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ACT  : GZ- PZR’de standart olarak kullanılan primer (Aktin) 

ALR1  : Mayalarda Mg
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 transportundan sorumlu protein (Alüminyum Direnci) 

ALR2  : Mayalarda Mg
2+

 transportundan sorumlu protein (Alüminyum Direnci) 

CDC  : Hücre bölünme döngüsü 

cDNA  : Komplementer (tamamlayıcı) DNA 

CDK  : Siklin-bağımlı kinaz enzimi 

Cip/Kip : Siklin-bağımlı kinaz inhibitörlerinin oluĢturduğu protein ailesi 

CKI  : Siklin-bağımlı kinaz inhibitörü 

DAPI  : 4',6-diamidin-2-fenilindol dihidroklorür 
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DNA  : Deoksiribonükleik asit 

DNaz  : DNA’nın kesilmesinden sorumlu enzim sınıfı 

DTT  : Ditiyotreitol 
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rum1
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cdc2
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p34
CDC28

 : Saccharomyces cerevisiae’nın CDK enzimi 

P40
SIC1

 : Saccharomyces cerevisiae’nın hücre döngüsünde G1 fazı inhibitörü 

p27
Kip1

  : Memelilerde CDK inhibitörü 

PZR  : Polimeraz zincir reaksiyonu 

RNA  : Ribonükleik asit 

RNaz  : RNA’nın kesilmesinden sorumlu enzim sınıfı 

Sp292  : Yabani S. pombe ırkının lösin, adenin ve urasil mutantı 

SYBR Green : Nükleik asit bağlayıcı floresan boya 
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ÖZET 

YÜKSEK LĠSANS TEZĠ 

GENOMĠK KARARLILIKTA MAGNEZYUMUN                                        

HÜCRE DÖNGÜSÜ ÜZERĠNE ETKĠLERĠ 

Dua ÖZBĠLENLER 

 

Ġstanbul Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Moleküler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalı 

 

DanıĢman: Doç. Dr. Bedia PALABIYIK 

 

Hücresel sistemlerde en çok bulunan divalent katyon olan magnezyum, DNA 

replikasyonu ve protein sentezini stimule ettiğinden hücre bölünmesiyle doğrudan 

iliĢkilidir. 

 

Hücre döngüsünde faz geçiĢleri, siklin ve siklin-bağımlı kinaz (CDK) komplekslerinin 

aktivasyonu ve deaktivasyonu ile gerçekleĢtirilir. CDK inhibitörleri (CKI), kinazların 

aktivitesini durdurarak faz geçiĢlerini engeller. DüĢük magnezyum konsantrasyonunun, 

CDK inhibitörlerinin anlatımını arttırarak hücre döngüsünün tutuklanmasında rol 

oynadığı düĢünülmektedir. 

 

Bu çalıĢmada, magnezyum taĢıma sistemi bulunmayan mutant Schizosaccharomyces 

pombe hücrelerinde magnezyum eksikliği ile S. pombe’nin G1 fazı inhibitörlerinden 

p25
rum1 

arasında doğrudan bir korelasyon olup olmadığının incelenmesi hedeflenmiĢtir. 

ÇalıĢma sonuçları, p25
rum1

’in gen anlatımının mutant ırkta kontrol ırka kıyasla 

azaldığını göstermiĢtir. Bu sonuç, magnezyum eksikliği ile p25
rum1

 arasında doğrudan 

bir korelasyon olmadığını düĢündürmektedir. Magnezyum ile hücre döngüsü 

düzenleyicileri arasındaki iliĢkilerin daha iyi anlaĢılabilmesi için mutant ırkta gen 

anlatımı profillemesi yapılması gerekmektedir. 

Mayıs 2016, 47 Sayfa. 

Anahtar kelimeler: S. pombe, maya, hücre döngüsü, regülasyon, magnezyum 
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Magnesium, which is the second most abundant element in cellular systems, is directly 

involved in cell division, as it stimulates DNA replication and protein synthesis. 

 

Phase transitions in cell cyle is regulated by activation and deactivation of cyclin and 

cyclin-dependant kinase (CDK) complex. CDK inhibitors stop CDK activity and 

prevent phase transitions. It’s suggested that low magnesium concentration upregulates 

CDK inhibitors and plays an important role in cell cycle’s arrest. 

 

This study aims to see whether there is a direct correlation between magnesium 

deficiency and Schizosaccharomyces pombe’s G1 phase inhibitor p25
rum1

 in mutant S. 

pombe cells that don’t have a magnesium transport system. The results have shown that 

gene expression of p25
rum1

 decreased in mutant cells, compared to control cells. This 

result suggests that there’s no direct correlation between magnesium deficiency and 

p25
rum1

. In order to understand the relation between magnesium and cell cycle 

regulators, it’s required to do gene expression profiling in mutant S. pombe cells. 

 

May 2016, 47 Pages. 

Keywords: S. pombe, yeast, cell cycle, regulation, magnesium 
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1. GĠRĠġ 

Hücre döngüsünde faz geçiĢleri, siklin adı verilen düzenleyici proteinler ve bu 

proteinlere bağlanarak aktive olan siklin-bağımlı kinaz (CDK) enzimleri aracılığıyla 

gerçekleĢtirilir. CDK inhibitörleri (CKI) ise gereken durumlarda bu enzimlere 

bağlanarak aktivitelerini durdurur, faz geçiĢlerini engeller ve hücre döngüsünün 

tutuklanmasına neden olur [1]. Magnezyumun hücre döngüsü üzerine etkisinin 

moleküler düzeyde anlaĢılmasını sağlamak amacıyla yapılan çalıĢmalar, düĢük 

magnezyum konsantrasyonunun hücre döngüsü inhibitörlerinden p21 [2], p27 [3] ve 

p53 [4] genlerinin anlatımını arttırdığını, hücre döngüsünün ilerlemesini sağlayan siklin 

D, siklin F, transkripsiyon faktörü E2F ve hücre döngüsünün S fazına özgü genlerin 

anlatımını ise azalttığını göstermiĢtir. Yapılan bir baĢka çalıĢmada ise düĢük 

konsantrasyonda magnezyum içeren besi ortamında G0/G1 fazındaki hücrelerin 

oranının arttığı, buna karĢın S ve G2/M fazındaki hücrelerin oranının azaldığı 

gösterilmiĢtir [5]. Fakat hücre içi magnezyum konsantrasyonu ile Schizosaccharomyces 

pombe’nin CDK inhibitörleri arasında doğrudan bir iliĢki olup olmadığına dair yapılmıĢ 

bir çalıĢma yoktur. 

Bu çalıĢmada, S. pombe’nin CDK inhibitörlerinden p25
rum1

 ile hücre içi magnezyum 

konsantrasyonu arasında doğrudan bir iliĢki olup olmadığının incelenmesi 

amaçlanmıĢtır. ÇalıĢma kapsamında ökaryotik hücre modeli olarak yaygın bir Ģekilde 

kullanılan maya türü S. pombe’nin magnezyum taĢıma sistemi bulunan ve bulunmayan 

iki farklı ırkı kullanılmıĢtır. 

 

 



2 

 

 

 

2. GENEL KISIMLAR 

2.1. HÜCRE DÖNGÜSÜ 

Hücre döngüsü, hücre bölünmesi sırasında belirli bir sırayla gerçekleĢen bir dizi iĢlemin 

toplamıdır. Ökaryotik hücrelerde hücre döngüsü 4 fazdan oluĢur; bunlar G1 , S, G2 ve 

M fazlarıdır. G1, S ve G2 fazları interfazı oluĢturur; M fazı profaz, metafaz, anafaz ve 

telofaz olmak üzere dörde ayrılır. G1 fazı, bir önceki döngüde tamamlanan M fazı ile bir 

sonraki döngünün S fazı arasında bir geçiĢ fazıdır. S fazında DNA replikasyonu 

gerçekleĢir. G2 fazında hücre bölünmeye hazır hale gelir. M fazında hücre bölünmesi 

gerçekleĢir ve bölünen hücreyle aynı genetik materyale sahip iki yavru hücre meydana 

gelir. Bazı hücreler, çevresel veya içsel sinyaller doğrultusunda hücre döngüsünü G1 

fazında geçici veya kalıcı olarak terk ederek G0 denilen bir faza girerler [1] (ġekil 2.1). 

 

 

ġekil 2.1: Ökaryotik hücrelerde hücre döngüsü. 
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2.2. HÜCRE DÖNGÜSÜNÜN DÜZENLENMESĠ 

Hücre döngüsünde faz geçiĢleri, siklin adı verilen proteinler ve siklin-bağımlı kinaz 

(CDK) adı verilen enzimlerle sağlanır. CDK’lar, küçük serin/treonin protein kinazlardır 

ve ilgili siklinlere bağlanarak aktive olurlar. Siklinler ve CDK’ların oluĢturduğu 

komplekslerin düzenli aktivasyonu ve deaktivasyonu, ökaryotik hücrelerde faz 

geçiĢlerini düzenleyerek hücre döngüsünün tamamlanmasını sağlar (ġekil 2.2). 

 

 

ġekil 2.2: Hücre döngüsü düzenleyicilerinin çalıĢma mekanizması. 
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Memelilerde hücre döngüsünün tamamlanmasında birden fazla siklin proteini ve siklin-

bağımlı kinaz enzimi rol oynar. Bunlar A, B, D ve E siklinleri ile Cdk1, Cdk2, Cdk4 ve 

Cdk6 enzimleridir. Siklin D/Cdk4 ile siklinD/Cdk6 kompleksleri G1 fazının ortasından 

sonuna kadar, siklin E/Cdk2 kompleksi G1 fazının sonunda, siklin A/Cdk2 kompleksi S 

fazında, siklin A/Cdk1 ile siklin B/Cdk1 kompleksleri de G2 ve M fazlarında görev 

yapar. Özellikle G1 siklinleri, hücrenin G1 fazındaki restriksiyon noktasını 

geçebilmesinde büyük önem taĢır [6] (ġekil 2.3). 

 

ġekil 2.3: Memelilerde hücre döngüsünde görev alan siklin proteinleri ve CDK enzimleri [1]. 

 

Siklin/CDK komplekslerinin aktiviteleri, siklin-bağımlı kinaz inhibitörleri (CKI) 

aracılığı ile kontrol edilir. Memelilerde hücre döngüsünün düzenlenmesinde birden fazla 

inhibitör rol oynar. Bu inhibitörler iki ana gruba ayrılır; bunlardan biri G1 fazında görev 

yapan siklin D/Cdk4 ile siklin D/Cdk6 komplekslerini inhibe eden p15, p16, p18 ve p19 

gibi inhibitörlerin bulunduğu INK4 ailesi, diğeri ise tüm Cdk enzimlerinin aktivitesini 

inhibe eden p21, p27 ve p57 gibi inhibitörlerin bulunduğu Cip/Kip ailesidir [6, 7, 8, 9]. 
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Maya hücrelerinde ise tek bir CDK enzimi bulunur ve her bir faz için farklı siklinlere 

bağlanarak faz geçiĢlerini düzenler. Bu enzim, Saccharomyces cerevisiae’de p34
CDC28

, 

S. pombe’de p34
cdc2

’dir [1]. Yapılan çalıĢmalarda bu iki enzimin fonksiyonel homolog 

olduğu gösterilmiĢtir [10]. Bir baĢka çalıĢma ise insanın cdc2 homoloğunun, S. 

pombe’de cdc2’nin görevlerini yerine getirebildiğini göstermiĢtir [11]. 

Saccharomyces cerevisiae’nın CDK inhibitörlerinden p40
SIC1 

ile S. pombe’nin CDK 

inhibitörlerinden p25
rum1

, hücre döngüsünün G1 fazının düzenlenmesinde önemli rol 

oynar. p25
rum1

, G1 fazında cdc2/cdc13 kompleksiyle etkileĢime girer ve ayrıca cdc13’ün 

yıkılmasından sorumludur. p40
SIC1 

ile p25
rum1

’in siklin/CDK komplekslerine bağlanan 

bölgelerinin büyük oranda homolog olduğu gösterilmiĢtir [12]. Yapılan bir baĢka 

çalıĢma ise, p40
SIC1

 ile memeli hücrelerinin CDK inhibitörlerinden p27
Kip1

’in 

inhibisyondan sorumlu bölgelerinin yapısal olarak homolog olduğunu göstermiĢtir [13]. 

2.3. MAGNEZYUMUN HÜCRE DÖNGÜSÜNE ETKĠSĠ 

Magnezyum (Mg
2+

), hücre döngüsünde sinyal iletiminden mitoza kadar tüm aĢamalarda 

etkilidir. Moleküler düzeyde, eğer Mg
2+

 miktarı yetersizse  p21 ve p27 inhibitör 

proteinlerini kodlayan genlerin anlatımı artar. Böylece hücre döngüsü, siklin/CDK 

komplekslerinin ve Rb (retinoblastoma) aracılı kontrol noktasının inhibisyonu ile 

tutuklanmıĢ olur [5] (ġekil 2.4). 

 

ġekil 2.4: Magnezyumun hücre döngüsünün düzenlenmesine etkisi [5]. 
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Mg
2+

 kısıtlaması olan ortamda hücre döngüsünün inhibe edildiği [14], buna karĢın 

ortama Mg
2+ 

eklenmesi ile hücre döngüsünün kaldığı yerden devam ettiği gösterilmiĢtir 

[15]. Ayrıca yüksek Mg
2+

 konsantrasyonunun hücre bölünmesini hızlandırdığı tespit 

edilmiĢtir [16, 17]. Ancak yüksek Mg
2+

 konsantrasyonuna adapte olan hücrelerin, hücre 

içi Mg
2+

düzeyinde belirgin bir artıĢ olmadığı gözlenmiĢtir [14]. 

Mg
2+

 kısıtlaması yapılmıĢ hücre kültürlerinde, hücre döngüsünün çeĢitli fazlarında 

hücrelerin sayıca G0/G1 > G2/M > S olmak üzere tutuklandığı gösterilmiĢtir. Meme 

epitel hücreleri üzerinde yapılan bir araĢtırma, Mg
2+

 kısıtlaması yapıldığında hücre 

döngüsü inhibitörlerinden p27’nin [2]; kılcal damar endotel hücreleri üzerinde yapılan 

diğer bir araĢtırma ise p21’in [3] anlatımlarının arttığını göstermiĢtir. Mg
2+

 kısıtlı 

ortamda p53, “jumonji” ve “numblike” gibi hücre döngüsü inhibitörlerinin anlatımları 

artarken [4, 16, 18], siklin D ve siklin F ile siklin-bağımlı kinazların ve S fazına özgü 

genlerin anlatımlarından sorumlu transkripsiyon faktörü E2F’nin anlatımının azaldığı 

tespit edilmiĢtir. 

Ġnsan endotel hücreleriyle yapılan bir çalıĢmada, yetersiz Mg
2+

 konsantrasyonunun 

hücrelerin geniĢlemesine ve boyca uzamasına neden olduğu ve bu hücrelerde p21 

geninin anlatımının arttığı görülmüĢtür [19]. Ġnsan fibroblast hücreleriyle yapılan bir 

baĢka çalıĢmada ise benzer Ģekilde hücre boyutunda artıĢ olduğu ve p21’in anlatımının 

arttığı, dolayısıyla bu hücre popülasyonunda replikasyon kapasitesinin azaldığı 

gözlenmiĢtir [20]. Memeli epitel hücrelerinden HC11 hücreleri, Mg
2+

 eksikliğinde hücre 

döngüsünün G0/G1 geçiĢinde tutuklanmıĢ, ortama Mg
2+

 eklendiğinde ise tutuklanma 

ortadan kalkmıĢtır [21]. 

Farklı hücre tipleri, çoğalmak için farklı konsantrasyonda Mg
2+

’ye gerek duyar. DıĢ 

ortamdaki Mg
2+

 konsantrasyonu endotel hücrelerinde 0.1 mM olduğunda, HC11 memeli 

epitel hücrelerinde ise 0.05 mM olduğunda hücre çoğalmasında belirgin bir azalma 

görülmüĢtür [2, 22]. Tümör hücreleri dıĢ ortamdaki Mg
2+

 değiĢimlerine karĢı normal 

hücrelerden daha dirençlidir. Örneğin HL-60 lösemi hücreleri, MCF7 meme karsinom 

hücreleri ve Ehrlich asit tümör hücreleri, hücre dıĢı ortamdaki 0.05 mM Mg
2+

 

konsantrasyonuna karĢı oldukça dirençlidir [2, 23]. 
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2.4. GENOMĠK KARARLILIKTA HÜCRE DÖNGÜSÜNÜN ÖNEMĠ 

Hücre döngüsünün düzenlenmesi, genomik düzeyde meydana gelebilecek hataların 

tamir edilmesi ve kontrolsüz hücre bölünmesinin önlenmesi de dahil olmak üzere pek 

çok süreçten meydana gelir. Bu süreçler, çok hücreli organizmalarada sıkı bir Ģekilde 

kontrol edilir ve organizmanın geliĢiminin kararlı ve sorunsuz sürdürülebilmesi için 

büyük önem taĢır. 

Hücre bölünmesi sırasında genomda istenmeyen değiĢiklikler meydana gelme 

eğiliminin artması genomik kararsızlık olarak tanımlanır. Genomik kararsızlıkta, 

genomda meydana gelen hasarlar organizma için pek çok soruna yol açabileceği gibi, 

kontrolsüz hücre bölünmeleri tömor oluĢumuna ve kansere neden olur. 

Memeli hücreleri, hücre bölünmesinde genomik kararlılığı korumak için genellikle dört 

mekanizmadan yararlanır. Bunlar; S fazında yüksek duyarlıklı DNA replikasyonu, 

mitoz sırasında kromozomların yavru hücrelere doğru bir Ģekilde paylaĢtırılması, DNA 

hasarının hücre döngüsü boyunca hataya yer bırakmayacak Ģekilde tamir edilmesi ve 

hücre döngüsündeki kontrol noktalarıdır [24]. 

2.5. MODEL ORGANĠZMA OLARAK Schizosaccharomyces pombe 

Fisyon mayası olarak adlandırılan S. pombe, tek hücreli ökaryot bir maya türüdür. 

Hücreleri çubuk Ģeklinde, 2-4 µm çapında, 7-14 µm uzunluğundadır. 

S. pombe genomu 3 kromozomludur ve diğer ökaryotlara kıyasla oldukça az sayıda gen 

içerir. Genom dizilemesi 2002 yılında tamamlanmıĢtır. Genlerinin yaklaĢık 50 tanesi 

bazı insan hastalıklarının genleriyle önemli ölçüde benzerlik gösterir ve bu genlerin 

yaklaĢık yarısı kanserle iliĢkilidir [25]. Protein kodlayan gen sayısı 5064 civarındadır
1
. 

S. pombe’nin hücre biyolojisi ve moleküler biyoloji çalıĢmalarında avantaj sağlayan 

özellikleri Ģöyle sıralanabilir: 

 Genomunun küçük ve basit yapılı olması 

 Çok fazla sayıda hücreyle çalıĢabilme imkanı 

 Nadir mutantlar keĢfetme imkanı 

 Haploid hücrelerde mutant alellerin belirlenmesi 

                                                 
1
 http://www.pombase.org/status/statistics 

http://www.pombase.org/status/statistics
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 Diploid hücrelerde mutant alelin dominant mı resesif mi olduğunun belirlenmesi 

 Besi ortamını ve yetiĢtirme koĢullarını değiĢtirerek pek çok biyolojik süreçte 

görevli genleri tanımlama 

 Mayadan insana korunmuĢ fakat bakterilerde olmayan biyolojik süreçleri 

çalıĢma (organeller, hücre döngüsünün düzenlenmesi, protein fosforilasyonu ve 

hücre iskeletinin organizasyonu gibi) 

 Bakterilere kıyasla çok daha farklı olan biyolojik mekanizmaları çalıĢma 

(replikasyon, transkripson, translasyon gibi) 

 Genomuna plazmid yerleĢtirebilme imkanı (gen klonlama) 

 Homolog rekombinasyon mekanizmaları (yeni alel kombinasyonları taĢıyan 

hücreler üretme) 

S. pombe, tüm bu avantajları nedeniyle hücre biyolojisi ve moleküler biyoloji 

çalıĢmalarında model organizma olarak kullanılır. Özellikle hücre bölünmesi, hücre 

döngüsü ve kanser mekanizmaları üzerine yürütülen çalıĢmalarda büyük öneme sahiptir 

[26] (ġekil 2.5). 

 

ġekil 2.5: S. pombe hücrelerinde haploid vegetatif döngü [27]. 
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2.6. DAPI/KALKOFLOR FLORESAN BOYAMA TEKNĠĞĠ 

Floresan mikroskopisinde sıklıkla kullanılan DAPI (4',6-diamidin-2-fenilindol 

dihidroklorür), DNA’nın küçük oluğunda A ve T bakımından zengin bölgelere bağlanan 

floresan bir boyadır (ġekil 2.6). Hücre zarından geçebildiği için hem canlı hem fikse 

edilmiĢ hücreleri boyayabilir. 

 

ġekil 2.6: DNA’nın küçük oluğuna (mavi ve yeĢil) bağlanmıĢ DAPI (pembe) [28]. 

 

Ġlk defa 1971 yılında bir ilaç araĢtırması sırasında üretilen DAPI, ilaç olarak baĢarılı 

olamadı. Sonradan DNA’ya güçlü bir Ģekilde bağlanabildiği ve bağlandığında floresan 

özellik gösterdiği keĢfedildi. 1975’te mitokondri DNA’sını belirleme amacıyla 

kullanıldı ve bu, DAPI’nin floresan DNA boyası olarak kayda geçen ilk kullanımı oldu 

[29]. 

DAPI çift sarmallı DNA’ya bağlandığında 358 nm dalga boyunda (ultraviyole) 

absorbsiyon, 461 nm dalga boyunda (mavi) emisyon yapar. Bu nedenle floresan 

mikroskopisinde ultraviyole ıĢıkla uyarılır ve mavi filtre ile incelenir. DAPI’nin mavi 

emisyonu, tek bir örnekte birden fazla floresan boya kullanmak isteyen araĢtırmacılara 

kolaylık sağlar. 
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Kalkoflor, selüloz ve kitin içeren yapılara kuvvetli biçimde bağlanan floresan bir 

boyadır [30]. Alglerin ve yüksek bitkilerin hücre duvarlarının boyanmasında, tıpta ve 

hayvan biyolojisi çalıĢmalarında mantarların hücre duvarlarında bulunan kitine 

bağlanarak dokularda mantar tespiti yapılmasında kullanılır [30, 31, 32]. 

Kalkoflor, aynı zamanda maya hücrelerinin tomurcuk izlerinin boyanmasında kullanılır. 

Bu bölgelerde kitin miktarı yüksektir, dolayısıyla hücre zarının diğer bölgelerine göre 

daha koyu boyanırlar. Böylece tomurcuk izleri sayılarak hücrenin yaĢı hakkında fikir 

edinilebilir (ġekil 2.7). 

 

 

ġekil 2.7: Kalkoflor ile boyanmıĢ Saccharomyces cerevisiae hücrelerinde tomurcuk izleri.
2
 

 

 

 

 

                                                 
2
 http://www.virtual-labs.leeds.ac.uk/brewing/fermentation/microscope_pics.php 
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2.7. GERÇEK ZAMANLI POLĠMERAZ ZĠNCĠR REAKSĠYONU (GZ-PZR) 

Temeli polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yöntemine dayanan GZ-PZR, DNA’daki 

hedef gen bölgesinin çoğaltılmasını reaksiyon sırasında gerçek zamanlı olarak takip 

eder. Bu yöntem kantitatif, yarı kantitatif veya kalitatif olarak kullanılabilir. Kantitatif 

GZ-PZR yöntemi, gen anlatım çalıĢmalarında sıklıkla kullanılan yöntemlerden biridir. 

GZ-PZR’de meydana gelen ürünü tespit etmek için yaygın olarak iki yöntem kullanılır. 

Bunlardan biri çift sarmallı DNA’ya bağlanan floresan boyalar, diğeri belli bir DNA 

dizisine özgü olan ve oligonükleotidlerden oluĢan özel DNA problarıdır. Bu çalıĢmada 

floresan bir boya olan SYBR Green kullanılmıĢtır. SYBR Green’ın çalıĢma prensibi, 

çift sarmallı DNA'ya bağlandığında gösterdiği floresan ıĢımanın ölçülmesine dayanır. 

PZR çoğaltımı ile birlikte bu ıĢımada artıĢ meydana gelir [33]. 

Çift zincirli DNA’ya bağlanan SYBR Green 100 kat daha fazla floresan ıĢıma gösterir. 

Sıcaklığın artması ve DNA zincirlerinin birbirinden ayrılması (denatürasyon) sonucu bu 

miktar gittikçe azalır. Erime (ayrıĢma) eğrisi, floresan ıĢıma ve sıcaklık arasındaki 

iliĢkiyi gösterir ve PZR iĢlemi sırasında hedeflenen DNA bölgesinden farklı bir bölge 

kullanılıp kullanılmadığını veya kontaminasyon olup olmadığını belirtir. 

GZ-PZR iĢleminde PZR ürünlerinin meydana gelme oranına amplifikasyon verimi denir 

ve genellikle yüzde ile ifade edilir. Belirli bir PZR ürününün miktarı, amplifikasyonun 

geometrik fazında iki katına çıkıyorsa iĢlemin %100 verimli olduğu anlaĢılır. 

Amplifikasyon verimini görmek için standart eğriye bakılır. 
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3. MALZEME VE YÖNTEM 

3.1. KULLANILAN IRKLAR 

S. pombe’nin Ġstanbul Üniversitesi Fen Fakültesi Moleküler Biyoloji ve Genetik 

Bölümü kültür koleksiyonunda bulunan ve yabani ırkın lösin, adenin ve urasil açısından 

mutantı olan Sp292 ırkı, Mg
2+

 transport sistemine sahip olduğundan kontrol ırk olarak 

kullanılmıĢtır. Model ırk olarak kullanılan ve Mg
2+

 transport sistemi olmayan ikili 

mutant ırk (GA2) ise; Sp292 ırkında plazma membranında yer alan ve Mg
2+

 

transportundan sorumlu olan iki kanal proteinini kodlayan ve Saccharomyces 

cerevisiae’nın ALR1 ve ALR2 genlerinin S. pombe’deki homoloğu olarak bilinen 

SPAC17A2.14 ve SPBC27B12.12c genlerinin Dr. Gökhan Akman tarafından polimeraz 

zincir reaksiyonu (PZR) ile delesyona uğratılması yoluyla elde edilmiĢtir (Tablo 3.1). 

Tablo 3.1: ÇalıĢmada kullanılan ırklar. 

Kullanılan Irklar Kullanım Amacı 

S. pombe 

Sp292 (leu1-32 ura4-D18 ade6-M210 h
-
) 

Kontrol grubu olarak kullanılmıĢtır. 

S. pombe 

GA2 (Ġkili Mutant) 

(∆SPAC17A2.14 ∆SPBC27B12.12 leu1-32 

ura4-D18 ade6-M216 kan
r
) 

Mg
2+

 transport kanal proteinlerini kodlayan 

genler bakımından delesyonlu ırk 

olduğundan, Mg
2+

’nin dıĢ ortamdan 

alınamadığı durumlar için model olarak 

kullanılmıĢtır. 

 

S. pombe’nin kontrol ırk olarak kullanılan Sp292 ırkının genotipik kontrolleri minimal 

besi ortamı ile adenin, lösin ve urasil amino asitlerinin eklendiği minimal besi 

ortamında yapılmıĢtır. 
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3.2. BESĠ ORTAMI 

Hücrelerin üretilmesinde kullanılan besi ortamları ve içerikleri Tablo 3.2’de verildi. 

Tablo 3.2: S. pombe’nin üretiminde kullanılan besi ortamları. 

Besi Ortamı Ġçerik 

Maya ekstreli sıvı besi ortamı (YEL) 
Maya Ekstresi (Yeast Extract)                    5 g/L 

Glukoz                                                      30 g/L 

Maya ekstreli katı besi ortamı (YEA) YEL besi ortamına Agar eklendi              20 g/L 

 

Kontrol ırk YEA ve YEL, ikili mutant ırk YEA+200 mM MgCl2 ve YEL+75 mM 

MgCl2 besi ortamlarında üretildi [34]. 

3.3. ÜREME EĞRĠLERĠNĠN ÇIKARILMASI 

Kontrol ve ikili mutant ırkın üreme eğrilerinin çıkarılması amacıyla hücreler önce YEA 

besi ortamında üretildi. Kontrol ırk YEA besi ortamına, ikili mutant ırk YEA+200 mM 

MgCl2 besi ortamına ekildi. Hücreler 30ºC’de üç gece üremeye bırakıldıktan sonra 5 mL 

steril distile su ile süspanse edildi. Ardından kontrol ırk YEL besi ortamına, ikili mutant 

ırk YEL, YEL+10 mM MgCl2 ve YEL+75 mM MgCl2 besi ortamlarına ekildi. Hücreler 

30ºC’de 180 devir/dk hıza sahip çalkalamalı etüvde üremeye bırakıldı. 

Hücre sayısındaki artıĢı belirlemek amacıyla, belli aralıklarla spektrofotometrik 

ölçümler yapıldı ve 600 nm dalga boyunda optik yoğunluk (O.D.) ölçüldü. Elde edilen 

değerler ile mL baĢına düĢen hücre sayısı 0.5 O.D.’ye yaklaĢık 1x10
7
 hücre düĢmesi 

formülünden yola çıkarak hesaplandı ve her iki ırkın üreme eğrilerinin karĢılaĢtırmalı 

grafiği çıkarıldı. 

3.4. DAPI/KALKOFLOR FLORESAN BOYAMA 

DAPI stoğu 1.5 mg/mL olacak Ģekilde dimetilsülfoksitte (DMSO), Kalkoflor stoğu 2 

mg/mL olacak Ģekilde distile suda hazırlandı. Ardından 1/1 (v/v) oranında gliserol-

distile su karıĢımına 1 µg/mL olacak Ģekilde DAPI stoğundan, 0.2 mg/mL olacak 

Ģekilde Kalkoflor stoğundan eklenerek taze karıĢım hazırlandı. 
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YEL ve YEL+75 mM Mg
2+

 besi ortamında üretilen ikili mutant hücreleri ile YEL besi 

ortamında üretilen kontrol hücreleri 24. ve 48. saatlerde fikse edildi. Fiksasyon iĢlemi 

için hücre süspansiyonlarından 1’er mL alındı ve 2000 rpm’de 5 dk süreyle çöktürüldü. 

Ardından hücrelere 1 mL absolü etanol eklenip karıĢtırılarak fikse edildi ve boyama 

aĢamasına kadar +4°C’de saklandı. 

Boyama iĢlemi için 300 µL hücre solüsyonuna 1 mL distile su eklenerek yıkama 

yapıldı. Hücre çökeltisi 50 µL distile suda süspanse edildi. Bu hücre süspansiyonundan 

5 µL alınarak üzerine taze hazırlanmıĢ DAPI/Kalkoflor karıĢımından 5 µL eklendi. 

Ardından preparatlara aktarılan örnekler floresan mikroskobunda 100x objektifte DAPI 

filtresi altında incelendi, fotoğrafları çekildi ve hücre sayımı yapıldı.  

3.5. TOTAL RNA ĠZOLASYONU 

3.5.1. Hücre Sayımı 

Total RNA izolasyonu için her bir örnek grubundan yaklaĢık 10
8
 hücre kullanmak 

gerektiğinden izolasyon öncesi hücre sayımı yapıldı. 

Kontrol ırk YEL besi ortamına, ikili mutant ırk YEL, YEL+10 mM Mg
2+

 ve YEL+75 

mM Mg
2+

 besi ortamına ekildi ve 30ºC'de 180 devir/dk’lık çalkalamalı etüvde üremeye 

bırakıldı. Logaritmik fazda etüvden alınan hücreler Cedex HiRes cihazı ile sayıldı. Elde 

edilen veriler kullanılarak, 10
8
 hücre elde etmek için her bir YEL örneğinden ne kadar 

alınması gerektiği hesaplandı. 

3.5.2. Hücrelerin Yıkanması 

Besi ortamından alınan hücreler temiz tüplere aktarıldı, 4000 rpm’de santrifüj yapıldı ve 

süpernatant atıldı. Mg
2+ 

artıklarının iyice temizlenmesi için tüplere 10 mL su eklendi, 

4000 rpm’de santrifüj yapıldı ve süpernatant atıldı. Yıkama iĢlemi 4-5 defa tekrar edildi. 

3.5.3. Hücrelerin Parçalanması 

Total RNA’nın açığa çıkmasını ve kolaylıkla izole edilebilmesini sağlamak amacıyla 

hücreler parçalama iĢleminden geçirildi. 

RNA ile karıĢabilecek hücre artıklarının temizlenmesi için yıkama iĢleminden sonra 

hücreler 200 µL PBS’te süspanse edildi. 1.5 mL’lik mikro tüplere 0.2 mL hizasına 

kadar cam boncuk kondu, üstüne üç adet metal bilye eklendi ve PBS içindeki hücreler 
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bu mikro tüplere aktarılarak ağızları parafilmlendi. Ardından parçalayıcıda (Sartorius 

3000M), 1 dk buz 1 dk parçalama olacak Ģekilde toplam 3 dk süreyle parçalama 

iĢlemine tabi tutuldu. Sonrasında her bir mikro tüpün alt kısmı alevde sterilize edilmiĢ 

bir iğne ile delindi, altlarına steril mikro tüpler yerleĢtirildi ve 6000 rpm’de 30 sn 

santrijüflenerek boncukların ayrılması sağlandı. Steril mikro tüplere geçen hücre 

süspansiyonu 8000 rpm’de 2 dk santrifüj edildikten sonra süpernatanta 400 µL lizis 

bağlayıcı tampon eklendi ve 15 sn vorteksten geçirildi. 

3.5.4. Total RNA’nın Ġzolasyonu 

ĠĢlem, total RNA izolasyon kiti (Roche) kullanılarak gerçekleĢtirildi. Kit bileĢenleri ve 

içerikleri Tablo 3.3’te verildi. 

Tablo 3.3: Total RNA izolasyon kitinin bileĢenleri ve içerikleri. 

ġiĢe/Kapak Etiket Ġçerik/Fonksiyon 

1 

YeĢil 
Lizis Bağlayıcı Tampon 

 25 mL 

 [4.5 M guanidin-HCl, 50 mM Tris-

HCl, %30 Triton X-100 (w/v), pH 

6.6 (25°C)] 

2 DNaz I, rekombinant, liyofilizat 

 10 KU liyofilize DNaz I 

 0.55 mL elüsyon tamponunda 

çözdürün 

3 

Beyaz 
DNaz Ġnkübasyon Tamponu 

 10 mL 

 [1 M NaCl2, 20mM Tris-HCl ve 10 

mM MnCl2, pH 7.0 (25°C)] 

4 

Siyah 
Yıkama Tamponu  I 

 33 mL (ilk kullanımdan önce 20 

mL etanol ekleyin) 

 [5 M guanidin hidroklorür ve 20 

mM Tris-HCl, pH 6.6 (25°C); 20 

mL absolü etanol eklendikten 

sonraki final konsantrasyonları] 

5 

Mavi 
Yıkama Tamponu  II 

 10 mL (ilk kullanımdan önce 40 

mL absolü etanol ekleyin) 

 [20 mM NaCl2, 2 mM Tris-HCl, pH 

7.5 (2°C); 40 mL absolü etanol 

eklendikten sonraki final 

konsantrasyonları 

6 

Renksiz 
Elüsyon Tamponu 

 30 mL 

 Su (PZR için uygun) 

7 Filtreli mikro tüpler 
 50 adet polipropilen tüp 

 700 µL kapasiteli 

8 Toplama mikro tüpleri 
 50 adet polipropilen tüp 

 2 mL kapasiteli 
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Hücrelerin parçalanmasının ardından örnekler pipet yardımıyla, toplama mikro 

tüplerinin içine yerleĢtirilen filtreli mikro tüplere aktarıldı ve bu filtreli mikro tüpler 

8000 g’de 15 sn santrifüj edildi. Filtreli mikro tüpler toplama mikro tüplerinden 

çıkarıldı, toplama mikro tüpleri boĢaltıldı ve filtreli mikro tüpler yeniden yerleĢtirildi. 

Steril bir mikro tüpte örnek baĢına 90 µL DNaz inkübasyon tamponu ve 10 µL DNaz 

olacak Ģekilde bir karıĢım hazırlandı ve pipetaj yapıldı. Bu karıĢım, örneklerin 

bulunduğu filtreli mikro tüplere pipet yardımıyla eĢit olarak paylaĢtırıldı ve filtreli 

mikro tüpler oda sıcaklığında 15 dk bekletildi. Ardından filtreli mikro tüplere 500 µL 

yıkama tamponu I eklendi ve 8000 g’de 15 sn santrifüj yapıldı. Toplama mikro tüpleri 

boĢaltıldıktan sonra filtreli mikro tüplere 500 µL yıkama tamponu II eklendi ve 8000 

g’de 15 sn santrifüj yapıldı. Toplama mikro tüpleri tekrar boĢaltıldı, filtreli mikro 

tüplere 200 µL yıkama tamponu II eklendi ve maksimum seviyede (yaklaĢık 13000 g) 2 

dk santrifüj yapıldı. 1.5 mL’lik steril mikro tüpler içine yerleĢtirilen filtreli mikro 

tüplere 100 µL elüsyon tamponu eklendi ve 8000 g’de 1 dk santrifüj yapıldı. Elde edilen 

total RNA, -80°C’de saklandı. 

3.5.5. Total RNA’nın Miktar ve Saflık Tayini 

Elde edilen total RNA’nın miktarı ve saflığı, NanoDrop spektrofotometre cihazı ile 

ölçüldü. Ölçüm için her bir RNA örneğinden 2’Ģer μL alındı. Örneklerin saflık derecesi 

260nm/280nm absorbans değerine göre belirlendi. 

3.6. cDNA SENTEZĠ 

Total RNA’dan cDNA sentezi, cDNA sentez kiti (Roche) kullanılarak gerçekleĢtirildi. 

Kit bileĢenleri ve içerikleri Tablo 3.4’te verildi. 
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 Tablo 3.4: cDNA izolasyon kitinin bileĢenleri ve içerikleri. 

ġiĢe/Kapak Etiket Ġçerik 

1 

Kırmızı 

Yüksek Duyarlıklı Revers 

Transkriptaz Enzimi 

 Saklama tamponu: 200 mM 

potasyum fosfat, 2 mN ditiyotreitol, 

%0.2 Triton X-100 (v/v), %50 

gliserol (v/v), pH ~ 7.2 

2 

Renksiz 

Yüksek Duyarlıklı Reaksiyon 

Tamponu (5x) 

 5x kons.: 250 mM Tris/HCl, 150 mM 

KCl, 40 mM MgCl2, pH ~ 8.5 (25°C) 

3 

Renksiz 
RNaz Ġnhibitörü 

 Saklama tamponu: 20 mM Hepes-

KOH, 8 mM ditiyotreitol, %50 

gliserol (v/v), pH ~ 7.6 (4°C’de) 

4 

Mor 
Deoksinükleotid KarıĢımı 

 dATP, dCTP, dGTP, dTTP’nin her 

birinden 10 mL 

5 

Mavi 
Oligo(dT) 18 Primerleri 

 50 µM 

6 

Mavi 
Rastgele Hekzamer Primerleri 

 600 µM 

7 

Renksiz 

DTT 

(Ditiyotreiyol) 

 1 tüp, 1 mL, 0.1 M 

8 

Renksiz 

Su 

PZR için uygun 

 1 mL 

 

 

cDNA sentezi için her bir RNA örneğinden 2 µg kullanmak gerektiğinden, total RNA 

izolasyonu sonrası yapılan miktar tayininde elde edilen veriler kullanılarak her bir 

örnekten kaç µL alınması gerektiği hesaplandı. Ardından RNA örnekleri, primer ve su 

eklenen mikro tüpler 5 sn santrifüjlendi ve 65°C’de 10 dk inkübe edildi. Kullanılan 

RNA, primer ve su miktarları Tablo 3.5’te verildi. 
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Tablo 3.5: cDNA sentezinde kullanılan RNA, primer ve su miktarları. 

 

 

Örnek 

Miktarı 

(µL) 

Oligo(dT) Primer 

(µL) 
Su (µL) 

Son Hacim 

(µL) 

Kontrol (YEL) 2 1 8.4 11.4 

GA2 (YEL) 2.12 1 4.28 11.4 

GA2 

(YEL+10 mM Mg
2+

) 
3.40 1 7 11.4 

GA2 

(YEL+75 mM Mg
2+

) 
4.10 1 6.3 11.4 

 

Ardından RNA örneklerine eklenecek reaksiyon karıĢımı hazırlandı. KarıĢımında 

kullanılan bileĢenler ve miktarları Tablo 3.6’da verildi. 

Tablo 3.6: cDNA sentezi için hazırlanan reaksiyon karıĢımındaki bileĢenler ve miktarları. 

 

 
Örnek BaĢına 

DüĢen Miktar (µL) 

Örnek 

Sayısı 
Son Hacim (µL) 

Reaksiyon Tamponu 4 4 16 

RNaz Ġnhibitör 0.5 4 2 

Nükleotid KarıĢımı 2 4 8 

DTT 1 4 4 

Reverse 

Transkriptaz Enzimi 
1.1 4 4.4 

Toplam Hacim (µL) 8.6  34.5 

 

Hazırlanan karıĢım, her bir örnek için 11.4 µL olacak Ģekilde hazırlanan RNA, primer 

ve su karıĢımına örnek baĢına 8.6 µL düĢecek Ģekilde paylaĢtırıldı. Böylece her bir 

mikro tüpteki toplam hacim 20 µL’ye tamamlanmıĢ oldu. Mikro tüpler önce 55°C’de 30 

dk, sonra 85°C’de 5 dk inkübasyona bırakıldı ve ardından buz içine alınarak iĢlem 

tamamlandı. 
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3.7. TOTAL RNA VE cDNA’NIN ELEKTROFORETĠK ANALĠZĠ 

Total RNA’nın ve cDNA’nın istenilen aralıkta ve yoğunlukta olup olmadığını anlamak 

için elektroforetik analiz yapıldı. Elektroforez iĢlemi için %2’lik agaroz jel hazırlandı. 

Kullanılan tampon ve çözeltilerin listesi Tablo 3.7’de verildi. 

Tablo 3.7: Agaroz jel hazırlamak için kullanılan tampon ve çözeltiler. 

Tampon ve Çözeltiler Ġçerik 

Tris-asetat (TAE) tamponu (50X) 

Trizma Base                                     242 g 

Glasiyel asetik asit                    57.1 mL 

0.5 M EDTA (pH8.0)                     100 mL 

Distile su ile hacim 1 litreye tamamlanır. 

Yükleme tamponu 

(BromoPhenol Blue 10X) 

Üre                                                     4 M 

EDTA (pH8.0)                                 0.025 M 

Sukroz                                         % 60 (w/v) 

Bromofenol mavisi            %0.025 (w/v) 

Ksilen                                     % 0.025 (v/v) 

Etidyum Bromür (EtBr) EtBr                                          10 mg/mL 

 

%2’lik agaroz jel hazırlamak için 50 mL TAE tamponuna 1 g agaroz eklendi ve karıĢım 

agarozun çözünmesi için 2 dk mikrodalga fırında bekletildi. Ardından 55-60ºC' ye kadar 

soğutuldu ve 3 µL EtBr (Etidyum bromür) eklendi. Jel karıĢımı yatay jel kasetine 

döküldükten sonra tarak yerleĢtirildi ve jelin polimerizasyonu için 15 dk beklendi. 

6X yükleme tamponundan 2 µL ve her bir örnekten 3 µL alınarak bir parça parafilm 

üzerinde pipetaj ile karıĢtırıldı ve jele yüklendi. ĠĢlem, 1X TAE tamponu içeren yatay 

elektroforez tankında 45 dk süreyle 80V akımda gerçekleĢtirildi. Elektroforez sonrası jel 

görüntüleme sistemi ile her iki jelin fotoğrafları çekildi. 

3.8. GERÇEK ZAMANLI POLĠMERAZ ZĠNCĠR REAKSĠYONU (GZ-PZR) 

cDNA örnekleri, p25
rum1

 geninin anlatım düzeyinin incelenmesi amacıyla GZ-PZR 

yöntemi ile çoğaltıldı. Kontrol ırka ait cDNA örnekleri 1, 5, 25 ve 125 oranlarında 

sulandırılarak standart olarak kullanıldı. p25
rum1

 inhibitörünü kodlayan gen dizisine 

uygun primerler Primer3 adlı program yardımıyla belirlenerek sentezletildi ve 

normalizasyon için act1 primerleri kullanıldı (Tablo 3.8). 
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Tablo 3.8: GZ-PZR’de kullanılan primerler. 

 

 
BaĢlangıç 

Noktası 
Uzunluk 

Tm 

Değeri 

GC 

Oranı 

(%) 

Nükleotid Dizilimi (5’-3’) 

rum1 

(ileri 

primer) 

359 20 60.23 40.00 TTTTTCGGGGGAAAAGAATC 

rum1 

(geri 

primer) 

518 20 60.01 45.00 GGGAGAATGCCAATTTGAGA 

act1 

(ileri 

primer) 

614 20 60.08 50.00 AGATTCTCATGGAGCGTGGT 

act1 

(geri 

primer) 

712 20 58.00 45.00 TCAAAGTCCAAAGCGACGTA 

 

Her iki primer çeĢidi için, SYBR Green karıĢımı, su ve ileri - geri primerlerden oluĢan 

iki ayrı karıĢım hazırlandı. KarıĢım bileĢenleri ve miktarları Tablo 3.9’da verildi. 

Tablo 3.9: GZ-PZR’de primerler için hazırlanan karıĢım. 

 

 

Kuyucuk BaĢına 

DüĢen Hacim (µL) 

Kuyucuk 

Sayısı 
Son Hacim (µL) 

SYBR Green 

KarıĢımı 
25 12 300 

Su 22 12 264 

Primer (ileri) 1 12 12 

Primer (geri) 1 12 23 

Toplam Hacim (µL) 49  580 

 

Bu karıĢımlar 96 kuyucuklu plakanın her bir kuyucuğuna eĢit olarak dağıtıldı. cDNA 

örnekleri her bir kuyucuk için 1 µL olacak Ģekilde eklendikten sonra plaka PZR 

cihazına yerleĢtirildi ve iĢlem gerçekleĢtirildi. Kuyucukların düzeni ve PZR iĢleminin 

termal profil Ģeması ġekil 3.1 ve 3.2’de verildi. 
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ġekil 3.1: GZ-PZR plaka düzeni; Standart (Standard): SulandırılmıĢ kontrol ırk, Kalibratör 

(Callibrator): Kontrol cDNA’sı, Bilinmeyen (Unknown): GA2 (YEL+10 mM Mg
2+ 

ve 

YEL+75 mM Mg
2+

), NTC: cDNA örneği içermeyen kontrol kuyucukları, Normal 

(Norm): Normalizatör olarak kullanılan act1 primerleri, P1: p25
rum1

 primerleri. 

 

 

ġekil 3.2: GZ-PZR termal profil Ģeması. 
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4. BULGULAR 

4.1. ÜREME EĞRĠLERĠNĠN KARġILAġTIRILMASI 

Ġkili mutant ırkın farklı Mg
2+

 konsantrasyonu içeren YEL besi ortamlarındaki üremesi 

takip edilerek, üreyebildiği optimum Mg
2+

 konsantrasyonu 75 mM Mg
2+

 olarak 

belirlendi. Kontrol ırkın YEL besi ortamındaki üreme eğrisi ile ikili mutant ırkın YEL, 

YEL+10 mM MgCl2 ve YEL+75 mM MgCl2 içeren besi ortamlarındaki üreme 

eğrilerinin karĢılaĢtırmalı grafiği ġekil 4.1’de verildi. 

 

ġekil 4.1: Üreme eğrilerinin karĢılaĢtırılması; Sp292 h
-
: Kontrol ırk, GA2: Ġkili mutant ırk. 

 

Elde edilen sonuçlar; YEL besi ortamında üretilen ikili mutant ırkın üremesinin en 

düĢük seviyede olduğunu, bu hücrelerin logaritmik faza en son girdiğini ve hücre 

sayısındaki artıĢın en az olduğunu gösterdi. YEL besi ortamında üretilen kontrol ırkın 

üremesinin en yüksek seviyede olduğu, bu hücrelerin logaritmik faza erken girdiği ve 

hücre sayısındaki artıĢın en fazla olduğu görüldü. YEL+10 mM MgCl2 ve YEL+75 mM 

MgCl2 besi ortamlarında üretilen ikili mutant hücrelerin üremesinin ve hücre sayılarının 

ise YEL’de üretilen ikili mutant hücrelere kıyasla arttığı görüldü. 

1
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4.2. DAPI/KALKOFLOR FLORESAN BOYAMA 

DAPI/Kalkoflor floresan boyama sonucunda çekilen fotoğraflarda YEL besi ortamında 

üretilen ikili mutant hücrelerin kısa boylu ve tek nukleuslu olduğu görüldü. YEL+75 

mM Mg
2+

 besi ortamında üretilen ikili mutant hücrelerin 24. ve 48. saatlerde, YEL’de 

üreyenlere göre boyca uzadığı ve bazı hücrelerde çift nukleus bulunduğu görüldü. YEL 

besi ortamında üretilen kontrol ırk hücrelerinin ise 24. saatte boyca kısa olduğu, 48. 

saatte hücrelerin boyca uzadığı görüldü ve tek nukleuslu hücrelerin yanı sıra çift 

nukleuslu hücrelere de rastlandı (ġekil 4.2 – 4.6). 

 

 

 

ġekil 4.2: GA2 (YEL). 
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ġekil 4.3: 24. saatte GA2 (YEL+75 mM Mg
2+

). 

 

 

 

 

ġekil 4.4: 48. saatte GA2 (YEL+75 mM Mg
2+

). 
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ġekil 4.5: 24. saatte kontrol ırk (YEL). 

 

 

 

ġekil 4.6: 48. saatte kontrol ırk (YEL). 
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Her iki ırkta boy ve nukleus bakımından hücre yüzdeleri hesaplandı. YEL besi 

ortamında üretilen kontrol ırk hücrelerinde boyca uzun ve tek nukleuslu hücre oranı 24. 

saatte %39.6, 48. saatte %44.8 olarak belirlendi. YEL besi ortamında üretilen ikili 

mutant hücrelerinde boyca uzun ve tek nukleuslu hücre oranı %55.3 olarak belirlendi. 

YEL+75 mM Mg
2+

 besi ortamında üretilen ikili mutant hücrelerinde boyca uzun ve tek 

nukleuslu hücre oranı 24. saatte %46.2, 48. saatte %44.1 olarak belirlendi. Her iki ırkın 

hücrelerinde tek nukleuslu hücre yüzdesinin çift nukleuslu hücre yüzdesinden fazla 

çıktığı görüldü. (Tablo 4.1). 

Tablo 4.1: Kontrol ve ikili mutant ırkta boy ve nukleusa göre hücre yüzdeleri. 

 

 

Kısa Boy 

Tek Nukleus 

(%) 

Uzun Boy 

Tek Nukleus 

(%) 

Uzun Boy 

Çift Nukleus 

(%) 

Kontrol (YEL) 

(24. saat) 
37.6 39.6 22.7 

Kontrol (YEL) 

(48. saat) 
43.2 44.8 11.9 

GA2 (YEL) 36.9 55.3 7.7 

GA2 

(YEL+75 mM Mg
2+

) 

(24. saat) 

43.1 46.2 8.75 

GA2 

(YEL+75 mM Mg
2+

) 

(48. saat) 

47.9 44.1 7.9 

 
 

4.3. TOTAL RNA ĠZOLASYONU 

4.3.1. Hücre Sayımı 

YEL besi ortamlarına ekilip etüvde üremeye bırakılan ve logaritmik fazda etüvden 

alınan hücrelerin Cedex HiRes cihazı ile sayılması sonucu elde edilen veriler Tablo 

4.2’de verildi. 
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Tablo 4.2: Cedex HiRes ile yapılan hücre sayımında elde edilen veriler. 

 

 

Total Hücre 

(x10⁷) 
Canlı Hücre 

(x10⁷) 
Canlılık (%) 

Kontrol (YEL) 0.69 0.31 45.1 

GA2 (YEL) 1.12 0.11 10.4 

GA2 

(YEL+10 mM Mg
2+

) 
0.46 0.09 21.1 

GA2 

(YEL+ 75 mM Mg
2+

) 
1.05 0.19 18.4 

 

Bu veriler doğrultusunda 10
8
 hücre elde etmek için her bir YEL örneğinden alınan 

miktarlar Tablo 4.3’te verildi. 

Tablo 4.3: Total RNA izolasyonu için hücrelerden alınan örnek miktarları. 

 

 
Alınan Miktar (mL) 

Kontrol (YEL) 15 

GA2 (YEL) 10 

GA2 

(YEL+10 mM Mg
2+)

 
22 

GA2 

(YEL+75 mM Mg
2+

) 
10 

 

4.4. TOTAL RNA’NIN ELEKTROFORETĠK ANALĠZĠ, MĠKTAR VE 

SAFLIK TAYĠNĠ 

Total RNA’nın elektroforetik analizi sonucunda çekilen fotoğraflar, izolasyon iĢleminin 

baĢarılı olduğunu ve her bir örnekten RNA elde edildiğini gösterdi. YEL besi ortamında 

üretilen ikili mutant hücrelerinden diğer hücrelere kıyasla daha az miktarda RNA elde 

edildiği görüldü (ġekil 4.7). 
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ġekil 4.7: Total RNA’nın agaroz jel elektrofezindeki görüntüsü; A: GA2 (YEL), B: GA2 

(YEL+10 mM Mg
2+

), C: GA2 (YEL+75 mM Mg
2+

), D: Kontrol ırk (YEL). 

 

Her bir RNA örneğinin miktarı ve A260/A280 oranı NanoDrop ölçümü ile belirlendi. 

Saf RNA’nın A260/A280 oranı yaklaĢık 2 kabul edildiğinden elde ettiğimiz RNA 

örneklerinin saf olduğu görüldü (Tablo 4.4). 

 

Tablo 4.4: Total RNA’nın NanoDrop ölçüm sonuçları. 

 

 
RNA Miktarı 

(µg/µL) 
A260/A280 

Kontrol (YEL) 0.9985 2.22 

GA2 (YEL) 0.3267 2.16 

GA2 

(YEL+10 mM Mg
2+

) 
0.5874 2.13 

GA2 

(YEL+75 mM Mg
2+

) 
0.4872 2.13 
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4.5. cDNA SENTEZĠ 

cDNA sentezi için her bir örnekten alınan RNA miktarları Tablo 4.5’te verildi. 

Tablo 4.5: cDNA izolasyonunda kullanılan total RNA miktarları. 

 

 
Alınan Miktar (µL) 

Kontrol (YEL) 2 

GA2 (YEL) 2.12 

GA2 

(YEL+10 mM Mg
2+

) 
3.40 

GA2 

(YEL+75 mM Mg
2+

) 
4.10 

 

4.6. cDNA’NIN ELEKTROFORETĠK ANALĠZĠ 

cDNA’nın elektroforetik analizi sonucunda çekilen fotoğraflar, cDNA sentezinin 

baĢarılı olduğunu gösterdi (ġekil 4.8). 

 

ġekil 4.8: cDNA’nın agaroz jel elektroforezindeki görüntüsü; A: GA2 (YEL), B: GA2 

(YEL+10 mM Mg
2+

), C: GA2 (YEL+75 mM Mg
2+

), D: Kontrol ırk (YEL). 
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4.7. GERÇEK ZAMANLI POLĠMERAZ ZĠNCĠR REAKSĠYONU ANALĠZĠ 

SYBR Green kullanılarak gerçekleĢtirilen GZ-PZR iĢleminde p25
rum1

 geninin ayrıĢma 

eğrisi, hedeflenen gen bölgesinin kullanıldığını ve kontaminasyon olmadığını gösterdi 

(ġekil 4.9). 

 

 

ġekil 4.9: GZ-PZR’de p25
rum1

 geninin erime (ayrıĢma) eğrisi. 

 

 

GZ-PZR iĢleminde kullanılan act1 ve p25
rum1

 primerlerine ait standart eğriler ġekil 4.10 

ve 4.11’de verildi. 
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ġekil 4.10: act1 primerlerinin standart eğrisi (verimlilik oranı %99). 

 

ġekil 4.11: p25
rum1

 primerlerinin standart eğrisi (verimlilik oranı %108.6). 
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GZ-PZR ile elde edilen veriler, p25
rum1

 geninin anlatımının, 10 mM Mg
2+ ve 75 mM 

Mg
2+ destekli besi ortamlarında üretilen ikili mutant hücrelerde kontrol ırka kıyasla 

azaldığını gösterdi. 

Ġkili mutant ırkın gen anlatımındaki azalmanın seviyesi tespit edildi. 10 mM Mg
2+ 

destekli ortamda üretilen ikili mutant hücrelerde gen anlatımı kontrole göre 1.34 kat 

azalırken, bu oran 75 mM Mg
2+ destekli besi ortamında üretilen ikili mutant hücrelerde 

0.672 kat olarak belirlendi (ġekil 4.12). 

 

 

ġekil 4.12: p25
rum1

 geninin ikili mutant ve kontrol ırktaki anlatım düzeyleri arasındaki kat 

farkını gösteren göreceli miktar tablosu. 10-P1: Kontrol ırk (Kalibratör), 12-P1: GA2 

(YEL+10 mM Mg
2+

), 14-P1: GA2 (YEL+75 mM Mg
2+

). 
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5. TARTIġMA VE SONUÇ 

Magnezyum homeostazının bozulması; genomik kararlılık, RNA’nın iĢlenmesi, 

membran akıĢkanlığı ve membran kanallarının aktivitesi gibi birçok süreci etkiler [5]. 

Schizosaccharomyces pombe’nin hücre döngüsünün G1 fazında anahtar düzenleyici 

olarak rol oynayan p25
rum1

’in düzenli aktivasyonu ve deaktivasyonu, G1 siklinlerinin 

miktarının ve aktivitelerinin belirlenmesi ve düzenlenmesinde rol oynar; bu da G1 

fazının ne kadar süreceğinin tayininde ve hücre döngüsü aĢamalarının doğru sırayla 

gerçekleĢmesinde önemlidir [35]. p25
rum1

, G1 fazında cdc2 enziminin cdc13 siklini ile 

oluĢturduğu kompleksle etkileĢime girer ve aynı zamanda cdc13’ün yıkılmasında 

sorumludur [9]. p25
rum1

, hücre bölünme için gereken boyuta ulaĢmadan ve G1 kontrol 

noktasını geçmeden cdc2’nin aktivasyonuna izin vermemektedir [36]. p25
rum1

 geni 

delesyona uğratıldığında hatalı ve dengesiz hücre bölünmeleri meydana geldiği ve 

canlılık oranında azalma olduğu görülmüĢtür [37]. 

Ġnsan ve memeli hücrelerinde hücre döngüsü inhibitörlerinin gen anlatımının 

magnezyum eksikliğinde artması, maya hücrelerinde de böyle bir iliĢki olabileceğini 

düĢündürdü. Bu nedenle bu çalıĢmada S. pombe’nin hücre döngüsü inhibitörlerinden 

p25
rum1

 seçildi ve magnezyum eksikliği ile p25
rum1

 arasında doğrudan bir iliĢki olup 

olmadığı incelendi. Magnezyum eksikliğinin p25
rum1

 geninin anlatım düzeyini artırarak 

hücre döngüsünü tutuklayabileceği düĢünüldü. 

Bu amaçla gerçekleĢtirilen GZ-PZR iĢlemi sonucunda 10 mM ve 75 mM Mg
2+

 destekli 

besi ortamında üretilen ikili mutant hücrelerinde p25
rum1

’in anlatımının artması 

beklendi. Elde edilen veriler p25
rum1

’in anlatımının, 10 mM ve 75 mM Mg
2+

 destekli 

ortamda üretilen ikili mutantlarda kontrol ırka göre artma yerine azalma olduğunu 

gösterdi. Kontrol ırkta gen anlatımı en yüksek seviyedeyken, 75 mM Mg
2+ destekli besi 

ortamında üretilen ikili mutant hücrelerinde anlatımın azaldığı, 10 mM Mg
2+ destekli 

besi ortamında üretilen ikili mutant hücrelerinde ise en düĢük seviyede olduğu görüldü. 

Bu bulgular S. pombe’de magnezyum eksikliği ile p25
rum1

 arasında doğrudan bir iliĢki 

olmadığını düĢündürmektedir. 
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Elde edilen bir diğer bulgu, YEL besi ortamında üretilmiĢ ikili mutant ırka ait hücrelerin 

büyük çoğunluğunun küçük olması ve tek nukleus içermesidir. Bu bulgu, hücrelerin 

bölünme için hazır duruma gelmediğini, dolayısıyla hücre döngüsünün S evresinde ya 

da erken G2 evresinde tutuklandığını düĢündürmektedir. Tutuklanmanın hangi evrede 

gerçekleĢtiğinin flow sitometri ile doğrulanması gerekir, ancak yapılan çalıĢmalarda 

hücrelerin Mg
2+

 kısıtlanması yapılmıĢ besi ortamında S fazını geçemediği bildirilmiĢtir 

[2]. Mg
2+

 destekli ortamdaki ikili mutant hücreleri ise, uzundur ve tek nukleus 

içermektedir. Bu da, besi ortamına Mg
2+

 ilave edilmesi sonucu hücre içine pasif yolla 

giren Mg
2+

’nin, hücrelerin S fazını geçmesini sağladığını ve hücre döngüsünün G2 

evresinin sonlarına kadar devam ettiğini, ancak M fazının gerçekleĢmediğini ve hücre 

döngüsünün G2 evresinin sonlarında tutuklandığını düĢündürmektedir. 

Magnezyum transport sisteminin delesyonu pek çok hücresel mekanizmayı 

etkilediğinden, S. pombe’de magnezyum eksikliği ve hücre döngüsünün düzenlenmesi 

arasındaki iliĢkiyi daha iyi anlayabilmek için ayrıntılı analizler yapılması 

gerekmektedir. Öncelikle kontrol ırkta ve ikili mutant ırkta besi ortamından hücre içine 

alınan magnezyum miktarının atomik absorpsiyon ile ölçülmesi gerekir. Ardından ikili 

mutant ırkta gen profillemesi yapılması ve S. pombe’deki tüm hücre döngüsü 

düzenleyicilerinin gen anlatımlarının magnezyum kısıtlaması yapılmıĢ ortamda 

incelenmesi gerekir. Böylece magnezyum eksikliğinin S. pombe’nin hücre döngüsü ve 

hücre döngüsü düzenleyicileri üzerindeki etkileri daha iyi anlaĢılabilecektir. 
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