentromerik lokalizasyonuna zarar vermedigi bilinmektedir [26],
[59]. Bu nedenle galismamizda bu mutasyona sahip suslar (Sgol-Y47A;Q50A;S52A)
kullanilarak PP2A’nin perisentromerde gerceklesen krosoverlarin engellenmesindeki rolii
ortaya konmustur. Ancak, kondensin ve Aurora-B’nin perisentromere getirilmesini
engellerken Sgol’in perisentromerdeki lokalizasyonuna zarar vermeyen mutasyon heniiz
bilinmemektedir. Bu amagla bu ¢alismamizda iki farkli nokta mutasyonuna sahip suslar -
Pro3%° > His (P390H) ve Asp®® - Asn (D519N) - olusturulmustur ve mutasyonlardan bir
tanesinin kondensin ve/veya Aurora-B’nin sentromere c¢ekilmesini engelledigi ancak
Sgol’in sentromerik lokalizasyonuna zarar vermedigi hipotezi kurulmustur. Ancak
caligmada elde ettigimiz ChIP sonuglarina goére iki nokta mutasyonu da Sgol’in
sentromerdeki lokalizasyonuna hasar vermistir. Bu sebeple bu proteinlerin perisentromerik

krosoverlarin engellenmesindeki rolleri aydinlatilamamagtir.
Bu ¢alismanin sonuglarina gore, Sgo1’in perisentromerik krosoverlar1 efektor proteini olan
PP2A’y1 perisentromere yonlendirerek engelledigi bulunmustur. Erken mayoz I’de olustugu

bilinen perisentromerik krosoverlarin engellenmesi gorevini gerceklestirdigi belirlenen

77



Sgol ve PP2A-Rtsl proteinlerinin, erken mayoz I’deki varliklari da belirlenmistir. Ayrica,
Sgol’in Rad61 proteininin etkisinden uzakta iken krosover frekansina olan etkisi de
aragtirtlmistir. Rad61’in mayotik profaz I’de kohezin destabilizasyonu etkisi olmasina
ragmen, Rad61 silinmesinin yabanil tiir Sgol veya Sgol eksikligi olan hiicrelerdeki
rekombinasyon frekansinda degisiklige sebep olmadigi gorilmiistir. Bu da Sgol’in
perisentromerik krossoverlar1 engelleme gorevinin Rad61’den bagimsiz oldugunu

gostermistir.
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