T.C.
YILDIZ TEKNIiK UNIVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

ANTIBIYOTIK ADAPTIF LABORATUVAR EVRIMI UYGULANAN
Escherichia coli MG1655DE ONEMI ARTAN GENLERIN CRISPRi
[LE BELIRLENMESI

Dilan CAN

YUKSEK LISANS TEZI
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Programi

Danisman

Doc. Dr. Tiilin OZBEK

Es Danisman

Dr. Ogr. Uyesi Enes Seyfullah KOTIL

Ocak, 2023



T.C.
YILDIZ TEKNIK UNIVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

ANTIBIYOTIK ADAPTIF LABORATUVAR EVRIMI UYGULANAN
Escherichia coli MG1655’DE ONEMI ARTAN GENLERIN CRISPRi iLE
BELIRLENMESI

Dilan CAN tarafindan hazirlanan tez ¢alismasi 20.01.2023 tarihinde asagidaki jiiri
tarafindan Yildiz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Anabilim Dali, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Programi1 YUKSEK LISANS
TEZI olarak kabul edilmistir.

Dog. Dr. Tiilin OZBEK Dr. Ogr. Uyesi Enes Seyfullah KOTIL
Yildiz Teknik Universitesi Bogazici Universitesi
Danisman Es-Danigsman
Jiiri Uyeleri

Dog. Dr. Tiilin OZBEK, Danisman

Yildiz Teknik Universitesi

Dr. Ogr. Uyesi Enes Seyfullah KOTIL, Es Danisman

Yildiz Teknik Universitesi

Prof. Dr. Nehir Ozdemir Ozgentiirk, Uye

Yildiz Teknik Universitesi

Dr. Ogr. Uyesi Ibrahim Gagr1 Kurt, Uye

Bogazici Universitesi




Danismanim Doc¢. Dr. Tiilin OZBEK sorumlulugunda tarafimca hazirlanan
Antibiyotik Adaptif Laboratuvar Evrimi Uygulanan Escherichia coli MG1655’de
Onemi Artan Genlerin CRISPRIi ile Belirlenmesi baslikli calismada veri toplama ve
veri kullaniminda gerekli yasal izinleri aldigimi, diger kaynaklardan aldigim
bilgileri ana metin ve referanslarda eksiksiz gosterdigimi, arastirma verilerine ve
sonuclarina iliskin carpitma ve/veya sahtecilik yapmadigimi, calismam stiresince
bilimsel arastirma ve etik ilkelerine uygun davrandigimi beyan ederim. Beyanimin

aksinin ispat1 halinde her tiirlii yasal sonucu kabul ederim.
Dilan CAN

Imza



Bu calisma, TUBITAK Bilim Insani Destekleme Daire Baskanligrnin 118C244

numarali projesi ile desteklenmistir.



Aileme
ve

Lokiye



TESEKKUR

Yiiksek lisans 6grenimim boyunca beni destekleyerek yol gosteren, bu tezin
yliriitilmesine danismanlik ederek akademik kariyerimin temellerini atmami
saglayan danismanim Dog. Dr. Tiilin OZBEK ve es danismamim Dr. Ogr. Uyesi Enes

Seyfullah KOTIL’e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Ogrenim hayatim boyunca maddi ve manevi destekleriyle her zaman yanimda

olan sevgili aileme tesekkiirlerimi iletiyorum.

Ayrica tez yazim silirecimde motivasyon vererek destek olan tiim ekip

arkadaslarima, KOTIL LAB ailesine de tesekkiir etmek istiyorum.

Son olarak bu tez calismasini 2232-Uluslararas: Lider Arastirmacilar Programi

bursu ile destekleyen TUBITAK’a tesekkiirlerimi sunarim.

Dilan CAN



ICINDEKILER

SIMGE LiSTESI viii
KISALTMA LiSTES] ix
SEKIL LISTESI xi
TABLO LISTES] xiii
OZET Xiv
ABSTRACT xvi
1 GIRIS 1
1.1 Lteratiir OZEti....cecvevieereereriereeieteeeeteeetee et ete et te et e esesseteaeesesere s eseeseseane 1
1.2 TEZIN AINACL cetttruniiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeittttie e e e s e e e e eeeeettebbas e eeeeeeeeeeeas 3
1.3 HIPOTEZ .ceiiiiiiiiiiiiicccceee ettt e e et ettt 3
2 GENEL BILGI 4
2.1 CRISPRI Sistemi ve OZellKIET ....c.c.cvvimiecueiriieiiereiicicieienecieieeeeeceeneenes 4
2.1.1 CRISPR SiSTEIMI c.eetvruuueeeeiiiuuieeeeeetinieeeeettnnaaeseetennneeseeeennnnaeeeeeennns 4
2.1.2 CRISPRI SIStEIMI ceettruuueeieeiiiiieeeeeetiiiaeeeeetenueeeeeeennneeeeeeennnnaaeeeeennns 6
2.1.3 CRISPRI Sisteminin Molekiiler Mekanizmasi......cc.cceeeuvveeeerennnnneee. 9
2.1.4 Cas9 ve dCas9 Proteinlerinin Karsilagtirilmast.........ccceeeeeeeeennnneee. 10
2.1.5 CRISPRI Sisteminin Avantaj ve Dezavantajlari........ccccccceeeeeennneee. 11
2.1.6 Bakterilerde CRISPRi Uygulamalar: .........ccccuvveeeeeieniiiieeeeennnnnnnee. 14
2.2 Bakterilerde Genom Capinda CRISPRi Tarama......ccccceeevuveeeeeeennunneeennnn. 16

2.2.1 Genom Capinda CRISPRi Tarama Yonteminin Diger Yontemlerle
Karsgtlagtirtlmast ..eeeeeeeeeeeeeeee ettt e 18
2.3 Bakteriyel Adaptasyon ve Antibiyotik Direnci........cccceeevuiveeeeiinninneeennnn. 19
2.3.1 Antibiyotik Direncinin Molekiiler Temelleri ..........cccccuveeeeerennnnnee. 22

2.3.2 Bu Tez Calismasinda Kullanilan Antibiyotikler ve Direng

MeKanIZmalari.....ccceeeeiueieieeiieiiteee et 24
2.4 Adaptif Laboratuvar Evrimi Deneyleri.......cccceeevuveeeeeiinniiiieeeeeeiiieeeenn. 25
3 MATERYAL VE METOT 28
3.1 MaAterVal.ccceeeeeeieieeeeeeeeeee et e et e e e e s ee s 28
3.1.1 Kullanilan Cihazlar.....cccooooeiiieiiiiiiiiiieeeeeiteeeee e 28
3.1.2 Kullanilan Mikroorganizma Suslart ..........ceccueeeeeeiiniiiieeeeeiennnnnee. 29
3.1.3 Kullanilan AntibiyotiKIer ...........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieieeeee e 29
3.1.4 Kullanilan Besiyerleri .......cccuueeeeieeiiiiiiieiiieiiiieeeeeeeeeeee e 29

vi



3.1.5 Plazmit DNA IZOlaSYONU.......cccoevereveverereererereeeerereseseseeesesesenenens 29

3.1.6 Genom Capinda CRISPRI Kiitiiphanesi..........ccccceereriuiieeeerinnnnnnee. 29

3.1.7 Elektroforez ReaKtifleri .........ccceeeeiiiiiiiiinniiiiieeeeeeieceee e 30

3.1.8 Agaroz Jelden DNA Saflagtirilmast ......cccceeevueeeeeeeeeriiiieeeeeeennnnee. 31

3.1.9 PZR ReaKtifleri....cccuueeeeiieiiiiiiieieeceiceee et 31
3.1.10 Kullanilan Primerler.........cccueeeiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 31

3.1.11 Elektroporasyon KUVeti ..........cceeeerriereeeeiieniiiiieeeeeeeiieeeeee e e 32

3.1.12 Florometrik Hassas DNA Miktar1 Olciim Kiti ........cccceveveveeerennne. 32

3.1.13 Yeni Nesil Dizileme Cihazi ve Akig HUCIESI .....eeeeereriuiiieeeriannnee. 32
3.1.14 Kullanilan Bilgisayar Yazilimlari.........cccceeeeviiiieieniniiiiiceeneeeee, 32

Y/ (<] 1o ] PP PPPP 33
3.2.1 Adaptif Laboratuvar Evrimi Deneyleri..........ccccceeeieriiiieeeernnnnnnnee. 33

3.2.2 Genom Capinda CRISPRI Kiitiiphanesinin Transformasyonu ....... 34

3.2.3 Genom Capinda CRISPRi Tarama Deneyleri .........ccccuveeeeernnnnnnnee. 36

3.2.4 Yeni Nesil Dizileme Kiitiiphanesinin Hazirlanmasi ve Dizileme.... 37

3.2.5 Yeni Nesil Dizileme Veri Setlerinin Analizi......cccccceeeeuueeeeerennnnnnee. 42

3.2.6 Veri Setinin Dogrulugunun Karsilastirilmasi .........ceccveeeeeeennnnnnee. 44

3.2.7 Adaptasyondan Sonra Onemi Artan Genlerin Belirlenmesi .......... 44

4 SONUG VE ONERILER 46
4.1 Deneysel BulGUlar.......cccuuveiiiiiiiiiiiieeeeeeeceee et 46
4.1.1 Adaptif Laboratuvar Evrimi Deney Sonugclari ........cccceeecuveeeeeeennnnee 46

4.1.2 Genom Capinda CRISPRi Tarama Deneyleri Sonuclari................. 51

4.1.3 Yeni Nesil Dizileme Verilerinin Analiz Sonuglari.............ccceee.n...e. 52

4.1.4 Veri Setinin Dogrulugunun Karsilastirilma Sonuglari.................... 67

4.1.5 Adaptasyondan Sonra Onemi Artan Genler.............ccccceveveueereninn.. 69

4.2 SONUE VE ONETILET ......oovieveviieeieieeieteeeetee ettt ettt seaen, 89
KAYNAKCA 97
A EKLER 106
TEZDEN URETILMIS YAYINLAR 116

vii



SIMGE LISTESI

Q Akim

bg Baz cifti

dk Dakika

RPM Dakikadaki devir sayisi
g Gravite

Kb Kilobaz cifti

uF Mikrofarad

uL Mikrolitre

uM Mikromolar

mg Miligram

mL Mililitre

ng Nanogram

oD Optik yogunluk
sn Saniye

°C Santigrat derece
U Unite

\Y/ Volt

viii



KISALTMA LISTESI

ALE
AUC
AME
Cas
Cas9
CAT
CRISPR
CRISPRI
crRNA
dCas9
ESRS
FDR
FOR
kob

LPS
MIK
MT
NHEJ
NET-Seq
PAM
PBP

PZR

Adaptif Laboratuvar Evrimi

Egrinin Altinda Kalan Alan
Aminoglikozit degistirici enzim
CRISPR iligkili genler

Cas9 proteini

Kloramfenikol asetil transferaz enzimi
Diizenli araliklarla kiimelenmis kisa palindromik tekrarlar
CRISPR interferans

CRISPR RNA

Katalitik olarak aktif olmayan Cas9 proteini
Ceper Stres Yanit Sistemi

Yanlis Kesif Orani

Yanlis Thmal Oram

Koloni Olusturan Birim
Lipopolisakkarit

Minimum Inhibitér Konsantrasyon
Mutant Tip

Homolog olmayan ug birlestirme
Yerel Uzayan Transkript Sekansalama
Aralikhi Bitisik Motif

Penisilin Baglanma Proteini

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

p degeri

ix



pre-ctrRNA
Res

RNAi

ROC

RBS
sgRNA
SOS
t-CRISPRi
Tn-Seq
YND

YT

Onciil crRNA

Kapsiiler Sentez Diizenleyici
RNA interferans

Alic1 Karakteristik Egrisi
Ribozom Baglanma Sekansi
Tek rehber RNA

Stres yaniti

Ayarlanabilir CRISPRi
Transpozon Sekanslama
Yeni Nesil Dizileme

Yabanil Tip



SEKIL LISTESI

Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.

Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.

Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 3.

Sekil 4.
Sekil 4.

Sekil 4.

Sekil 4.

Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.

Sekil 4.

Sekil 4.

Sekil 4.
Sekil 4.

1 CRISPR/Cas sisteminin hiicre i¢i molekiiler mekanizmasi [26]. .......... 5
2 CRISPRI calisma mekanizmasinin semasi [26]. ......ccceeeeevvueeeeeerennnnnnee. 7
3 sgRNA yapis1 ve CRISPRi'nin hedeflenme mekanizmasi [3]. ............... 8
4 dCas9-sgRNA-hedef DNA arasindaki ticlii kompleksin olusum
MeKaNIZmast [SOT...ccvuuuiiiiieieiiieeeeie et e e e e e e e e eaa e eeaas 10
5 Cas9 ve dCas9’un fonksiyonlarinin karsilastirilmasi [30]................... 11
6 Genom capinda CRISPRi tarama deneylerinin akis semasi [30]. ....... 17
7 Dogal secilime bagl olarak antibiyotik direncinin geligimi. ............... 20
8 Tiirkiye, Cin ve ABD'de £. co/i nin cesitli antibiyotiklere direng seviyesi
[SOYM ................. A0S A A s 21
9 Antibiyotik direncinin molekiiler mekanizmalari [59]. ..........ccceeeeee. 23
10 ALE deneylerinde kullanilan deneysel yontemler [17]. ................... 26

1 Genom c¢apinda CRISPRI kiitiiphanesini olusturan plazmitlerin dizi
o F g L= 1y B 1 RN 30

1 Bu tez calismasinda uygulanan deneysel yontemlerin akis semasi..... 46

2 ALE deneyi siiresince antibiyotiklere diren¢ kazanan LCE-75

hiicrelerinin MIK degisimi (U€/ML). ...c.ceeeevererereerereeerereeeerereseeenens 49
3 Tiim deney gruplarindan elde edilen plazmit 6rneklerinin elektroforez

GOTUINLUSTL vevvvrrnueniieieieeeteeeee ettt e e e e e e eeeeeeteaarebra e e s e eeeeas 52
4 YT.A T.0 deney grubunda yer alan her bir geni hedefleyen sgRNA

SAYISININ AAZIIMIL ..eeiiiiiiiiiiiiiiee ettt e e e 53
5 YND sonucu elde edilen toplam okuma sayilari. .......ccccceeevuveeeeeeennnnes 55

6 Ham sgRNA okuma sayilarinin deney gruplari arasindaki dagilimi. .. 57

7 Ham ve normalize edilmis veri setinin karsilastirilmasi (Her kutuda,
ortadaki isaret medyani, kutunun alt ve iist kenarlar sirasiyla 25. ve
75. yiizdelik dilimleri gOStETir). .....cceieerriuurireeeieniiiieeeeeeeeiieeee e e 59

8 Normalize edilmis veri setlerinin deney gruplari, zaman noktasi=20 ve
zaman noktasi=0’a gore dagilimi (Her bir nokta 1 sgRNA'y1 temsil
L8 001 U Te 11 ) DR 60

9 Her bir deney grubunun kat degisiminin dagilimini gosteren histogram
GTAFTKIET L. .eeeieieiee et e 62

10 Her bir deney grubunun medyan kat degisim degerlerinin dagilimi. 65

11 Yabanil Tip deney gruplarindan elde edilen veri setinin EcoGene veri
setiyle karsilastirilmasi sonucunun ROC grafigi ile gosterimi. .......... 68

xi



Sekil 4.

Sekil 4.

Sekil 4.

Sekil 4.

Sekil 4.

Sekil 4.

Sekil 4.

Sekil 4.

12 Yabanil Tip deney gruplarindan elde edilen veri setinin Tradis veri

setiyle karsilastirilmasi sonucunun ROC grafigi ile gosterimi. .......... 69
13 Adaptasyondan sonra 6nemi artan genlerin deney gruplarina gore
degisimini gosteren sicaklik grafigi......ccccccceeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee, 70
14 Kiime-1 Ortak grubunda yer alan genleri hedefleyen 5 sgRNA'nin kat
AEGISITIL 1evviiiieeeeeiiiiiieeeeeeeeeiiitre e e e e e eeeeeeeeeeaesassssnsannnnereeanaeeeeees 74
15 Kiime 1-AMP.A grubunda yer alan genleri hedefleyen 5 sgRNA'nin
Kat deZiSImi. .uvvvreiieiieieiiieiiiieeeeeececrreeee e e e e e e e e e e e e e e 77
16 Kiime 1-AMP.B grubunda yer alan genleri hedefleyen 5 sgRNA'nin kat
AEFISIIMNLL ..eeeeeeieeieee et e et e e e e e as 80
17 Kiime 2 grubunda yer alan genleri hedefleyen 5 sgRNAnin kat
AEGISITIL 1evviiiiieieeeiiiiieeeeeeeeeitittrr e et e e e eeeeeeeeeeeesessesesannnseeseaneeeeeees 84
18 Adaptasyondan sonra 6nem kazanan genlerin zenginlesme analizi
(P<0.05) . cerveeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeseeeseeeere s eeesesesseseesesesasseseseesesessseeeesaees 87
19 Adaptasyondan sonra 0nem seviyesi artan genlerin interaksiyon agi
(FDR < 0.02). ceieieiiiieiieetiiiiieeee e e e e e e e e eeeeettteeaeaasses e e s e e eeeaeeeeeasnnes 88

xii



TABLO LISTESI

Tablo 3.
Tablo 3.
Tablo 3.
Tablo 3.
Tablo 3.
Tablo 3.
Tablo 4.
Tablo 4.

Tablo 4.
Tablo 4.
Tablo 4.
Tablo 4.
Tablo 4.
Tablo 4.

1 Bu tez calismasinda kullanilan primerlerin listesi. ..........ccccueeeeeeennee. 31
2 Birinci PZR Reaksiyon Karisimi (25 L) .coecoueeeeeeeinniiiiieeeeeeeiieeeeee. 38
3 Birinci PZR isleminde uygulanan 1s1l dongi kosullart. ...................... 38
4 YND kiitiiphanesi hazirliginda uygulanan ikili indeksleme planu. ..... 39

5 ikinci PZR Reaksiyon Karisimi (25 UL). woeeverrevereeverieeeeeeeeeeeeeneenenen, 41
6 ikinci PZR isleminde uygulanan 1s1l déngii kosullari......................... 41
1 LCE-75 hiicrelerinin antibiyotikler icin MiK degetleri....................... 47
2 ALE boyunca her deney giiniinde LCE-75’in biiyiidiigii en yiiksek MIK

degerleri (/ML) ..cciiiiieeeeiciiiiiiiereeteee e e e e e e e e e e e e eeeee e 48
3 Tiim deney gruplarinda elde edilen toplam sgRNA okuma sayilari. . 54

4 Her bir deney grubunda en diisiik kat degisimi gosteren genler. ...... 71
5 Kiime-1 Ortak grubunda yer alan genler ve fonksiyonlart. ............... 73
6 Kiime 1-AMP.A grubunda yer alan genler ve fonksiyonlari............... 76
7 Kiime 1-AMP.B grubunda yer alan genler ve fonksiyonlari............... 79
8 Kiime 2 grubunda yer alan genler ve islevleri.........cccccceeeeiinninneeeenn. 83

xiii



OZET

Antibiyotik Adaptif Laboratuvar Evrimi Uygulanan
Escherichia coli MG1655’de Onemi Artan Genlerin CRISPRi
ile Belirlenmesi

Dilan CAN

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yiiksek Lisans Tezi

Danisman: Doc. Dr. Tiilin OZBEK

Es-Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Enes Seyfullah KOTIL

Bakteriler antibiyotiklere adapte olurken cok sayida degisiklige ugrar. Direncli ve
yabanil tip bakteriler arasindaki farkliliklarin karakterizasyonu direncle miicadele
icin kritik bir 6neme sahiptir. Bu farkliliklardan gen ifadesi seviyesi ve niikleotit
degisimlerini tanimlamak {izere Tiim Genom Dizilimi ve Transkriptom Dizileme
yontemleri kullanilmistir. Adaptasyona aracilik eden bir diger degisim ise,
esansiyel olmayan genlerin hiicresel faktorleri etkileyerek adaptasyondan sonra
bakteri icin daha o©nemli hale gelmesidir. Yapilan calismalarda direncli
mutantlarin hayatta kalmasinda kritik roller iistlenen esansiyel olmayan genlerin
varlig1 Transpozon Mutajenez Dizileme ile gosterilmistir. Fakat bircok antibiyotik
direnci ve mutanti icin ortaklik gosterebilecek, direncli bakterilerin biiylimesini
azaltabilecek genler arastirilmamistir. Bu tez ¢alismasinda, adaptasyondan sonra
onemi artan genleri belirlemek icin laboratuvarda evrimlestirilmis Escherichia coli
MG1655 (E. coli) de genom capinda CRISPRi tarama kullanilmistir. Ampisilin,
doksisiklin, kloramfenikol, oksasilin ve kloramfenikole direncli 2 soy hatti elde

edilmistir. Inhibisyonu halinde yabanil tipe kiyasla mutant tiplerde daha cok

Xiv



biiytime kusuruna sebep olan genler belirlenmistir. 28 genin adaptasyondan sonra
daha 6nemli hale geldigi belirlenmistir. En diisiik kat degisim degerini veren 4
gen; lapB, yrfF; mrdA ve rsfS 6ne cikmistir. Ampisiline adaptasyondan sonra
onemi artan 19 genin diger deney gruplarindan ayr1 bir kiime olusturdugu
gozlemlenmistir. Kloramfenikol, doksasiklin, oksasilin ve spiramisin gruplarinda
hiicre membrani1 ve zar yapisini diizenleyen genlerin varlig: tespit edilmistir. En
cok zenginlesen hiicresel yollar DNA replikasyonu, lizin biyosentezi, yanlis baz
eslesmesi tamiri, homolog rekombinasyon ve peptidoglikan biyosentezi olmustur.
Bu genlerin tanimlanmasi, o6zellikle direncli suslari hedefleyen, uygun yeni

tedaviler gelistirme potansiyeline sahiptir.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik direnci, adaptif laboratuvar evrimi, CRISPR

interferans.

YILDIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Identification of Genes of Increasing Importance in
Escherichia coliMG1655 with Antibiotic Adaptive
Laboratory Evolution by CRISPRi

Dilan CAN

Department of Molecular Biology and Genetics

Master of Science Thesis

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Tiilin OZBEK

Co-supervisor: Assist. Prof. Dr. Enes Seyfullah KOTIL

Bacteria undergo numerous changes as they adapt to antibiotics. Characterization
of differences between resistant and wild-type bacteria is critical for combating
resistance. Whole Genome Sequencing and Transcriptome Sequencing methods
were used to identify gene expression level and nucleotide changes from these
differences. Another change that mediates adaptation is that non-essential genes
become more important for bacteria after adaptation by influencing cellular
factors. The presence of non-essential genes that play critical roles in the survival
of resistant mutants has been demonstrated by Transposon Mutagenesis
Sequencing. However, genes that may be associated with many antibiotic
resistances and mutants, and that may reduce the growth of resistant bacteria,
have not been investigated. In this thesis, genome-wide CRISPRi screening was
used in laboratory-evolved Escherichia coli MG1655 (E. coli) to identify genes of
increased importance after adaptation. Two strains were obtained, each resistant
to ampicillin, doxycycline, chloramphenicol, oxacillin and chloramphenicol. In

case of inhibition, genes that cause more growth defects were determined in

xvi



mutant types compared to wild type. 28 genes were determined to become more
important after adaptation. 4 genes (lapB, yrfF; mrdA and rsfS) came to the
forefront by giving the lowest fold change value. It was observed that 19 genes,
whose importance increased after adaptation to ampicillin, formed a separate
cluster from other experimental groups. The presence of genes regulating cell
membrane and membrane structure was detected in chloramphenicol,
doxacycline, oxacillin and spiramycin resistant groups. The most enriched cellular
pathways were DNA replication, lysine biosynthesis, mismatch repair, homologous
recombination, and peptidoglycan biosynthesis. Identification of these genes has
the potential to develop appropriate and novel therapies that specifically target

resistant strains.

Keywords: Antibiotic resistance, adaptive laboratory evolution, CRISPR

interference.
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1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Diizenli araliklarla kiimelenmis kisa palindromik tekrarlar (CRISPR) ve iligkili
proteinler (Cas), bircok bakteri ve arkede yabanci elementlere karsi bagisiklik
saglayan CRISPR/Cas sistemini olusturur. Cas9, Cas12a, Cascade-Cas3 proteinleri
son yillarda molekiiler araclar olarak cesitlenmekte ve farkli amaclarla
kullanilmaktadir [1]. CRISPR araclari ile gen ifadesinin aktivasyonu, inhibisyonu,
dizi ekleme ve silme gibi farkl islemleri uygulamak miimkindiir [2], [3].

CRISPR interferans (CRISPRi), hedef genin ifade seviyesinin diziye 0zgi
baskilanmasim1 saglar [3]. Tip II Streptococcus pyogenes CRISPR/Cas
sistemlerinden uyarlanan CRISPRi sistemleri iki bilesenle programlanmaktadir;
katalitik olarak aktif olmayan Cas9 proteini (dCas9) ve tek rehber RNA (sgRNA).
sgRNA, 20 niikleotitlik hedef diziye tamamlayici bolge, 42 niikleotitlik Cas9
baglayici RNA yapisi ve S. pyogenesten tiiretilmis 40 niikleotitlik transkripsiyon
sonlandiricidan olusan 102 niikleotit uzunlugunda kimerik, kodlama yapmayan
RNA’dir. dCas9, RuvC ve HNH katalitik domainlerini aktivitesini bozan iki nokta
mutasyonu (D10A ve H841A) nedeniyle endoniikleaz aktivitesini yitirmistir [4].
sgRNA ve dCas9’un hedef DNA’y1 taniyarak olusturduklar1 kompleks, RNA
polimeraza sterik engel yaparak transkripsiyonu inhibe eder [3]. Ifadesi
bastirilmak istenen genin promotor dizilerine tamamlayic1 sgRNA kullanildiginda
transkripsiyonun baslangici engellenir. Genin kodlayici zincirine tamamlayici
sgRNA kullanildiginda ise transkripsiyonun uzamasi bloke edilir. CRISPRi araclari
kullanilarak birden fazla genin ayni anda inhibisyonu, indiikleme seviyesinin
ayarlanmasi ve baskilamanin tersine cevrilmesi gibi farkli gen ifadesi kontrolii
stratejileri mimkiindiir. Bakteri genomlar1 kiiciik boyutlar1 ve basit
organizasyonlariyla CRISPRi calismalarinda siklikla tercih edilmistir. Ayrica
bakteriyel genomlar CRISPR-Cas9 araclariyla calismaya elverisli olmadig1 icin

arastirmalar bu sahaya yoOnelmistir. Hedef genlerin ifade seviyesinin



ayarlanmasiyla istenilen metabolizma {rtinlerinin miktarin1 artirmak ya da
azaltmak, genom capinda sgRNA kiitiiphaneleri kullanarak tarama yapmak, gen
haritasi olusturmak, ila¢ hedeflerinin tayini ve patojenlerde viriilans genlerinin
analizi gibi farkli calismalarda CRISPRi kullanilmistir [5]-[7].

Genomda yer alan biitlin genlere tamamlayici 20 niikleotitlik sgRNA’larin tasarimi
ve plazmit DNA'lar kullanilarak hiicrelere transformasyonu ile genom capinda
CRISPRI tarama yOntemi uygulanir [8]-[10]. Genom capinda CRISPRi tarama
yonteminde; sgRNA dizilerinin plazmitlere klonlanmasiyla olusturulan sgRNA
kiitiphanesi, dCas9 proteinini iceren hiicrelere transforme edilir. Transforme
edilen hiicreler indiikleyici varliginda ve kontrol kosullarinda inkiibe edilir.
Indiiklenerek ekspresyona baslayan dCas9 proteini ve sgRNA’lar hedef geni inhibe
eder. Bu esnada kiitiiphaneyi olusturan sgRNA plazmitleri hiicreye etkisinden
dolay: sayica artar ya da azalir. Kiitiphanede yer alan her bir sgRNA’nin hiicre
biiylimesine etkisi, sgRNA’larin sayisinin belirlendigi Yeni Nesil Dizileme
teknigiyle olciiliir [10]. Her bir deney grubunun kat degisim degeri, indiiksiyon
oncesi ve sonrasinda alinan sgRNA okuma sayisi degerlerinin islenmesiyle elde
edilir. Hesaplanan kat degisim degerlerinin analiz edilmesiyle genomdaki her bir
genden yanit alinmig olunur. Yiiksek verimli genom capinda CRISPRi tarama
calismalariyla hiicre morfolojisi ve biiylimeyle iligkili temel genlerin genotip ve
fenotip iligkisi tizerinde bir¢ok arastirma yapilmistir [9], [11]-[13].
Mikroorganizmalar dogal seleksiyona bagli olarak bulunduklar: ortamdaki cesitli
inhibitor molekiillere zamanla adaptasyon saglarlar. Antibiyotik direnci bakteriyel
adaptasyon sonucu ortaya cikan 6énemli bir saglik krizidir. Belirli bir antibiyotige
kars1 kazanilan direng, direnci kodlayan kromozomal genlerde olusan
mutasyonlar veya bunu saglayan genetik materyalin yatay gen transferiyle
aktarimi sonucu olusabilir [14]. Bu mekanizmalarin incelenmesi icin laboratuvar
ortaminda direncli bakterilerin iiretimi yaygin bir yontemdir. Adaptif laboratuvar
evrimi (ALE) deneyleri, belirli bir fiziksel veya kimyasal etkene karsi adaptasyon
kazanan mikrobiyal suslarin laboratuvar kosullarinda iiretilmesidir [15]. Deney
sonucunda diren¢ kazanan suslarin molekiiler tekniklerle incelenmesiyle
adaptasyon esnasinda hiicrenin genotipinde gerceklesen degisimler ortaya

cikarilir. Bu degisimlerden gen ifadesi ve niikleotit dizilimiyle ilgili olanlarin



incelenmesinde Tiim Genom ve Tiim Transkriptom Dizileme gibi tekniklerden
siklikla yararlanilmaktadir [16], [17]. Adaptasyonda gerceklesen degisimlerden
birisi ise, esansiyel olmayan bazi genlerin hiicresel faaliyetleri diizenleyerek
bakteriye avantajlar sunmasidir. Bu genlerin varligi ve aktiviteleri, hiicrenin
uyumunda iistlendikleri kritik roller yiiziinden adaptasyon sonra bakteri icin daha
onemli hale gelir [18]. Yakin zamanli bir ¢alismada; rifampisine direncli H526Y
mutantinin hayatta kalmasini etkileyen esansiyel olmayan genlerin varligi
Transpozon Mutajenez Dizileme ile tespit edilmistir [19]. Fakat, farkh
antibiyotiklere direncli bakterilerde ortak olan ve dogrudan direncli bakterilerin
biiyime davranislarini azaltabilen genler arastirilmamistir. Bu genlerin
belirlenmesi ve iligkili olduklar1 hiicresel yollarin incelenmesi, direncli suslarin
hedeflenmesini saglayacak yeni tedavilerin kesfinde Onemli bir potansiyele

sahiptir.
1.2 Tezin Amaci

Farkli antibiyotiklere direncli hale getirilen E. coli bakterisinde adaptasyondan
sonra hiicre biiylimesinde 6nemi artan genlerin ortaya cikarilmasi i¢in genom
capinda CRISPRi tarama yonteminin uygulanmasi hedeflenmistir. Bu amaca
yonelik belirlenen hedefler sunlardir:
\ E coli hiicrelerinin ampisilin, kloramfenikol, doksisiklin, oksasilin ve
spiramisine direncli hale getirilmesi
V' Yabanil tip ve mutant tip E. coli hiicrelerinin CRISPRi kiitiiphanesiyle
transformasyonu ve genom capinda tarama deneylerinin yapilmasi
Y Kiitiiphaneyi olusturan plazmitlerin sgRNA okuma sayilarinin elde edilmesi
V' Elde edilen verilerin islenmesi ve analizi
\  Antibiyotiklere adaptasyondan sonra 6nemi artan genlerin belirlenmesi

gerceklestirilecektir.
1.3 Hipotez

Bu tez calismasinin hipotezi; genom capinda CRISPRi tarama protokoliiniin
antibiyotiklere direncli bakterilerde uygulanmasi ile, adaptasyondan sonra hiicre
icin daha onemli hale gelen genlerin belirlenebilecegi fikrinden yola cikilarak

olusturulmustur.



2

GENEL BILGI

2.1 CRISPRI Sistemi ve Ozellikleri

2.1.1 CRISPR Sistemi

Diizenli araliklarla kiimelenmis kisa palindromik tekrarlar (CRISPR) ve CRISPR
ile iligkili (Cas) genlerden olusan CRISPR/Cas sistemleri farkli bircok prokaryotik
tlirde bulunur. Bu sistemler faj genomlari gibi yabanci DNA'y1 spesifik olarak tanir
ve yok eder. Boylece organizmaya bagisiklik saglar [20].

CRISPR lokuslar1 bakterilerin % 90’1nda ve arkelerin % 40'inda bulunur. CRISPR
lokuslar1 niikleaz, helikaz ve polimeraz islevlerine sahip proteinleri kodlayan Cas
genlerinden ve istilaci genomlardan elde edilen aralikl dizilerle bagisiklig islevsel
hale getiren niikleik asit bellegi seklinde fonksiyonlagsmistir [21]. CRISPR
lokuslarindan transkribe edilen RNA dizileri islendikten sonra niikleazlarin hedefi
tanimastyla bagisiklik tepkisi saglanir ve elde edilen dizi CRISPR lokusuna entegre
edilerek hafiza kazanilir. Tip I, III ve IV dahil olmak tiizere Sinif 1 sistemler, ¢cok
alt birimli RNA rehberlikli Cas niikleazlarinin kullanimi ile tanimlanirken, Tip II,
V ve VI dahil olmak iizere sinif 2 sistemler tek bir crRNA:Cas riboniikleoprotein
kompleksi kullanir [22].

1987’de ilk kesfinden bu yana, Tip I ve Tip II sinifina ait farkli CRISPR proteinleri
genom diizenlemede siklikla tercih edilen molekiiler araglar olarak cesitlenmistir.
Bu molekiiler araclara Cas9 ve tiirevleri, Cas12a ve Cascade-Cas3 proteinleri 6rnek
verilebilir [1]. DNA'y1 ve RNA’yi hedefleyebilen CRISPR araclari gen ifade
seviyesinin arttirilmasi ya da azaltilmasi, kromatin modelleme, epigenetik
modifikasyonlar, fonksiyonel genomik ve genom tarama gibi genis spektrumlu bir
uygulama alanina sahiptir [2].

CRISPR lokuslari, aralikli dizilerle esit olarak ayrilan kisa tekrarlayan dizi
kiimelerinden (30-40 baz cifti) olusur. Enfekte olan hiicrelerde, istilac
patojenlerden kaynakli kisa DNA sekanslari, konak¢i genomundaki CRISPR
dizisinde "aralikli" diziler olarak yerlestirilir. CRISPR dizisi, CRISPR RNA'lar
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(crRNA'lar) olarak bilinen tek bir aralikli iceren kiiciik RNA'lara transkribe edilir
ve iglenir. Bu crRNA'lar, CRISPR ile iligkili (Cas) proteinlere ve trans-aktive edici
CRISPR RNA (tracrRNA) molekiiliine baglanir ve crRNA’larda aralikli dizilerle baz
eslesmesi yoluyla yabanci DNA veya RNA dizilerini taniyan efektér kompleksler
haline gelir. Cas proteinler, DNA’nin palindromik tekrar kiimelerinden kopyalanan
RNA'’ya baglanabilen ya da RNA araliklilartyla eslesmis DNA’y1 kesen helikazlardir.
TracrRNA ve crRNA, proto-aralikli bitisik motif (PAM) bolgelerinde cift sarmalli
DNA kesimini saglayacak Cas proteinlerini hedefleme {iizere birlesirler [23]. Cas
proteinleri, sonrasinda bagisiklik cevabi indiiklemek icin istila edilen hedef
niikleik asiti parcalar [24]. Bakterilerde in vivo da gerceklesen CRISPR/Cas

bagisiklik edinme mekanizmasi Sekil 2.1’de gosterilmistir.

Yabanci DNA Hedefin

pargalanmasi

*

interferans “

=== PAM proto-aralayici

.. 1 o L7 ﬁ T transkripsiyon
MO - e e e e e

Cas genleri Lider dizi CRISPR lokusu

Sekil 2. 1 CRISPR/Cas sisteminin hiicre ici molekiiler mekanizmasi [26].



2.1.2 CRISPRIi Sistemi

CRISPR interferans (CRISPRi), prokaryotik ve oOkaryotik hiicrelerde gen
ekspresyonunun diziye 6zgii baskilanmasini saglayan molekiiler bir aractir. Bilim
insanlari; Cas9 proteinin programlanabilir sekilde hedef DNA’da cift zincir kirinimi
olusturma mekanizmalarin1 arastirirken, proteinin niikleaz domainlerinde
olusturduklar1 boélgeye 0zgiin mutasyonlarla HNH ve RuvC bdlgelerinin
fonksiyonunu ortaya cikarmistir [25]. Qi ve ekibi, CRISPRi’yi diziye spesifik gen
baskilanmasini saglayabilecek RNA rehberlikli yeni bir teknik olarak 2013 yilinda
onermistir [3], [4].

CRISPRI sistemleri, Tip II Streptococcus pyogenes'in CRISPR/Cas sistemlerinden
tliretilmistir. Sistem, iki bilesen (dCas9 ve sgRNA) ile hedef DNA’ya programlanir.
20 niikleotitlik hedef DNA’ya tamamlayic1 bolge, 42 niikleotitlik Cas9 baglayici
RNA yapist ve 40 niikleotitlik transkripsiyon sonlandirici dizi, toplamda 102
niikleotit uzunluktaki sgRNA’y1 olusturur. Cas9 proteini, RuvC ve HNH katalitik
domainlerinde bulunan iki nokta mutasyonu (D10A ve H841A) yiziinden
endontikleaz aktivitesini yitirmistir. Bu mutant protein; 6lii Cas9 ya da dCas9
olarak tanimlanmistir. dCas9 proteini ise iki nokta mutasyonundan bagimsiz
olarak, hedef DNA’ya baglanabilir ve sgRNA ile kompleks olusturabilir [4].

dCas9 ve sgRNA eksprese edildiginde hedef DNA'y1 kesmeden spesifik diziye
baglanabilen DNA tanima kompleksi olusturur. Hedef DNAnin promotor
dizilerine baglanmak tizere sgRNA ve dCas9 programlandiginda; transkripsiyon
baslangici bloke edilebilir. Alternatif olarak sgRNA genin kodlayici zincirine
hedeflenerek dCas9un olusturacagi sterik engel araciligiyla transkripsiyon
uzamasi da engellenebilmistir. CRISPRi sisteminin hedef DNA’ya baglanarak
transkripsiyon uzamasini engelledigi Qui vd. tarafindan NET-Seq (Yerel Uzayan
Transkript Sekansalama) deneyi yapilarak ispat edilmistir [4]. Sekil 2.2°de

CRISPRI sisteminin calisma prensibi gorsellestirilmistir.
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Sekil 2. 2 CRISPRi calisma mekanizmasinin semasi [26].

Qui ve arkadaslari, dCas9 ve hedefe tamamlayici sgRNA’lar1 kullanarak CRISPRi
aracini gen baskilanmasi saglamak tizere bakteri ve memeli hiicrelerinde yeniden
programlamislardir [4]. E. colide, hedeflenecek herhangi bir gene tamamlayici 20
niikleotit uzunlukta tasarlanmis sgRNA ile birlikte eksprese edildiginde % 99.9’a
kadar etkin bir performansla gen ifadesini baskilamay1 basarmislardir ve kantitatif
PZR ile ispat etmislerdir. dCas9-sgRNA birlikteliginin hedef dizinin kodlayici
olmayan DNA zincirine baglanmasi sonucu tranksripsiyon uzamasini inhibisyonu
NET-Sekanslama deneyleriyle kanitlanmistir [4]. sgRNA hedef genin promotor
bolgesine hedeflendiginde, dCas9-sgRNA kompleksinin RNA polimerazin
transkripsiyon faktorleriyle kuracag: trans etkilesimi sterik olarak engelledigi ve
transkripsiyon baslangicinin inhibisyonu calismalarinin bir diger ciktisidir.
Arastirmacilar, CRISPRi aracinin yiiksek 6zgtlliikle hedeflenebilir oldugunu, gen
baskilanmasinin indiikleyicinin ortadan kaldirilmasiyla tersine cevrilebilir

oldugunu da tespit etmislerdir. Coklu sgRNA’lar kullanarak es zamanli olarak
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birden fazla geni hedeflemeyi veya tek bir geni birkac farkli pozisyondan paralel

olarak baskilanmasi gerceklestirilebilir [3], [4].
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Sekil 2. 3 sgRNA yapisi ve CRISPRi'nin hedeflenme mekanizmasi [3].

CRISPR/Cas tabanli CRISPRi sisteminin hiicreye transformasyonu icin plazmit
DNA’lar veya kromozoma entegre olabilen genetik parcalar tasarlanmistir. Plazmit
DNA’lar sgRNA'y1 ve dCas9u tek tek veya ayni diziden ifade edecek sekilde
hazirlanmistir. Tek plazmit sistemi dCas9 ve sgRNA’y1 birlikte iceren kompozit bir
yapidadir. Ayrica dCas9u ve sgRNA'yi ayri ayr ifade edecek bagimsiz tek
plazmitler de hazirlanmistir. Kromozoma entegre edilmis sistemlerde ise dCas9
bakteri kromozomunda genom islevini bozmayacak noétr bir bolgeye eklenmistir.
Rehber RNA ise kiiciik boyutlu bir plazmite klonlanarak yetkin hiicrelere transfer
edilmistir [3]. Uygun tasarim ve deneysel kosulun saglanmasi halinde, CRISPRi
sistemi kisa plazmit DNA’lar ile laboratuvar ortaminda kolayca calisilabilir.
Plazmit DNAlar ile calisabilmenin getirdigi bir diger avantaj ise bircok sgRNA ile
ayn1 anda calisip hiicresel seviyede gen baskilanmasina dair bilgileri edebilmektir.
Genom capinda yapilan CRISPRI kiitiiphaneleri fonksiyonel genomik calismalara

uygunluguyla son yillarda 6ne cikan bir arastirma sahasidir [9], [10].



2.1.3 CRISPRI Sisteminin Molekiiler Mekanizmasi

dCas9:sgRNA:DNA kompleksi olusumu hakkinda kapsamli bilgiler CRISPRi
mekanizmasini anlamada kritik 6neme sahiptir. Hedef DNA-sgRNA-dCas9’un
olusturdugu kompleks yap1 Nishimasu vd. tarafindan 2016 yilinda raporlanmistir
[27]. dCas9 ve sgRNA'nin eslesmesinin baslangicindan transkripsiyonal
baskilamanin son adimina kadar CRISPRi, farkli bilesenlerin coklu baglanmasini

ve konformasyonel olarak yeniden diizenlenmesinin sonucunda olusur [28].

Mekanizma, dCas9 ile hedefe tamamlayici bolgeyi iceren sgRNA arasinda ikil bir
kompleksin olusumuyla baslar. ikili kompleksin olusumu dCas9’da yapisal olarak
yeniden diizenlenmesine neden olur ve sonucunda DNA’y1 hedeflemek icin uygun
bir konformasyon saglanir. DCas9’a sgRNA yiiklenmesinde ii¢ ana etkilesim
noktasi énemlidir. ilki, rehber bolgenin fosfat omurgasinin dCas9’un REC lobuyla
etkilesimidir. Ikincisi, bu etkilesim sirasinda tekrarli bolgedeki G43 ve U44
kalintilarinin spesifik olarak taninmasidir. Uciinciisii, tekrarli olmayan bélgelerin
REC domainince spesifik taninmasi sonucunda dCas9 ve sgRNA arasinda ikili

kompleks kurulmus olur [28].

Ozetle; sgRNAmin hedefe tamamlayic dizisindeki ilk 10 niikleotiti karakteristik
tohum bolgesidir ve sgRNA-hedef DNA hibridizasyonunda oldukca etkili bir rol
oynar. Hedef DNA ile sgRNA'min tamamlayici nikleotitleri sonucu eglesmesi,
tohum bolgesinden baslar. Tohum bolgesi, dCAs9-sgRNA ikili kompleksini hedef
DNA dizisiyle iliski kurmaya yoneltir ve dCas9 hedef DNA’y1 taniyabilecek aktif
konformasyona kavusur. Hedef DNA-sgRNA kompleksi negatif yiklidiir,
dCas9un REC ve NUC lobundaki pozitif olukla etkilesim kurar. Bu etkilesim
dCas9'un fosfat omurgasi ve karbon atomlarinin REC1, RuvC ve PI domainlerinin

baglanti kurmasiyla sonuclanir [28].

dCas9'un hedef bolgede konumlanmasi, sgRNA'nin hedeflenmesine bagli olarak
mRNA transkriptinin uzamasi veya transkripsiyonun baslamasi esnasinda RNA
polimeraz ile fiziksel carpisma nedeniyle transkripsiyonu dogrudan bloke eder.
dCas9, mRNA stabilitesine veya translasyonuna herhangi bir miidahalede
bulunmaz [4]. dCas9, hedef bolgede transkripsiyonel duraklamaya neden olur

[29]. Gen baskilanmasinin aksine genom diizenleme uygulamalarinda tigli



kompleksin hedef bolgede konumlanmasi, Cas9’n HNH domainin hedef DNA'nin
tamamlayict dizisine ulagsmasini ve PAM’in 3 niikleotit ilerisinden dizinin
boliinmesini saglayacak konformasyonel yapiy1 kazandirir. Ayni anda tamamlayici

olmayan zincirde RuvC domaini tarafindan da kirik olusturulur [30].

4\, hedef bélgede Ugli kompleksin olusumu
_— s

dCas9 ve sgRNA'nIn ko -ekspresyonu

©

dCas9 ve gRNA ikili
kompleksinin olusumu . M O dCas9 proteini
P 4 RNA polimerazin baglanmasina
veya hareketinine midahale @ RNA polimeraz
l = Rehber dizi
- . Cas9 tutamag dizisi gRNA
vl s Hedef DNA . ipsi
’ Transkripsiyonun Baskilanmasi % Transkripsiyon
sonlandirici

Sekil 2. 4 dCas9-sgRNA-hedef DNA arasindaki ticlii kompleksin olusum

mekanizmasi [30].

2.1.4 Cas9 ve dCas9 Proteinlerinin Karsilastiriimasi

Dogal Cas9 proteini, sgRNA'ya baglanir ve bir Cas9-RNA kompleksi olusturur.
Cas9-sgRNA kompleksi, PAM'a bitisik spesifik DNA hedefine baglandiginda, Cas9
proteininin niikleaz aktivitesi nedeniyle hedef DNA'nin boliinmesine yol acar. Bu
mekanizmayla genom mihendisligi uygulamalar1 NHEJ ve HDR yoluyla
uygulanmistir. Niikleaz domainlerinde olusturulan nokta mutasyonlari1 (D10A ve
H840A) nedeniyle katalitik aktivite sergileyemeyen dCas9 ve hedefe diziye
tamamlayict sgRNA ile olusturdugu dCas9-sgRNA kompleksi ise gen
ekspresyonunu inhibe etmek icin uygun bir arac haline getirilmistir. Hedef DNA
actk okuma cevreleri icinde yer aliyorsa dCas9-sgRNA-DNA kompleksi RNA
polimerazin transkripsiyon icin dizi tlizerinde gerceklestirmesi gereken kayma
hareketlerini engelleyecek steril bir engel olusturur boylece transkripsiyon
baslangic1 veya uzamasini kolayca inhibe edilir. Hedef genin transkripsiyonun

engellenmesiyle islev goren CRISPRi sistemleri, gen regiilasyonunu kontrol edecek
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sekilde programlanabilir durumdadir [4]. Sekil 2.5te Cas9 ve dCas9un

fonksiyonlarinin karsilastirilmasi gosterilmistir.

S?RNA S?RNA

: A Cas9 \'\ oo "/ dCas9
\ i
AT p. R RR .\. p
Jpap— l . RNAP l
- S?RNA
Ve dCas9 \\ﬁ

Sekil 2. 5 Cas9 ve dCas9un fonksiyonlarinin karsilastirilmasi [30].

2.1.5 CRISPRI Sisteminin Avantaj ve Dezavantajlari

CRISPRI sisteminin birka¢ 6nemli avantaji bulunmaktadir. CRISPRi sistemleri gen
baskilanmasi icin kolayca programlanabilir [29]. sgRNA-hedef DNA ve bir PAM
motifinin Watson-Crick baz eslesmesine dayandigindan, genom icindeki
hedeflenebilir bolgelerin secimi basit ve esnektir [3]. Plazmitler araciligiyla
programlanan CRISPRi, genomda herhangi bir degisim yapmaz ve hedeflemedigi
hiicresel elementlere etkilesime girmez. Hiicre ici toksisite veya spesiklik gibi
sinirlayict  yanlariyla diger molekiiler araclarla hedeflenemeyen kodlama
yapmayan RNA’lar ve diger gen dizileri CRISPRIi ile calisilabilir [31]. Hem 6karyot
hem prokaryot bircok organizmada uygun sgRNA tasarimlarinin yapilmasiyla
promotor diziler veya intronlar dahil bircok gen bolgesi hedeflenebilir [3]. Hedef
DNA’ya spesifik olarak kontrol edilebilmesi oOzelligiyle CRISPRi sistemi, gen

islevlerini ve hiicresel yollar arastirmak icin giiclii bir tekniktir [32].

CRISPRi sistemi kullanilarak birden fazla genin ifadesi es zamanli olarak

diizenlenebilir. Qi ve arkadaslari, coklu gen ifadesi baskilanmasi icin tek plazmit
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icine birkac farkli sgRNA dizisini klonlamis ve ¢apraz ifadeler olusmadan bagimsiz
genler iizerinde etkin susturma verimi elde etmislerdir [29]. Bu sonuclar
metabolizma c¢alismalari icin de oldukca 6nemli olmustur. Bircok arastirma grubu
CRISPRI araglarini kullanarak birden fazla gen ifadesini degistirerek, metabolizma
yollarinin regiilasyonunu aydinlatma ve {iriin miktarin1 artirma gibi caligmalar
yapmustir. Kim ve ekibi ¢coklu gen ekspresyonunu baskilamak icin ayarlanabilir
CRISPRI sistemini tasarlamistir. Rekombinant E. co/’de n-biitanol iiretim ve
verimini artirmak icin metabolizma miihendisligi ve CRISPRi araclarini
birlestirmislerdir [33]. Benzer sekilde, 4HB sentezinde islev goren bircok esansiyel
gen ifadesini diizenlemek icin CRISPRi araci kullanilmis ve ilgili hiicresel yolda

yer alan P(3HB-co-4HB) iiriiniiniin seviyesi diizenlenmistir [34].

CRISPRI kullanilarak gen ifadesinin azaltilmasinin yaninda, baskilama seviyesi de
kontrol edilebilir. Genin baskilanma seviyesinin ayarlanabilmesi oldukca
onemlidir. Esansiyel bircok genin ifadesi normal hiicresel faaliyetlerde titizlikle
diizenlenir. Bu genlere yapilan miidahale sonucu hiicrede hasarlar meydana gelir.
CRISPRi kullanilarak bu genlerin gecici olarak hedeflenmesi ileri islemlerin
yapilabilmesine olanak saglar. CRISPRi aracimi kullanarak ayarlanabilir gen
baskilanmasini saglayan baslangi¢ calismalarinda sgRNA ve hedef dizi arasinda
niikleotit uyumsuzluklar: eklenmistir [35]. Devam eden calismalarda; baskilanma
seviyesini ayarlamak icin indiiklenebilir promotor bolgeler iceren dCas9 veya
sgRNA plazmitleri kullanilmustir [3]. Indiikleyicinin konsantrasyonu titre edilerek
baskilanma derecesi ¢ok kiiclik ve biiyilik seviyelere tasinmistir. Li ve ekibi 2016
yilinda yaptiklar1 ayarlanabilir CRISPRi (t-CRISPRi) araciyla Ppap promotoru
kontroliinde dCas9'in ifadesini ayarlamislardir. Calismalar1 sonucunda CRISPRi
araclarini ayarlanabilir seviyede tutmak icin dCas9 ekspresyonunu indiikleyici bir
promotor altinda kontrol etmenin daha etkili sonuglar verdigini raporlamislardir
[36]. Bir diger arastirma grubu, CRISPRi sisteminin sundugu baskilanma
seviyesini dinamik bir aralikta tutmak icin dCas9 ve sgRNA plazmitlerini
konstitiitif ve indiiklenebilir promotorlarla ifade ederek raportér genin ifade
seviyesini kantitatif olarak 6l¢miislerdir. P, promotoruyla sgRNAnin ekspresyon

seviyesini degistirmenin gen baskilanmasinda genis bir titrasyon araligi sundugu
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tespit edilmistir. Sonuc olarak baskilama seviyesini kontrol etmenin yolu sgRNA

ifadesini ayarlamakla elde edilebilir [37].

Hedeflenen gen baskilanmasinin geri doniistiiriilerek tersine cevrilebilmesi de
CRISPRI aracinin sundugu 6nemli avantajlardan biridir. Bu durum hedef genin
gecici ve dinamik olarak diizenlenebilmesini sunar. dCas9un anhidrotetrasiklin
ile indiiklenebilir bir promotor altinda ekspresyonu ve indiikleyicinin besiyerinden
yikanarak wuzaklastirilmasiyla hedef hiicrede birka¢ saat sonra gen
baskilanmasinin geri cevrildigi gozlemlenmistir [29]. Bir diger calismada ise Pgap
promotorundan arabinozla dCas9 ekspresyonu aktive edilmis ve yine
indiikleyicinin ortamdan yikanmasiyla baskilamanin tersine cevrilebilir oldugu
tespit edilmistir [36]. Onceki calismalardan farklh olarak, aktif olarak cogalan
Yersinia pestis hiicrelerinde hedeflenen CRISPRi inhibisyonunun tersine

cevrilmesini takiben organizma normal biiyiime kosullarina geri donmdistiir [38].

Genom capinda sgRNA kiitiiphanesi tasarlayan yakin zamanli bir calismada,
makine Ogrenmesi yaklasimlari ve deneysel analizlerle CRISPRi sisteminin
performansimi etkileyen kotii tohum etkisi raporlanmistir. Arastirmacilar, bazi
tohum dizilerinin giicli bliylime kusurlarn olusturdugunu raporlamislardir. 5
niikleotitlik bu spesifik tohum dizilerinin gosterdigi etkinlik, sgRNA'nin kalan 15

niikleotitlik kismindan bagimsiz olarak tespit edilmistir [39].

Hedeflenen bir gene spesifik olarak tasarlanan sgRNA'nin, operondaki tiim asagi
akis genlerinin de ifadesini bastirma potansiyeli polar etki olarak tanimlanmistir
[13]. Bu durum, hedef genin transkripsiyonu dCas9 tarafindan bloke edildiginde,
transkripsiyona devam etmek tizere DNA’da ilerlemesi gereken RNA polimerazin
asagi akista yer alan genlerin transkripsiyonu da gerceklestirememesiyle aciklanir
[39]. Tersine, CRISPRi sistemi operonda yer alan esansiyel genlerin yukari
akisinda bulunan diger genlere hedeflendiginde, hiicre canliliginda bozulmalar
tespit edilmistir [13]. Yukarn: akista ifadesi bastirilan genden asagi akistaki
esansiyel gen ifadesi, dCas9-sgRNA kompleksinin DNA sarmalinda RNA

polimerazi engellemesi de ters polar etkiyle aciklanmistir [13].

CRISPRI sisteminin kullanimini sinirlayan bir diger faktor, yiiksek seviyelerde

ekspresyon sonucu gerceklesen dCas9 toksisitesidir. Yapilan arastirmalarda
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dCas9un toksisitesinin Vibrio natriegens'in lag fazinm etkiledigi ortaya konmustur
[40]. Asir1 miktarda eksprese edilen dCas9’un E. coli’ de biiyiime oranini 6nemli
derecede diistirdiigii ve hiicrelerin anormal filamentli bir morfolojiye sahip oldugu
da Cho ve arkadaslarinin yaptig1 arastirmalar sonucunda raporlanmistir. Katalitik
olarak aktif olmayan Cas9’un kontrolsiiz ekspresyonu hiicre boliinmesinde rol alan
genlerin yukar1 dogru regiilasyonunu saglarken, hiicre zarindaki proteinleri
kodlayan genleri asag1 dogru regiilasyonunu saglayarak hiicrenin normal
biiytimesini diizenleyen yolaklarn etkiledigi gosterilmistir [41]. Bir diger 6rnek ise
Mpycobacterium tuberculosis’te alternatif bir dCas9 kullanimi (dCas9Spy) sonucu
gozlemlenen hiicre 6liimiidiir [42]. Bu sinirlayici faktoriin etkisini azaltmak icin
arastirmalar dCas9’un ifade seviyesini ayarlamak ve toksisite gostermeyen dCas9
varyant1 tasarlamak yoniinde olmustur [43]. Optimize edilmis RBS
kiitiphanesinin arkasina klonlanan ve zayif P, promotorunun ekspresyonu

sonucu dCas9 toksisitesi azaltilmistir [39].

Genom capinda CRISPRi tarama arastirmalarinda, kiitiiphanenin etkinligini
artirmak icin en iyi inhibisyonu veren sgRNA ve tasarim kurallar1 incelenmistir.
Calismalar sonucunda hedef dis1 etkiler raporlanmistir. Makine Ogrenmesi
yaklasimlariyla tiim genoma tasarlanan sgRNA kiitiiphaneleri taranmistir ve en az
inhibisyonu veren sgRNA dizilerinin ortak o6zellikleri belirlenmistir. Bu ortak
ozellik tohum dizisinde en az 9 niikleotitlik homolojiye sahip sgRNA’larin hedef
dis1 etkiler gostermesidir [39]. Takip eden calismalarda tiim genomu hedefleyen
sgRNA kiitliphanesi tasarim kurallar1 optimize edilerek kiitiiphanenin etkinligi

artirilmistir [10].
2.1.6 Bakterilerde CRISPRi Uygulamalar

Bakteriyel genomlar oldukca kiiciik boyutlar1 ve basit organizasyonlar1 sebebiyle
CRISPRi sistemi calismalarinda siklikla tercih edilmistir. Ayrica bakteriyel
genomlar CRISPR-Cas9 sistemiyle calismaya elverigli olmadig: icin fonksiyonel
genomik calismalar bu sahaya yonelmistir. Ek olarak sundugu avantajlarla diger
molekiiler araclara kiyasla nispeten asilabilir sinirlayic1 faktorleriyle CRISPRi
araclarinin molekiiler biyoloji ve genetik arastirmalarinda yayginlagmasi

olagandir. Hedef genlerin ifade seviyesinin bastirilmasiyla istenilen metabolizma
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Urtinlerinin miktarim artirmak ya da azaltmak, genom capinda sgRNA
kiitiiphaneleri kullanarak genomik taramalar yapmak, esansiyel genleri saptamak,
gen haritas1 olusturmak, ila¢ hedeflerinin tayini ve patojenlerde viriilans

genlerinin analizi gibi farkli uygulamalar yaygin kullanim alanlaridir.

Patojenlerdeki spesifik genlerin fonksiyonel bir analizini gerceklestirmek icin
CRISPRI sistemi kullanimi bakterilerde CRISPRi uygulamalarina 6rnektir. Peters
ve arkadaglar1 patojenlerde bilinmeyen fonksiyonun viral etkenle iliskili esansiyel
genlerini incelemek icin CRISPRi tabanli gen susturma yaklasimini
kullanmislardir. Mobil-CRISPRI sistemi bakteri genomlarina entegre edilebilir ve
bakteriden bakteriye aktarilabilir durumdadir [7]. Benzer bir c¢alisma
Pseudomonas aeruginosada Mobile-CRISPRi sistemi kullanilarak viriilans
mekanizmalarda olduk¢a 6nemli olan CE genlerinin hedeflenmesidir. CE gen
grubunun bir iiyesi olan exsA geninin inhibisyonu sonucu farelerde viriilans

etkilerin azaldig: belirlenmistir [8].

CRISPRI sistemi bakteriyel patojene dahil edilerek canlilikla dogrudan iliskili
temel genlerin hedeflenmesi sonucunda asi ve antibiyotik gelistirme calismalari
da uygulama alanlarinda o6rnektir. Streprococcus pneumoniae serotip 2 D39
susunda, murT ve gatD genlerinin hedeflenmis ve peptidoglikan sentezi icin kritik
role sahip olduklarn tespit edilmistir. Ayrica, yeni asi ve antibiyotiklerin
gelistirilmesine Oncli olma potansiyeline sahip olan teikoik asit Oncilerinin
polimerizasyonunda yer alan tarP ve tarQ genleri de kayda deger bir sonuctur
[44]. Benzer sekilde Vibrio choleraede canlilik ve viriilans ile iligkili genleri
hedefleyen bir arastirmada ise lipoprotein tasima sistemi ifadesi azaltilmis ve

plazmoliz fenotipi raporlanmistir [45].

CRISPRi araclarinin bakteriyel uygulamalarinda bir diger calisma sahasi ise
bakterilerin metabolizmik faaliyetleri sonucu iirettikleri kimyasallardir. Bu
yaklasimla metabolizma miihendisligi ve CRISPRi araclarn birlestirilmistir.
Arastirmacilar bakterilere iirettirilen ticari 6éneme sahip kimyasallarin miktarini
artirmak icin, CRISPRi sistemini programlayarak ilgilenilen {riiniin
biyosentezinden sorumlu genin ifadesini diizenlemislerdir. Pilot caligmalarda

Corynebacterium glutamicumida ilgili genlerin ekspresyonu degistirilerek sikimik
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asit verimi artirilmasi yer alir [46]. Benzer sekilde P3G {iretimi artirmak icin £.
colfde metiyonin biyosentetik yolagini asag1 regiile edilmesi maksadiyla MetJ geni
ifadesini bastirmistir [6]. Ek olarak Bacillus subtiliste surfaktin sentezini artirmak
icin metabolizmada yer alan yan yolaklardaki genleri susturmanin amino asit

onciilleri sentezini artirdigi belirlenmistir [5].
2.2 Bakterilerde Genom Capinda CRISPRi Tarama

CRISPRI sisteminin sundugu 6nemli avantajlardan biri olan hedef gene spesifik 20
niikleotitlik sgRNA’larin tasarim kolaylhigidir. Plazmit DNA’lar araciligiyla
organizmaya iletilen sistem, genom capinda taramalar yapilarak bircok bakteriyel

tlirde fonksiyonel genomik calismalarin yapilmasini saglamistir [8]-[10].

Genom capinda CRISPRi tarama deneylerinin temel bileseni olan sgRNA
kiitiiphanesi, genellikle, hedef genlere tamamlayict sgRNA dizilerinin bir karigimi
olarak DNA cip teknigi ile sentezlenir. Bu diziler DNA in vitro birlestirme
yontemiyle sgRNA eksprese eden plazmitlere klonlanir. Olusturulan sgRNA
kiitiiphanesi, dCas9 proteinin eksprese eden hiicrelere transforme edilir. Farkl
sgRNA’lan iceren bu hiicrelerin her biri belirli bir genotipi temsil etmektedir.
Olusturulan kiitiiphaneyle transforme edilen hiicreler ilgilenilen secici ortamda ve
kontrol kosullarinda indiikleyici varhginda biiyiitiiliir. Inkiibasyon siiresince
kiitiiphaneyi olusturan sgRNA plazmitleri bulunduklar1 hiicrede hedeflenen genin
dCas9 inhibisyonundan ne derece etkilendigine bagli olarak sayica artar ya da
azalir. CRISPRi tarama deneylerinde, 6zellikle biiylime tizerinde etkin roller
listlenen genlerin sgRNA kiitiiphanesinden o6nemli derecede azaldigi tespit
edilmistir [9], [11], [12], [47] . Tarama deneylerini takiben, tiim genomu
hedefleyen sgRNA kiitiiphanesindeki nicel degisimler plazmitlerin sgRNA iceren
bolgelerinin dizilenmesiyle 6lciiliir. Bu amacla, siklikla Yeni Nesil Dizileme teknigi
uygulanir [10]. Her bir deney grubunun icerdigi sgRNA kiitiiphanesinin okuma
sayis1 tarama oncesi ve sonrast ile boliinerek kat degisim degeri elde edilir. Bu
deger, dCas9’'un RNA polimerazi engelleme giiclinii ifade eder ve hedef genin
inhibisyonuna karsin hiicrenin gosterdigi biiytime farkliliginin bir faktoriidiir [26].
Deneysel hatalari minimize etmek ve dogrulugunu artirmak icin caligmalarda

yaygin olarak her bir gen icin birden fazla sgRNA tasarimi yapilmistir. Her bir
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genin biiylimeye etkisi ise ayni geni hedefleyen sgRNA’larin medyan kat degisimi
hesaplanarak belirlenir. Istatiksel analizler yapilarak secici ve kontrol ortami icin
hesaplanan degerler karsilastirilir [8]-[10]. Sekil 2.6’da genom capinda CRISPRi

tarama deneylerinin akis semasi gosterilmistir.

O
N & O O Kko-transformasyon Wonu [L’\;

Selektif kondisyon

sgRNA . SEKANSLAMA .
oLiGO PLAZMIT PLAZMIT KUTUPHANESININ VERI
SENTEZI KUTUPHANESI [ZOLASYONU OLUSTURULMASI ANALIZI

Sekil 2. 6 Genom capinda CRISPRi tarama deneylerinin akis semasi [30].

Yiiksek verimli genom capinda CRISPRi tarama calismalariyla hiicre morfolojisi ve
biiytimeyle iliskili temel genlerin genotip ve fenotip iligkisi iizerinde bircok
arastirma yapilmistir. Literatiirde yer alan ilk calismalar £. coli [9], [39] ve M.
smegmatis 'te [47] yapilarak biiyiik 6l¢ekli fonksiyonel genomik deneyler CRISPRi
ile uygulanmistir. Organizmanin neredeyse tiim genlerini hedefleyen ~60.000,
~90.000 ve ~12.000 sgRNA iceren bu kiitiiphaneler, genom capinda yapilan
CRISPRi taramalarinin giivenilirligini ve esansiyel gen arastirmalarinda
kullanilabilirligini gostermesi acisindan oldukca oOnemlidir. Giincel bir diger
calismada ise tanimlanamayan sgRNA’lar1 hedefleyen ~33.000 sgRNA iceren
CRISPRI kiitiiphanesi kullanilarak yeni gen fenotipleri ortaya cikarilmistir [48].
Streptococcus pneumoniaede yeni esansiyel genlerin tanimlandig1 ve antibiyotik
hedefi olma potansiyeline sahip genlerin vurgulandig1 bir diger yiiksek verimli
CRISPRi calismasi ise yontemin fonksiyonelligini vurgulamaktadir [8]. Gram
pozitif model bakteri Bacillus subtiliste hiicre morfolojisiyle yakindan iligkili temel
genleri kesfetmek icin CRISPRi taramasi kullanimi da literatiirde yer alan 6nemli
bir calismadir [40]. Vibrio natriegensin hizli biiylimesi icin gereken minimum bir
gen seti tanimlanarak organizma genomunun fonksiyonel olarak arastirilmas: da

kayda deger bir arastirmadir [41]. Bakteriyofajlarda fonksiyonel soy tiiretimi icin
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A, T4 ve 186 fajlarinin gereksinim duydugu konak E. coli genlerini tanimlanmis ve
boylece gelismis faj terapilerinin tasarimina yeni bir cerceve kazandirilmistir [49].
Sonug olarak yiiksek verimli genom capinda CRISPRi tarama calismalar1 bircok
mikroorganizma tiiriinde farkli amaclarla uygulanmis ve yontemin gelistirilmesi

hususunda 6nemli adimlar atilmistir.

CRISPRI sistemini genom capinda tarama teknikleriyle birlestiren calismalarin bir
diger hedefi ise CRISPRi'nin kendi 6zelliklerini ve tasarim kurallarini gelistirmek
olmustur. Cui ve arkadaslari tiim genomu hedefleyen sgRNA’lar1 makine
O0grenmesi yontemiyle tahmin etmis ve bazi sgRNA’larda bulunan spesifik 5
niikleotitlik kotii tohum dizilerini tespit etmislerdir [39] . Bir diger arastirma
grubu da CRISPRi'nin sundugu baskilama verimini artirmak icin baslangic
konumuna yakin acik okuma cercevelerini hedefleyen sgRNA’larin kullaniminin
gerektigini saptamislardir. Ek olarak genomu tarayan CRISPRi kiitiiphanesi i¢cinde
bir genin maksimum verimle tamamen susturulmasini saglamak icin en az 10 adet
sgRNA-gen kombinasyonunun denenmesi gerektigini vurgulamislardir [10]. Daha
glincel bir arastirmada ise E. colide hedef diziye bagl olarak dCas9un aktivitesini
tahmin edebilen yeni bir model tasarlanmustir. Ozellikle sgRNA'nin genin
kodlayan zincirine hedeflenmesinin inhibisyon seviyesinde oOnemli seviyede
farkliliklara sebep oldugunu saptayan bu arastirmada, dCas9'un gen baskilanmasi
aktivitesinin sadece sgRNA tarafindan degil, ayni1 zamanda hedef dizi tarafindan

da belirlendigi gosterilmistir [10].

2.2.1 Genom Capinda CRISPRi Tarama Yonteminin Diger Yontemlerle

Karsilastirilmasi

Bakterilerin RNAi mekanizmasindan yoksun olmasi gen inhibisyonu saglayan
tekniklerin cesitlenmesine yol agmistir. Ciinkii gen ve gen fonksiyonu arasinda bir
iliski kurmak molekiiler biyoloji icin olduk¢a 6nemlidir. Bu amacla kullanilan
genom capinda CRISPRi tarama teknigini diger metotlarla karsilastirmak,

yontemin bu tez calismasinda tercih edilme sebeplerini aciklayacaktir.

Fonksiyonel genomik calismalarinda kullanilan diger genom c¢apinda
kiitiphanelere 6rnek olarak E. coliicin KEIO [50] ve B. subtilis i¢in ikili barkotlu

delesyon kiittiphaneleri [51] 6rnek verilebilir. Fakat bu nakavt sus koleksiyonlarin
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kullanimi sadece esansiyel olmayan genlerle simirlidir. Ciinkii esansiyel bir gen
nakavt edildiginde hiicre biiyliyemez, dolayisiyla ileri analizler yapilamaz. Bir
diger negatif durum ise, bu koleksiyonlar1 hazirlamanin oldukca zahmetli ve

maliyetli olmasidir.

Transpozon insersiyon kiitiiphaneleri de esansiyel gen taramalar1 ve genomik
calismalar icin kullanilan bir diger yontemdir [52]. Ancak bu yontemlerde
transpozon insersiyonu rastgele gerceklesir ve tiim genoma homojen dagilim
gosteremez. Ayni sekilde bu tekniklerin kullaniminda da sadece esansiyel olmayan
genler icin ciktilar elde edilebilir. Elde edilen mutantlarin tanimlanabilmesi icin
yliksek derinlikte dizileme yapilmasi ve dogru tekniklerle analiz edilmesi elzemdir.
Ayrica uzun gen dizilerinin bozulma frekans: yiiksektir ve kodlama yapmayan

RNA’lar gibi alisilmadik, kisa dizilerin hedeflenmesi kolaylikla saglanamaz.

Genom capinda CRISPRi tarama ise hem esansiyel hem de esansiyel olmayan, tiim
gen dizilerini hedeflemek {izere 6zgiin tasarim kurallarina sahiptir. Olusturulacak
baskilama seviyesi azaltilarak esansiyel genler {izerinde calismalar yapilabilir.
Ayrica birden fazla sgRNA icerek genom capinda CRISPRi kiitiiphaneleri
kullanimiyla kolayca istatiksel analizler ve karsilastirmalar yapilabilir. Spesifik bir
gen alt kiimesi hedeflenebilir ya da hiicresel yollar tamamiyla inhibe edilerek
fonksiyon calismalar1 yapilabilir. Kiiciik plazmit DNA’lar ile hedef organizmaya
aktarilabilen CRISPRI kiitiiphanesi izole edilerek tekrar da kullanilabilir, daha az

maliyet yoniiyle de yontem 6ne cikmaktadir.
2.3 Bakteriyel Adaptasyon ve Antibiyotik Direnci

Mikroorganizmalar dogal seleksiyona bagli olarak bulunduklar: ortamdaki cesitli
inhibitor molekiillerin varligina zamanla adaptasyon saglarlar. Antibiyotikler bu
inhibitér molekiillerin en énemli smifidir. Oyle ki artan antibiyotik direnci kiiresel
bir saglik krizi halinde gelmistir. Bu yiizden bakteriyel adaptasyon ve antibiyotik

direnci arasindaki siki iliski 6nemli bir arastirma sahasidir.

Antibiyotikler mikroorganizmanin biiylimek veya hayatta kalmak icin ihtiyac
duydugu onemli hiicresel faaliyetleri engelleyen kiiciik inhibitor molekillerdir.
Bakteri popiilasyonu antibiyotik ile muamele edildiginde, yasamini devam

ettirebilen bakterilerin adaptasyon gostermesi ve zamanla popiilasyon icginde
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secilerek cogalmasiyla antibiyotik direnci olusur [53]. Bakterilerin antibiyotik
etkisinden kacinmak {tizere hizla gelistirdigi diren¢ ve adaptasyon yollari, bircok

antimikrobiyal ilaci etkisiz hale getirmistir.

Segilim oncesi popiilasyon

® @ | i

Segilim sonrasi popiilasyon .

O
O
Duisiik

Surekli segilim sonrasinda direng
popiilasyonun son hali

Sekil 2. 7 Dogal secilime bagl olarak antibiyotik direncinin gelisimi.

Herhangi bir ilaca kars1 diren¢ kazanan bakterilerin popiilasyon icinde yaygin tiir
olma hizi, yeni bir jenerasyonun olusma hiziyla dogru orantilidir. Buna karsin
dirence 6zgiin yeni antibiyotiklerin tasarimi ve iiretimi bakteriyel direncin gelisim
hizina yetisememektedir. Antibiyotiklerin genis spektrumlu etkinligine karsin
bakteriler bu durumdan kurtulmak icin cesitli yollarla diren¢ gelistirmektedirler
ve ortaya cikan antibiyotik direnci kiiresel capta bir kriz haline gelmistir [53].
Diinya Saglik Orgiitii ve bircok yetkili kurum, antibiyotik direncini 21. yiizyilin en
onemli {iclincii saglik sorunu olarak nitelendirmistir. Antibiyotik direnci nedeniyle

her yil yaklasik 700.000 kisi hayatini kaybetmektedir. Direncin 6nlenememesi
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durumunda ise 2050 yilinda bu rakamin 10.000.000 civarina ulasacagi tahmin
edilmektedir. Ayrica, antibiyotik tiiketimi ve antimikrobiyal direnc¢ seviyesinin
oldukca yiiksek oldugu iilkelerden biri olan Tiirkiye’nin, 2050 yilina kadar 220
milyar ile 1,5 trilyon USD arasinda bir ekonomik kayip yasama riski tasidig1 da
ongorilmistiir [54]. Sekil 2.8'de Tiirkiye, Cin ve ABD'de E. colihin cesitli

antibiyotiklere direng seviyesi gosterilmistir.

Escherichia coli'nin Antibiyotik Direnci

Cin

Tlrkiye Amerika Birlesik Devletleri

%Direncli (istilaci izolatlar)

Karbapenemler Florokinolonlar
Aminopenisilinler & Sefalosporinler
& Aminoglikozitler Piperasilin-tazobaktam
@ Amoksisilin-kluvanatlar Makrolidler

Sekil 2. 8 Tiirkiye, Cin ve ABD'de E. co/i 'nin cesitli antibiyotiklere direng seviyesi
[55].

Bakteriler sahip olacaklar1 birka¢ niikleotit degisikligiyle dahi antibiyotiklerin
oldiirticii etkisinden kolayca kacabilmektedir ve direnci birbirleriyle de paylasarak
yaymaktadirlar. Siklikla bir antibiyotik sinifina karsi gelisen direncin tek bir
mekanizmayla  acgiklanamadigi  ve  mikroorganizmalarin  ilacin  etki
mekanizmasindan bagimsiz olarak cok farkli kompleks coziimlere sahip oldugu
goriilmiistiir. Genetik temelleri ve mekanizmalariyla antibiyotik direncinin detayl
incelenmesi ve bulgularin iligkilendirilerek dirence dayanikli terapilerin

onerilmesi soruna ¢6ziim bulmak iizere atilmasi gereken 6nemli bir adimdir [14].
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2.3.1 Antibiyotik Direncinin Molekiiler Temelleri

Antibiyotikler bakteri hiicre duvar1 biyosentezine miidahale, protein sentezini
inhibe etme, niikleik asit sentezini engelleme, metabolizma siireclerini bloke etme
veya bakteriyel membran biittinligiinii bozma gibi farkli stratejilerle etkinlik
gostermektedirler [56]. Bu amacla dogal ve sentetik birkac antibiyotik sinifi ve

etki mekanizmasi tanimlanmistir [57].

Bir antibiyotige direnc, yabanil tip bakterinin veya oldiirmek icin genellikle yeterli
olan antibiyotik konsantrasyonu varliginda mutant mikroorganizmanin
biiyiiyebildigi ya da hayatta kalabildigi zaman gerceklesir. Mikroorganizmalar bir
antibiyotige dogal olarak direncli olabilir ya da antibiyotige maruz kalinca ilacin
etkisinden kacabilecek organizasyondaki genotipler biiylimeye devam edebilir.
Belirli bir antibiyotige karsi kazanilan direng, diren¢ mekanizmasini kodlayan
kromozomal genlerde olusan mutasyonlar veya bunu saglayan genetik materyalin
yatay gen transferiyle aktarimi sonucu olusabilir. Antibiyotigin hiicre disina
tasinmasi, enzimlerle inaktivasyonu ve hedefledigi gende gerceklesen
mutasyonlar yaygin olarak klinik ve laboratuvar adaptasyon deneylerinde tespit
edilen diren¢ yollaridir. Diren¢ genlerinin transferi ise; konjugasyon,
transformasyon, transdiiksiyon veya integronlar aracilifiyla yatay gen aktarim
mekanizmalariyla gerceklesebilir [58]. Sekil 2.9°da antibiyotik direncinin

molekiiler mekanizmalar1 gosterilmistir.
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Sekil 2. 9 Antibiyotik direncinin molekiiler mekanizmalar1 [59].

Bakteriyel antibiyotik direncine aracilik eden mekanizmalar biyokimyasal olarak
dért gruba ayrhr. Iilki dogrudan antimikrobiyal molekiilde yapilan
modifikasyonlardir ve kimyasal degisimler ve hidrolizle aciklanir. Ikinci gruptaki
mekanizmalar bilesigin spesifik antibiyotik hedefine ulasmasini 6nlemek amaciyla
zarda yapilan degisimler olup ilacin hiicreye girisini sinirlamak ya da hiicredeki
konsantrasyonunu azaltmak gibi yollarla iligkilidir. Hedef bolgede yapilan
degisimlerde ilac yerine hedefe baglanan proteinler ve hedefi dogrudan degistiren
enzimatik ya da mutasyon stratejileri yer alir ve ii¢lincii grupta incelenir. Son
olarak hiicre antibiyotik stresine karsin global hiicre adaptasyonu siireclerini

aktive ederek yanit verebilir [60].

Hedefe erisimi engellemek icin bakteri, zar gecirgenligini azaltarak antibiyotigin
hiicre icine girisini sinirlayabilir veya antibiyotigi aktif olarak hiicre disina
pompalayabilir. Antibiyotik hedefinde mutasyonlarla kazanilan direng
mekanizmalarinda ise antibiyotigin hedefe diisiik afiniteyle baglanmasi ve
etkinligini daha az gostermesini saglamaktir. Bunun icin tek nokta mutasyonlari
bazi antibiyotiklere karsi etkin bir direnc¢ saglarken cogu zaman birden fazla

mutasyon gereklidir [61]. Diisiik afiniteli fonksiyonel bir hedef olusturmak icin
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genellikle antibiyotik hedefini kodlayan genlerde mutasyonlar veya baglanacagi
bolgede enzimatik degisiklikler olusturabilecek mutasyonlarin  varhigi
raporlanmistir [59]. Dogrudan hedefin modifikasyonuyla da diren¢ kazanilabilir,
boylece antibiyotigin baglanma bolgesine ulasimi engellenebilir. Bu mekanizma
genellikle antibiyotikle yarisarak hedefine baglanan baska bir yarismali inhibit6r
molekiilin varligiyla gerceklesir [14]. Bakteriler enzimlerle antibiyotigi

parcalayarak da etkisinden kacabilir, bu stratejiye de hidroliziz denir [14].

Bakteri, enzimleriyle antibiyotigin hedef bolgelerine aktardig: kimyasal gruplarla
da sterik engeller olusturabilir. Burada deasetilasyon, fosforilasyon veya
adenilasyon gibi biyokimyasal tepkimeler tercih edilir. Ek olarak hiicrede yapilan
global degisimlerle antibiyotige direnc gelistirebilir. Belirtmek gerekir ki
antibiyotik direnci birden fazla biyokimyasal yolla elde edilebilir ve bir bakteri
hiicresi, bir antibiyotigin etkisinden kurtulmak i¢in coklu diren¢ mekanizmalarina

sahip olabilir [60].
2.3.2 Bu Tez Calismasinda Kullanilan Antibiyotikler ve Diren¢ Mekanizmalar:
a) Ampisilin Direnci

Ampisilin, penisilin tiirevi bir antimikrobiyal ilactir ve Beta-laktamaz sinifinda yer
alir. Penilisin Baglanma Proteinlerine (PBP) baglanarak hiicre duvari sentezini
inhibe eder ve bakterisidal aktivite sergiler. Literatiirde yer alan direng
mekanizmalar1 arasinda antibiyotik hedefinin mutasyon yoluyla degistirilmesi,
aminoglikozit degistiren enzimlerle (AME) dogrudan hedefin degisimi, hedefin
korunmasi, Beta laktamaz enzimleri aktivitesiyle hidroliziz yoluyla antibiyotigin
inaktivasyonu, efluks proteinleriyle hiicre zarindan disar1 atilmasi ve zar
gecirgenliginin azaltilmasi gibi birden fazla molekiiler mekanizma yer alir [62],

[64].
b) Doksisiklin Direnci

Doksisiklin semi-sentetik tetrasiklin tiirtidiir ve temel hiicresel faaliyetlerden
protein sentezini 30S ribozomal alt birimine allosterik baglanmayla inhibe eder
[65]. Doksisiklin direnci hiicre zarindan efluks edilmesi, Tet(M) ve Tet (O)

ribozomal koruma proteinlerinin iiretimi, hiicre zar1 gecirgenliginin azaltilmasi,
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hedef bolgede mutasyonlar ve enzimatik olarak ilacin degredasyonu ile iliskilidir

[66].
c) Kloramfenikol Direnci

Kloramfenikol; bakteriyel ribozomlarin 50S alt biriminin L16 proteinine tersinir
sekilde baglanir, boylece peptit bagi olusumunu ve takiben protein sentezini
inhibe eder [67]. Kloramfenikol direncinde temel mekanizma, plazmit
kontroliinde sentezlenen ve intraseliiler bir enzim olan kloramfenikol asetil
transferaz enzimi (CAT) aktivitesidir. Enzim, kloramfenikol molekiiliiniin 3’
pozisyonundaki hidroksil grubunu asetile ederek ilaci modifiye eder ve ilag
ribozomlara baglanamayinca protein sentezi normal sekliyle devam eder. CAT

enzimleri plazmit veya transpozonlar ile aktarilabilir [61].
d) Oksasilin Direnci

Oksasilin, penisilinaz direncli Beta laktam simifi bir antibiyotiktir. Etki
mekanizmast penisilin baglanma proteinlerine baglanarak hiicre duvan
biyosentezinin inhibisyonudur. Beta-laktam duyarli penisilin baglayici
proteinlerin varli§i, MdtEF-TolC efluks pompasiyla hiicre disina atilimi, blaS1 ve
mdeA genlerinde gerceklesen mutasyonlar oksasiline karsi gelistirilen direncle

iliskilendirilmistir [67].
e) Spiramisin Direnci

Spiramisin, makrolid smnifina ait bit antimikrobiyal ajandir. Bakteriyel
ribozomlarin 50S alt birimine baglanir ve protein sentezini engellemek {izere
peptidil transfer aktivitesini inhibe eder [68]. erm genleri ve 23S rRNA’da tespit

edilen mutasyonlarin spiramisin direncine sebep oldugu bilinmektedir [61].
2.4 Adaptif Laboratuvar Evrimi Deneyleri

Adaptif laboratuvar evrimi (ALE) deneyleri, belirli bir fiziksel ve kimyasal etkene
kars1 adaptasyon saglayan mikrobiyal suslarin laboratuvar kosullarinda
tretilmesidir [15]. Deney sonucunda adaptasyon kazanan suslarin molekiiler

tekniklerle incelenmesi ise gerceklesen degisimleri anlamada 6nemli bir asamadir.

Kisa jenerasyon siireleri (20 dakika<10saat), oldukca biiylik popiilasyon

boyutlar1 (10°-10" hiicre), kolayca saglanabilecek biiyiime ortamlar1 ve
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deneylerin tekrarlanabilir olmasi; ALE deneylerinin mikroorganizmalarda
uygulanmasi hususunda bircok avantaj sunar. Sahip olduklar kiiciik genomlari
sayesinde ALE siiresince meydana gelen degisimler dizileme ve biyoinformatik
calismalariyla  kolayca analiz edilebilir. Mikrobiyal ALE'de, secilen
mikroorganizma, kontrollii kosullar altinda yeterince uzun siire boyunca
biiytitiliir ve belirlenen biyokimyasal 6zelliklere sahip suslar elde edilir. Deney
boyunca istenilen 6zellige secici baski uygulayan ortamda en uygun tiir gelisir ve

popiilasyonun biiyiik cogunlugunu olusturur [17].

ALE deneyleri; mikrobiyal genetik, mikrobiyal evrim, metabolizma miihendisligi
ve biyoteknoloji gibi calisma alanlarinda siklikla kullanilan bir yontemdir. ALE'de
kullanilan deneysel teknikler Sekil 2.10’da gosterilmistir [15]. En basit deney
yonteminde, yararli mutasyonlar olusturan suslari dogal olarak se¢mek icin
hazirlanan bir besiyeri ortaminda hiicreler uzun siire boyunca kiiltiirlenir [17]. Bu
protokol, mikroorganizmalarin siv1 besiyeri ortaminda, secici bir bask: altinda
biiyiitiilmesi ve kiiltlirtin belirli bir miktarinin taze besiyerine aktarimiyla
gerceklestirilir. Protokol hedeflenen jenerasyon sayisi boyunca ayni islemler
uygulanarak tekrar edilir. ALE deneyleri, kemostat ve tiirbidostatlar gibi stirekli

kiiltiirleme saglayan cihazlarda da yapilmaktadir [15].
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Sekil 2. 10 ALE deneylerinde kullanilan deneysel yontemler [17].
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ALE deneyleri laboratuvar ortaminda mikroorganizmanin istenilen herhangi bir
etkiye kars1 adaptasyon kazanmasinin saglanmasiyla genotip ve fenotip arasinda
stk bir iliski kurulmasini saglar. Yontem, 6zellikle antibiyotik direnci ve evrimsel
biyoloji calismalarinda olduk¢a o©nemli bir etkiye sahiptir. Uygun biiyiime
kosullarinin saglanmasi halinde herhangi bir mikroorganizmaya ALE deneyi
uygulanabilir. Is1, sicaklik, basing gibi fiziksel etmenlere, herhangi bir kimyasal
veya biyolojik maddeye karsi mikroorganizmanin adaptasyon kazanmasi
saglanabilir. Adaptasyon esnasinda gerceklesen degisimlerin genotiplendirilmesi
icin Yeni Nesil Dizileme tekniklerinden siklikla yararlanilir. Tiim Genom Dizileme
ile adaptasyona aracilik eden mutasyonlar ve diger genetik degisimler saptanir.
Ayrica RNA Dizileme ve Mikroarray gibi tekniklerin kullanimiyla da ekspresyon

seviyesinde analizler yapilir ve direncle iliskisi incelenir [16], [62], [63].

Dizileme tekniklerinin Molekiiler Biyoloji’yi altin ¢cagina ulastirmasiyla fonksiyonel
genomik calismalar1 ve gen editleme araclar1 oldukca cesitlenmistir. CRISPR
sistemleri bu araclardan biridir ve arastirmalarda siklikla kullanilmaktadir.
Antibiyotik direnci calismalarinda bakteriyi tekrar duyarli hale getirmek veya
antibiyotigin giiclinii artirmak icin bakteriyel CRISPR sistemleri modiile edilmistir
[64]-[67]. CRISPRi araclar1 da bakterilerde fonksiyonel genomik calismalar i¢in
uygunlugu ile 6ne ¢ikmaktadir [68]. Ozellikle; genom capinda CRISPRi tarama
deneylerinin bircok organizma ve farkli segici ortamlarda uygulanmas: gen ve
aktivitesine 6zgiin analizlerin yapilmasini saglamistir. Yontemin indiiklenebilir,
seviyesinin ayarlanabilir ve kolay tasarim kurallar1 biiyiik bir potansiyel
tasimaktadir [69]. ALE ve CRISPRi yonteminin birlikte kullanildigi bu tez
calismasinda antibiyotiklere direncli hale getirilen £E. coli hiicrelerinde

adaptasyondan sonra farklilasan genler ortaya ¢ikarilmaistir.
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3

MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Kullanilan Cihazlar

* Mikroplaka okuyucu, Hidex Sense Microplate Reader

* Santrifiij cihazi, Hettich Rotofix 32A

* Mikrosantrifiij cihazi, Niive Bench Top Centrifuge NF048
* Su banyosu, Stuart Shaking Water Bath SBS40

« Inkiibator, Niive Incubator EN032

* Nanodrop cihazi, Nabi Microdigital Nanodrop

* Calkalamali inkiibator, MRC Orbital Shaker Incubator

e Ultra saf su cihazi, Purelab Elga Flex

* Konvansiyonel PZR cihazi, Biorad T100 Thermal Cycler

* Elektroforez, MultiSUB Mini, Cleaver Scientific

* Jel goriintiileme cihazi, Chemidoc Tmp Imaging System

e Isitici, DragonLab MS-H-S Heater

* Elektroporasyon cihazi, Biorad Micro Pulser

* Elektronik tarti, Shimadzu Corporation Electronic Balance
* Dondurucu, Niive DF 290

* Florometrik 6lciim cihazi, Qubit 4 Fluorometer, Invitrogen

* NovaSeq 6000, Illumina
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3.1.2 Kullanilan Mikroorganizma Suslari

Kromozoma eklenmis dCas9 eksprese eden LCE-75 isimli E. colif MG1655 K-12
tlirevi sug Addgene firmasindan (#115925) temin edilmistir. Kullanilan sus, zayif
P.. promotorundan dCas9 ekspresyonu yapmak {izere optimize edilmis RBS

kiitiphanesine sahiptir [39].
3.1.3 Kullanilan Antibiyotikler
Bu tez calismasinda kullanilan antibiyotikler ve iiretici firma bilgileri asagidaki
gibidir:

e Anhidrotetrasiklin: Anhydrotetracycline(hydrochloride) (Cayman

#10009542)

e Ampisilin: Ampicillin Sodium Salt (WISENT MULTICELL #400-110 IG)

e Doksisiklin: Doxycycline Hyclat (Genaxxon #M3147.0005)

e Kloramfenikol: Chloramphenicol (WISENT MULTICELL #400-120 IG)

e Spiramisin, Spiramycin (Cayman #20267)

e Oksasilin: Oxacillin sodium salt (Cayman #23954)

e Kanamisin: Kanamycin Monosulfate (WISENT MULTICELL #400-145 IG)
3.1.4 Kullanilan Besiyerleri

Deneylerde kullanilan besiyerleri LB-Agar (Miller) (Merck #1.10283.0500), LB
Broth (Lennox) (Sigma-Aldrich #1L3022), LB Broth (Miller) (Sigma-Aldrich
#1.3522), LB Broth (Luria) (Sigma-Aldrich #1.3397) ve SOC Medium (invitrogen

#15544034) temin edilmis ve iiretici talimatlarina uygun olarak hazirlanmistir.
3.1.5 Plazmit DNA izolasyonu

QIAprep Spin Miniprep Kit (250) (Qiagen #27106) iiriini ve iireticinin 6nerdigi

protokol kullanilmistir.
3.1.6 Genom Capinda CRISPRI Kiitiiphanesi

Bu tez calismasinda kullanilan genom capinda sgRNA kiitiiphanesi Addgene
firmasindan (Bikard Lab-EcoWG1: E. coli Genome-wide Inhibition Library,
#1311625) temin edilmistir. Bu kiitiiphane £. co/iMG1655 kromozomundaki her
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bir genin acik okuma cercevesinin sablon olmayan zincirini hedefleyen ~20.000
benzersiz sgRNA icermektedir. Kiitiiphane sgRNA oligo havuzunun Gibson
Birlestirme yoOntemiyle psgRNA (Addgene, #114005) ekspresyon plazmitine
klonlanmasiyla olusturulmustur [10]. Kullanilan ekspresyon plazmitinin haritasi

Sekil 3.1’de gosterilmistir.

(11) Pvul BamHI (20)
Bsgl (21)
(2403) Avrll Mlul (32)
(2396) Bmtl \ Dralll (163)
(2392) Nhel
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(2329) Apal [
(2325) PspOMI N 2500 Xmnl (263)
(2312) Bbsl ——
T\
(2294 .. 2312) pBRforEco ~ — Dral (318)
(2256) Aatll oRNA scaffolg
(2254) Zral

(2171) Xeml
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(2076) Eagl —

(2042 .. 2061) Neo-R —_/J

Pcil (459)

(1937) Pstl —
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(1867) PfIFI - Tth11ll —

PSgRNA — pBR322ori-F (600 .. 619)

2528 bp
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(1484) Nael
(1482) NgoMIV
(1467) Rsrll
(1459) Tsol
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(1300) Sacl Eco53kl (1298)

Sekil 3. 1 Genom capinda CRISPRI kiitiiphanesini olusturan plazmitlerin dizi
haritas1 [39].

3.1.7 Elektroforez Reaktifleri
e Agaroz: Agarose (Biomax #HS-8000)
e Marker: Generuler 1Kb DNA Ladder (Thermo Scientific # LSG-SM0314)

e 10X TBE Cozeltisi: Tris-Borate-EDTA Buffer 10X (WISENT MULTICELL
#880-545)

e Etidyum Bromiir: Ethidium Bromide (BIOMATIK #A2510)
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3.1.8 Agaroz Jelden DNA Saflagtirilmasi

Bu tez calismasinda yapilan deneylerde NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit (50)
(MACHEREY NAGEL #740609.50) iiriinii ve iiretici talimatlar1 uygulanmastir.

3.1.9 PZR Reaktifleri

PZR islemlerinde Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs
#MO0491) ve 5X Q5® Reaction Buffer iiriinleri kullanilmistir.

3.1.10 Kullanilan Primerler

Deneyler esnasinda kullanilan primerler Tablo 3.1’ de listelenmistir. Tiim

primerler Macrogen firmasindan temin edilmistir.

Tablo 3. 1 Bu tez calismasinda kullanilan primerlerin listesi.

Primer Ad1 Primer Dizisi

ortak ileri primer TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGCTCAGTCCTAGGT
ATAATACTA

ortak geri primer | GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGAGCCTTTCGTTTTA
TTTGATGC

P5-N501-readl AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTAGATCGCTCGTCGGCAG
CGTCAGATGTGTATA

P5-N502-readl AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCTCTCTATTCGTCGGCAGC
GTCAGATGTGTATA

P5-N503-readl AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTATCCTCTTCGTCGGCAGC
GTCAGATGTGTATA

P5-N504-readl AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACAGAGTAGATCGTCGGCAG
CGTCAGATGTGTATA

P7-N701-read2 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCGCCTTAGTCTCGTGGGCTCGG
AGATGTGTAT

P7-N702-read2 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTAGTACGGTCTCGTGGGCTCGG
AGATGTGTAT
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Tablo 3. 1 Bu tez calismasinda kullanilan primerlerin listesi (devamui).

P7-N703-read2 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTTCTGCCTGTCTCGTGGGCTCGG
AGATGTGTAT

P7-N704-read2 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCTCAGGAGTCTCGTGGGCTCGG
AGATGTGTAT

P7-N705-read2 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAGGAGTCCGTCTCGTGGGCTCGG
AGATGTGTAT

P7-N706-read2 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCATGCCTAGTCTCGTGGGCTCGG
AGATGTGTAT

3.1.11 Elektroporasyon Kiiveti

Calisma esnasinda sgRNA  kiitiiphanesinin  elektrokompetent hiicrelere
transformasyonu icin Gene Pulser/MicroPulser Electroporation Cuvettes, 0,1 cm

gap (BIORAD #165208) iiriinii kullanilmustir.
3.1.12 Florometrik Hassas DNA Miktar1 Olciim Kiti

Florometrik élciimler yapilirken Qubit™ dsDNA HS and BR Assay Kit (Invitrogen

#Q32851) kullanilmis ve tireticinin talimatlar1 uygulanmistir.
3.1.13 Yeni Nesil Dizileme Cihazi ve Akis Hiicresi

Bu tez calismasinin desteklendigi projenin hizmet alimi kapsaminda Saglik
Bilimleri Universitesi Deneysel Tip ve Uygulama Merkezi'nde yer alan NovaSeq
6000 Sequencing System cihazi1 (Illumina) ve NovaSeq 6000 SP Flowecell v1.5
(x300) (Mlumina) akis hiicresi kullanilarak Yeni Nesil Dizileme islemleri

gerceklestirilmistir.
3.1.14 Kullanilan Bilgisayar Yazilimlar:

Bu tez calismasinda yapilan tiim analizler, olusturulan sekil ve grafikler 6zel
komutlar kullanilarak MATLAB R2022b yaziliminda gerceklestirilmistir.
Kullanilan MATLAB komutlar1 Ekler A’da yer almaktadr.
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3.2 Metot

3.2.1 Adaptif Laboratuvar Evrimi Deneyleri

Adaptif laboratuvar deneylerine baglanmadan 6nce, kromozomuna entegre olarak
dCas9 tasiyan LCE-75 hiicrelerinin bes farkli antibiyotik icin minimum inhibitor
konsantrasyonu (MIK) tespit edilmistir. Bu amacla yapilan islemler asagidaki
gibidir:

1. Ureticinin talimatlar takip edilerek ampisilin, kloramfenikol, doksisiklin,

oksasilin ve spiramisinin stok konsantrasyonlari hazirlanmistir.

2. Her bir antibiyotigin stok konsantrasyonundan 2 kat azalan 10 adet calisma

konsantrasyonu uygun ¢oziiciiler ile seyreltilerek hazirlanmistir.

3. Gece boyu LB-Miller Broth besiyerinde biiyiitillen LCE-75 hiicreleri 5x10°

kob/mlL’ye seyreltilmistir.

4. Seyreltilen hiicreler 96 oyuklu bir plakada ampisilin, kloramfenikol, doksisiklin,
oksasilin ve spiramisinin hazirlanan 10 konsantrasyonu varliginda 37°C, 300 rpm,

16 saat boyunca inkiibe edilmistir.

5. 16 saat boyunca her 10 dakikada bir ODg, 6l¢timii alan mikroplaka okuyucu

verileri analiz edilerek MIK ve MiK/2 degerleri belirlenmistir.
ALE deneyleri asagidaki gibi uygulanmastir:

1. Birinci deney giiniinde, LCE-75 hiicreleri 5x10° kob/mL’ye seyreltilmistir.
Belirlenen MIK/2, MiK ve 2xMiK konsantrasyonlarinda ampisilin, kloramfenikol,
doksisiklin, oksasilin ve spiramisin 5 mLlik seyreltilen LCE-75 hiicrelerinin

bulundugu tiiplere eklenmistir. 37°C, 210 rpm, 22 saat boyunca inkiibe edilmistir.

2. Inkiibasyon tamamlandiginda her bir antibiyotik ile muamele edilen deney
grubu icin en yiliksek konsantrasyonda biiyliyen hiicrenin ODgo Olciimii
yapilmistir. Biiyliyen hiicreler tekrar inkiibe olmak {izere taze 5 mL LB-Broth

besiyerinde ODgpy=0.003'e seyreltilmistir.

3.Her bir antibiyotigin biiyiiyen en yiiksek konsantrasyonundan yeniden artan iki
kat konsantrasyonlar1 hazirlanarak siv1 kiiltiirlere eklenmisrir. Tekrar 37°C, 210

rpm, 22 saat boyunca inkiibe edilmistir.
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4. 2 ve 3 numaralari islemler 8 giin boyunca uygulanmustir.

ALE deneyleri siiresince protokoliin her bir asamasi dikkatle tiim deney gruplari
icin uygulanarak kontrollii sartlar saglanmistir. Deney siiresince es zamanli olarak
aym atasal yabanil tip (YT) LCE-75 hiicresinden farkli antibiyotiklere direng
kazandirilan mutant tip (MT) 2 farkli hiicre hatti olusturulmustur. Her bir
inkiibasyon giinii sonunda alinan kiltiir 6rnekleri % 50 nihai gliserol

konsantrasyonu -80°C'de muhafaza edilmistir.
3.2.2 Genom Gapinda CRISPRI Kiitiiphanesinin Transformasyonu

Elektroporasyon islemlerinden once antibiyotiklere direncli MT ve YT LCE-75
hiicreleri elektrokompetent hale getirilmistir [10]. Elektroporasyon isleminin
verimliligini korumak icin her bir hiicre hattindan en az 10" kob/mL
konsantrasyonunda elektrokompetent hiicre eldesi hedeflenmistir. Protokoliin

detaylar1 asagidaki gibi listelenmistir:

1. Her bir hiicre hattindan elde edilen bireysel koloniler, LB-Luria besiyerinde

37°C, 250 rpm, 16 saat boyunca calkalamali inkiibatorde biiytitiilmiistiir.

2. Gecelik kiiltiirlerden 3 mL alinarak 1:100 oraninda 300 LB-Luria besiyeri
ortamina inokiile edilmis ve 37°C, 250 rpm’de calkalamali inkiibatérde ODgqo

degeri 1’e ulasana kadar biiytitiilmiistiir.

3. Hiicreler yeterli biiylimeye ulastiginda, her bir hiicre kiiltiirinden 50 mL
alinarak 6 adet santrifiij tliptine aktarilmis ve 1000 g’de 20 dakika (4°C)

santrifiijlenmistir.

4. Santrifiij isleminin ardindan olusan siipernatant tiiplerden uzaklastirilmis ve

pellet soguk, steril ddH,O ile tekrar ¢oziilmiistiir.

5. Her 2 tiipteki pellet birlestirilerek toplam hacim soguk, steril ddH,O ile 50 mL’ye

tamamlanmistir, ardindan 3 ve 4 numarali basamaklar tekrar edilmistir.

6. Soguk, steril ddH,O ile son yikamanin ardindan kalan son 2 tiipteki pellet

soguk, steril % 10 gliserol ile ¢oziilmiistiir.

7. Tipler 1000 g'de 20 dakika (4°C) santrifiij edilmistir ve siipernatantlar

atildiktan sonra pelletler birlestirilmistir.
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8. Tiim hiicre hatlarindan elde edilen nihai pelletler 500 uL soguk, steril % 10
gliserol ile yeniden siispanse edilmistir. Elde edilen alikuatlar -80°C'de muhafaza

edilmistir.

Elde edilen elektrokompetent YT ve MT LCE-75 hiicreleri, 1X PBS ile
seyreltilmistir. Hiicreler LB agar plakalar1 {izerinde esit hacimli damlaciklar
yapilarak 37°C etiivde, 16 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
tamamlandiginda seyreltme faktorii ve koloni sayisi carpilarak hiicre sayisi

hesaplanmistir.

Elektroporasyon asamasinda yiiksek tuz miktar1 ve hiicre yogunlugu sebebiyle
olusan, ani elektrik bosalmasi olarak tanimlanan ‘arc’ durumundan kaginmak i¢in
elektrokompetent hiicre sayist ve transforme edilen DNA miktar1 optimize
edilmistir. YT ve MT elektrokompetent LCE-75 hiicrelerine sgRNA kiitiiphanesi
(Addgene, #1311625) transforme edilmistir. Yontemin detaylar1 asagidaki gibidir
[10]:

1. -80°C'de muhafaza edilen elektrokompetent YT ve MT LCE-75 hiicreleri buz
tizerinde ¢ozdiiriilmistiir. Uygun hiicre yogunlugunu saglamak iizere soguk, steril

ddH,O0 ile 1:2 oraninda seyreltme yapilmistir.

2. Optimum DNA konsantrasyonunu saglamak {izere temin edilen sgRNA plazmit

kiitiiphanesi 1:10 oraninda seyreltilmistir (50 ng/uL).

3. 20 uL elektrokompetent LCE-75 hiicrelerine 0.1 uL sgRNA plazmit kiitiiphanesi

eklenerek pipetaj uygulanmustir.

4. Elektrokompetent hiicre ve sgRNA kiitiiphanesi karigimi 1 mmlik
elektroporasyon kiivetlerine aktarilmistir. Kiivetler elektroporasyon cihazina
yerlestirildikten sonra (1.8 kV, 25uF, 200Q) parametrelerinde elektrik akimi
uygulanmistir. Bu islem, her bir hiicre hatt1 icin en az 3 basarili sonug (ani elektrik

bosalmasi olusmadan) elde edilene kadar tekrar edilmistir.

5. Akim uygulandiktan hemen sonra elektroporasyon kiivetlerine 980 uL SOC

besiyeri eklenerek transforme hiicreler epondorf tiiplere aktarilmistir.

6. Transforme hiicrelerin iyilesebilmesi i¢cin 37°C, 250 rpm'de 1 saat inkiibasyon

gerceklestirilmistir.
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7. Takiben, secilim icin 50 pwg/mL kanamisin iceren LB agar plakalar: iizerinde

yayilarak 37°C etiivde, 5 saat boyunca inkiibe edilmistir.

8. Inkiibasyon siiresi tamamlandiginda agar plakalara 10 mL LB-Broth eklenerek
transformant hiicreler hiicre yayici ile toplanmistir. Bu asamada her bir hiicre

grubu kendi icinde birlestirilmistir.

9. Birlestirilen hiicreler -80°C'de % 20 final gliserol konsantrasyonu saglanarak

muhafaza edilmistir.

Es zamanl olarak, basariyla transforme olan canli hiicre sayisini1 kontrol etmek
amaciyla rekombinant YT ve MT LCE-75 hiicreleri, 1X PBS ile 1:10 oraninda
seyreltilmisitir. 50 ug/mL kanamisin iceren LB agar plakalari iizerinde esit hacimli
damlaciklar yapilarak yayilmistir ve 37°C etiivde 16 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon tamamlandiginda olusan koloni sayis1 ve seyreltme faktorii

carpilarak hiicre sayis1 hesaplanmaistir.
3.2.3 Genom Capinda CRISPRi Tarama Deneyleri

Genom capinda CRISPRI kiitiiphanesi tarama deneylerinde uygulanan yontemin

basamaklar asagidaki gibidir [10]:

1. sgRNA kiitliphanesi ile transforme edilen ve -80°C'de korunan rekombinant YT
ve MT LCE-75 hiicreleri 100 mL taze, antibiyotik icermeyen LB Broth (Miller)

besiyeri icine 1 mL eklenerek 1:100 oraninda seyreltilmistir.

2. Hiicreler, ODgy degeri 0.2'ye ulasana kadar 37°C, 250 rpm'de calkalamali

inkiibatorde biiytitiilmistiir.

3. Kiiltiirler yeterli bliylimeye ulastiginda, plazmit DNA izolasyonu ve -80°C'de

muhafaza i¢in 50 mL numune ayrilmistir (zaman noktasi=0).
3. Aym kiilttirlerden alinan 1 mL numune 1:5 oraninda 4 mL taze LB Broth
(Miller) besiyeri icerisine seyreltilmistir.

4. Seyreltilen kiiltiirlerin her 1 mL’si 5 adet 1 uM anhidrotetrasiklin iceren LB agar
plakalar1 tizerinde yayilmistir ve 37°C etiivde 20 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Bu asamada; anhidrotetrasiklinin sulu cozeltilerdeki stabilitesi 24 saat icinde

azaldig icin taze agar plakalar kullanilmistir.
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5. Inkiibasyon siiresi tamamlandiginda, her bir plakaya 10 mL taze LB Broth
(Miller) eklenmistir ve hiicreler agar plakalardan hiicre yayici kullanilarak
toplanmistir. Bu asamada her bir deney grubunun 5 agar plakasindan toplanan

hiicreler birlestirilmistir (zaman noktasi= 20).

6. Uretici firmanin 6nerdigi kit talimatlar1 izlenerek (QiaQuick Miniprep Kit,
Qiagen) her bir zaman noktasinda (zaman noktasi=0, zaman noktasi=20) alinan

kiiltiir 6rneklerinden plazmit DNA'lar1 saflastirilmistir.

7. Saflastirilan plazmit DNA ornekleri, %0,8 agaroz jele yiiklenerek 100 V, 60

dakika boyunca elektroforez islemine tabii tutulmustur.

8. Jel goriintiilemesi yapilarak sgRNA kiitiiphanesinde yer alan sgRNA ekspresyon

plazmitlerinin uzunlugu (~2.5 kb) dogrulanmuistir.
3.2.4 Yeni Nesil Dizileme Kiitiiphanesinin Hazirlanmasi ve Dizileme

CRISPRi kiitiphanesini iceren YT ve MT LCE-5 hiicreleri biyiitiilerek,
indiiksiyondan 6nce (zaman noktasi=0) ve dCas9 ekspresyonu indiiklendikten
sonra (zaman noktasi=20) alinan kiiltiir orneklerinden plazmit DNA’lar
saflastirilmistr, hiicrelerden CRISPRi kiitiiphaneleri ekstrakte edilmistir (Metot
3.2.3). Ekstrakte edilen plazmitlerin sgRNA iceren bolgeleri PZR ile ¢ogaltilarak
Yeni Nesil Dizileme kiitiiphaneleri olusturulmustur. YND kiitiiphanesinin manuel

olarak hazirliginda iki adimli PZR islemi gerceklestirilmistir [12].

Birinci PZR asamasinda sgRNA ekspresyon plazmitlerinin sgRNA iceren ve
cevresini kapsayan bolge kopyalanmistir. Birinci PZR asamasinda kullanilan
primerlerin ucglarinda yer alan evrensel baglanma dizileri (readl, read2)
amplikonlarin YND platformuna uyumunu saglamaktadir. Elde edilen
fragmanlara ikinci bir PZR muamelesiyle deney gruplar1 ve deney zamanina gore
barkotlamayi saglayan [llumina adaptor (P5-P7) ve indeks (N501-504, N701-708)
dizileri eklenmistir [12]. Uygulanan teknigin detaylar1 asagidaki gibidir:

1. Birinci PZR adiminda, kiitiiphanede yer alan sgRNA ekspresyon plazmitlerinin
sgRNA iceren bolgelerini cogaltmak icin her bir plazmit izerinde ortak ileri ve geri
primerler kullanilmistir. Bu islem tiim deney gruplarindan zaman noktasi=0 ve

20’de elde edilen plazmit 6rnekleri icin ayni sekilde uygulanmistir. Hazirlanan
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PZR reaksiyonu icerigi Tablo 3.2’de listelenmistir. Tablo 3.3’te belirtilen 1s1l dongii

kosullarinda PZR islemi gerceklestirilmistir.

Tablo 3. 2 Birinci PZR Reaksiyon Karisimi (25 uL).

Reaksiyon icerigi

Reaksiyona giren miktar

1° PZR ileri primeri (10 uM)

1.25 uL (0.5 uM)

1° PZR geri primeri (10 uM)

1.25 uL (0.5 uM)

10 mM dNTP karisimi

0.5 uL (200 uM)

Ekstrakte edilen plazmit 6rnekleri

25 ng

(her bir 6rnek icin hesaplanmaistir)

Q5 High-Fidelity DNA Polymerase

0.25 L (0.02 U/uL)

5X Q5 Reaction Buffer

5 uL (1X)

Niikleaz icermeyen dH,O

Toplam hacim 25 ul’ye

tamamlanmistir

Tablo 3. 3 Birinci PZR isleminde uygulanan 1s1l dongii kosullari.

Déngii
Termal Dongii Basamagi Uygulanan Sicaklik ve Siire
Sayisi
Ilk Denatiirasyon 98 °C’de 30 saniye 1
98 °C’de 10 saniye
Uzama/Primer Baglanma 62 °C’de 15 saniye 25
72 °C’de 45 saniye
Son Uzama 72 °C’de 2 dakika 1
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2. Her deney grubundan elde edilen birinci PZR iiriinleri % 0,8 agaroz jele
yiiklenerek 60 V, 150 dakika elektroforeze tabii tutulmustur. 264 baz ciftlik
fragmanlarin yer aldig1 bolge jelden dikkatle kesilmis ve hassas terazi ile

tartilmastir.

3. Kesilen jel parcalarindaki DNA fragmanlari, {ireticinin talimatlari takip edilerek
NucleoSpin Gel ve PZR Clean-up Mini Kit (Macherey Nagel) kullanilarak

saflastirilmstir.

4. Saflagtirllan fragmanlar hesaplama jeline yiiklenmis ve elektroforez
uygulanmistir. Jel goriintiileme cihazindan alinan resimde her bir bant icin
parlaklik seviyesi tespit edilmis ve 6zel bir MATLAB koduyla fragmanlarin

konsantrasyonu hesaplanmistir.

5. Jelden saflastirilan ve konsantrasyonu hesaplanan fragmanlarin deney gruplari
ve zamanlarina gore barkotlamasim1i amaclayan ikinci bir PZR adimi daha
gerceklestirilmistir. Bu asamada kullanilan primerler Tablo 3.1'te listelenmistir.
Deney gruplarina ve deney zamanina gore planlanan ikili indeks kullanimiyla tiim
orneklerin barkotlama diizeni ise Tablo 3.4’te gosterilmistir. Ikili indeksleme
uygulanirken temel strateji, ileri primerde yer alan bir indeksle hiicre hatti ve
deney zamanini etiketlemek ve geri primerde yer alan diger indeksle YT ve MT
deney gruplarimi ayirt etmektir. Bu islem sekanslama sonrasinda elde edilen
okumalarinin ayristirlmasinda énem arz etmektedir. Ikinci PZR islemi icin
hazirlanan reaksiyon icerigi ve 1s1l dongii kosullar1 Tablo 3.5 ve Tablo 3.6’da

belirtilmistir.

Tablo 3. 4 YND kiitiiphanesi hazirliginda uygulanan ikili indeksleme plana.

Deney Grubu INDEKS Deney Grubu INDEKS
YT.AT.O F: P5-N501-read1l DOX.AT.O F: P5-N501-readl
R: P7-N701-read2 R: P7-N704-read2
YT.AT.20 F: P5-N503-readl DOX.AT.20 F: P5-N503-readl
R: P7-N701-read2 R: P7-N704-read2
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Tablo 3. 4 YND kiitiiphanesi hazirliginda uygulanan ikili indeksleme plani

(devami).

YI.BT.O

: P5-N502-readl

: P7-N701-read2

DOX.BT.O0

: P5-N503-readl

: P7-N704-read2

YT.BT.20

: P5-N504-read1

: P7-N701-read2

DOX.B T.20

: P5-N504-read1

: P7-N704-read2

AMP.AT.O

: P5-N501-readl

: P7-N702-read2

OXAAT.0

: P5-N501-readl

: P7-N705-read2

AMP.AT.20

: P5-N503-read1l

: P7-N702-read2

OXA.AT.20

: P5-N503-readl

: P7-N705-read2

AMP.BT.O

: P5-N502-read1l

: P7-N702-read2

OXABT.O0

: P5-N503-readl

: P7-N705-read2

AMP.B T.20

: P5-N504-read1

: P7-N702-read2

OXA.BT.20

: P5-N504-read1

: P7-N705-read2

CHL.ATO

: P5-N501-readl

: P7-N703-read2

SPR.AT.O

: P5-N501-readl

: P7-N706-read2

CHL.A T20

: P5-N503-readl

: P7-N703-read2

SPR.AT.20

: P5-N503-readl

: P7-N706-read2

CHL.B TO

: P5-N502-readl

: P7-N703-read2

SPR.BT.O

: P5-N502-readl

: P7-N706-read2

CHL.B T20

: P5-N504-read1

: P7-N703-read2

SPR.B T.20

: P5-N504-read1

: P7-N706-read2
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Tablo 3. 5 Ikinci PZR Reaksiyon Karisimi (25 uL).

Reaksiyon icerigi

Reaksiyona giren miktar

2° PZR ileri primeri (10 uM)

0.5 uL (0.1 uM)

2° PZR geri primeri (10 uM)

0.5 uL (0.1 uM)

10 mM dNTP karisimi

0.5 uL (200 uM)

Ekstrakte edilen plazmit 6rnekleri

10 ng

(her bir 6rnek icin hesaplanmaistir)

Q5 High-Fidelity DNA Polymerase

0.25 uL (0.02 U/uL)

5X Q5 Reaction Buffer

5 uL (1X)

Niikleaz icermeyen dH,O

Toplam hacim 25 ul’ye

tamamlanmistir

Tablo 3. 6 ikinci PZR isleminde uygulanan 1s1l déngii kosullari.

Déngii
Termal Dongii Basamagi Uygulanan Sicaklik ve Siire
Sayisi
Ilk Denatiirasyon 95 °C’de 30 saniye 1
95 °C’de 15 saniye
Uzama/Primer Baglanma 55 °C’de 15 saniye 25
72 °C’de 30 saniye
Son Uzama 72 °C’de 5 dakika 1
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6. Birinci PZR isleminde elde edilen fragmanlarin sablon olarak kullanimiyla
gerceklestirilen ikinci PZR asamasi her bir 6rnegin 421 baz ciftlik uzunlugundaki
fragmaniyla sonuclanmistir. Elde edilen tiim fragmanlar % 0.8 agaroz jele
yiiklenerek 60 V, 150 dakika elektroforez edilmistir ve agaroz jel goriintiilenerek

fragman boyutu kontrol edilmistir.

7. Fragmanlarin konsantrasyonunun hassas 6l¢iimii i¢in florometrik DNA Ol¢timii
gerceklestirilmistir (Qubit™ dsDNA HS and BR Assay Kit). Her bir deney grubuna
ait ornegin 150 ng icin gereken hacmi hesaplanarak tiim fragmanlar bir tiipte

birlestirilmistir. Boylece YND kiitiiphanesi hazirlanmstir.

8. Birlestirilen YND kiitiiphanesinden alinan 20 uL 6rnek % 0,8 agaroz jel tizerinde
50V, 150 dakikada yiiriitiilmiistiir. Kiitiphanenin yer aldig: spesifik bant (421 baz

cifti) jelden dikkatle kesilmis ve hassas teraziyle tartilmistir.

9. Kesilen jel parcasi, iireticinin talimatlan takip edilerek NucleoSpin Gel ve PCR

Clean-up Mini Kit kullanilarak saflastirilmistir.

10. Saflastirtlan YND kiitiiphanesinin son konsantrasyonu florometrik DNA
olciimii cihazi ve Qubit™ dsDNA HS and BR Assay Kit kullanilarak olciilmiistiir
(10.9 ng/ulL). Bu konsantrasyona karsilik gelen molarite degeri hesaplanmistir (40
nM).

11. YND kiitiiphanesi, NovaSeq 6000 SP Flowcell'ine yiiklenmek tizere 10 mM
TrisHCl ile 1.5 nM'ye seyreltilmistir. Sekanslama esnasinda gerceklesebilecek asir1

kiimelenme sorunlarini 6nlemek icin % 40 pHix eklenmistir.

12. YND kiitiiphanesi, oda sicakliginda 8 dakika 0.2 N NaOH ile denatiire
edilmistir. Reaksiyon esit hacimde 400 nM Trish-HCl ile durdurulmustur.

13. Sekanslamaya hazir hale getirilen YND kiitiiphanesi, 300 dongiilii 150X2
okuma derinliginde NovaSeq 6000 SP Flowcell’e yiiklenmistir. Kiitiiphane

NovaSeq 6000 dizileme cihazinda sekanslanmistir.
3.2.5 Yeni Nesil Dizileme Veri Setlerinin Analizi

Bu tez calismasinda; antibiyotiklere diren¢ kazandirilan MT ve YT LCE-75

hiicrelerinde YND ile sgRNA plazmitlerinin indiiksiyon 6ncesi ve sonrasi degisimi
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okuma sayisina dayali olarak analiz edilmistir. YND veri setlerinin analizi i¢in

uygulanan adimlar sirasiyla asagidaki gibidir [10]:

1. Dizileme islemi sonrasinda elde edilen ham okuma dosyalar1 (BCL) hizmet alim1

kapsaminda kurum tarafindan FASTQ formatina cevrilmistir.
2. FASTQ dosyalarindan Illumina adaptor dizileri kirpilmistir.

3. YND kiitiiphanesi hazirliginda olusturulan indeksleme planina gore deney

gruplari icin veri setleri ayristirilmistir.

4. 151 baz cifti uzunlugundaki FASTQ dosyalar1 6zel bir MATLAB komutuyla
taranmistir. Her bir okumada +25-46 pozisyonunda yer alan 20 niikleotitlik
sgRNA dizileri CRISPRi kiitiiphanesinde bulunan her bir sgRNA'ya eslenerek
sayllmistir. BOylece her bir deney grubunun zaman noktasi=20 ve zaman
noktasi=0 icin sgRNA okuma sayilarini gosteren okuma sayilari veri seti

olusturulmustur.

5. Zaman noktasi=0’da eslenen sgRNA okuma sayilar1 kontrol edilerek 20’den az

olanlar tiim deney grubu verilerinden cikarilmistir [10].

6. Zaman noktasi=20’de 0 olarak sayilan sgRNA’lar 1’e cevrilerek sonraki islemler

kolaylastirilmistir [10].

7. Calismada kullanilan genom capinda sgRNA kiitiiphanesinde yer alan toplam
21416 sgRNA icinde her bir geni hedefleyen ortalama sgRNA sayis1 ortalama 5
olmas: gerektigi icin, 5’ten az sayida okuma sayisi veren sgRNA’lar tiim deney

grubu veri setlerinden c¢ikarilmistir [10].

8. Tim veriler Denklem 3.1’de verilen normalizasyon formiili kullanilarak

normalize edilmistir.
Normalizasyon faktori i = Okuma sayisti /(3,7 Okuma sayist) [10] (3.1)

9. Veri setinde yer alan her bir deney grubunda dCas9 indiiksiyonundan sonra
alinan sgRNA okuma sayist (zaman noktasi t=20), indiiksiyon Oncesi (zaman
noktasi t=0) alinan sgRNA okuma sayisina boliinerek her bir sgRNA'nin kat

degisimi hesaplanmistir. Kullanilan formiil Denklem 3.2’de gosterilmistir.

Okuma sayist (t=20)

Kat degisimi = logz( ) [10] (3.2)

Okuma sayist (t=0)
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10. Her bir geni hedefleyen 5 sgRNA’'nin kat degisim degerinin medyani alinarak

gene 6zglin kat degisim degerleri saptanmistir [10].
3.2.6 Veri Setinin Dogrulugunun Karsilastirilmasi

Antibiyotikle muamele edilmeyen yabanil tip hiicrelerinden elde edilen veri
setinin E. coli esansiyel genleri tahmin etme yetenegi test edilmistir. Bu amacla
YT. A ve B deney gruplarindan alinan sgRNA okuma sayilari verileri Metot 3.2.5’te
siralanan asamalarin uygulanmasiyla islenmistir. Biyolojik replika olan A ve B
deney grubunun ortalamas: alinmistir. Her bir gene ait kat degisimi degeri,
esansiyel gen tahmininde altin standart olarak kabul edilen Tradis ve EcoGene veri
setiyle karsilagtirnlmistir [50], [52]. Karsilastirma sirasinda kat degisimi
araliklarinda esansiyel ya da esansiyel olmayan genler Tradis ve Ecogene’deki veri
setindeki varlifiyla dogru ya da yanhs seklinde ikili siniflandirma stratejisi
uygulanmistir. Elde edilen dogru pozitif, yanls pozitif, dogru negatif ve yanlis
negatif oraniyla Alici Isletim Karakteristigi (ROC) analizi yapilmis ve grafigi
cizilmistir [70]. Egrinin altinda kalan alan (AUC) hesaplanarak sgRNA
kiitiphanesinin kalitesi esansiyel gen tahmini kabiliyetine bagl olarak analiz

edilmistir.
3.2.7 Adaptasyondan Sonra Onemi Artan Genlerin Belirlenmesi

Antibiyotiklere diren¢ kazanarak genotipi degisen MT LCE-75 hiicreleri ve YT LCE-
75 hiicreleri karsilastirllarak adaptasyondan sonra Onemi artan genleri
belirlenmistir. Onemi artan genleri saptamak icin stratejik olarak YT hiicrelerde
kat degisim degeri yiiksek olan, MT hiicrelerde diisiik kat degisim degerine sahip

olan genler elde edilen veri setlerinde incelenmistir.
Yontemin detaylar soyledir:

1. Her bir geni ve kat degisimini iceren veri setinde YT deney gruplarinda medyan
kat degisim degeri -1’den daha yiiksek olan genler listeden ayristirilmistir. Bu
islem veri setinde sadece esansiyel olmayan genlerin kalmasi i¢in uygulanmistir.

3530 gen iceren liste ile analiz siirdiiriilmustiir.

2. Elde edilen listede antibiyotiklere direncli deney gruplarinda (AMP.A, AMP.B,
CHL.A, CHL.B, DOX.A, DOX.B, OXA.A, OXA.B, SPR.A, SPR.B) medyan kat degisim
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degeri -2’den diisiik olan genler filtrelenmistir. Bu islem esansiyel hale gelerek

adaptasyondan sonra 6nemi artan genlerin belirlenmesi i¢in uygulanmistir [10].

¢ Elde edilen gen listelerinin gorev aldiklari hiicresel yollar ECOCYC
cevrimici araci kullanilarak belirlenmistir [71].

¢ Proteinler arasindaki fonksiyonel ve fiziksel iligkileri incelemek igin
STRING cevrimici aracindan faydalanilmistir [72].

¢ Zenginlesen genlerin analizi icin KOBAS-i c¢evrimici aract kullanilmigtir

[73].
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4

SONUG VE ONERILER

4.1 Deneysel Bulgular

Bu tez calismasinda gerceklestirilen tiim deney asamalar1 Sekil 4.1’de

gorsellestirilmistir.

1. Adaptif Laboratuvar Evrimi Deneyleri

2. CRISPRI Kiitiiphanesinin Transformasyonu
OD: 0.0003'e seyreltme

V"Vl "V "V Ve N N\_gﬁ

- \'\\\\ \\ Elektroporasyon
+ 3 DN —»
XD \ 7
=
DIO .
Elektrokompetent Genom capinda Rekombinant
YT/ MT LCE-75 CRISPRI kiitiiphanesi YT/MT LCE-75
et hiicreleri hiicreleri
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Es zamanli olarak 5 antibiyotik ve 2 hiicre hatt (LCE-75)
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N e — - JOX \\\
— YO
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CRISPRI kiitiiphanesini 20 saat inkiibasyon YT/":'T LCE'.75 Genom ¢apinda CRISPRi
tasiyan rekombinant 0ODyo=0.2'ye kadar hcreleri kiitiiphanesini olusturan
YT/MT LCE-75 hiicreleri inkiibasyon plazmitler
4. Yeni Nesil Dizileme Kitliphanesinin Hazirlanmasi ve CRISPRi Sekanslama
& 2°PCRile Grneklerin
r
Peay & barkotlanmasi

\%;luq %%" )
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Sekil 4. 1 Bu tez calismasinda uygulanan deneysel yontemlerin akis semasi.

4.1.1 Adaptif Laboratuvar Evrimi Deney Sonuglari

Bu tez calismasinda ALE deneyleri uygulanarak LCE-75 hiicreleri Tablo 4.1’de

listelenen antibiyotikler varliginda direncli hale getirilmistir. Adaptif laboratuvar
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evrimi deneylerine baslanmadan Once, hiicrenin yeterli inhibisyon altinda
birakilmasini saglayan ve ayni zamanda biiyiiyebilmesine izin veren antibiyotik
konsantrasyonlarinin belirlenmesine 6nem verilmistir. Bu amacgla LCE-75
hiicrelerinin ampisilin, doksisiklin, kloramfenikol, oksasilin ve spiramisin
varliginda biiyiiyebildigi MIK degeri tespit edilmistir. Tablo 4.1’de ALE

deneylerine baslamak icin secilen antibiyotik konsantrasyonlar1 listelenmistir.

Tablo 4. 1 LCE-75 hiicrelerinin antibiyotikler icin MIK degerleri.

Antibiyotik MIK (ug/ml) ALE Baslangic Konsantrasyonu (ug/ml)
Ampisilin 12 6
Kloramfenikol 12 6
Doksisiklin 3 1.5
Oksasilin 350 175
Spiramisin 300 150

Adaptif laboratuvar evrim deneyleri siiresince LCE-75 hiicrelerine, Tablo 4.1’de
belirtilen baslangi¢c konsantrasyonlar1 ve iki kat artan konsantrasyonlariyla 8
deney glini boyunca belirlenen antibiyotikler varliginda adaptasyon
kazandirilmistir. Ayni atadan iretilen hiicrelerin her biri 2 farkli hiicre hatti
seklinde calisilmistir. Deney siiresince farkli antibiyotiklere maruz birakilarak
adaptasyon kazandirilan LCE-75 hiicrelerinin her bir inkiibasyon doéngiisi
sonunda biiyiidiigii en yiiksek konsantrasyon degerleri kaydedilmistir. Tablo
4.2’de 8 deney giinii boyunca LCE-75 hiicrelerinin her bir antibiyotik icin

kaydedilen MIK degeri artis1 listelenmektedir.

47



Tablo 4. 2 ALE boyunca her deney giiniinde LCE-75’in biiyiidiigii en yiiksek MIK
degerleri (ug/mL).

ALE Hiicre Hatti Ginl | Gin2 |Gin3 |Gin4 |Gin5 |Gin6 |Gin7 | Giin8
Ampisilin A 6 24 24 48 96 96 96 384
Ampisilin B 6 24 48 96 384 384 1.536 | 3.072
Kloramfenikol A 6 6 6 12 12 12 48 192
Kloramfenikol B 6 6 12 12 12 12 48 192
Doksisiklin A 1.5 3 6 6 6 9 1.5 3
Doksisiklin B 2.5 3 6 6 6 1.5 1.5 1.5
Oksasilin A 175 350 350 1.400 | 1.400 | 1.400 | 1.400 | 1.400
Oksasilin B 175 350 1.400 | 1.400 | 1.400 | 1.400 | 1.400 | 2.800
Spiramisin A 150 600 600 600 600 600 2.400 | 4.800
Spiramisin B 150 600 600 600 600 1.200 | 1.200 | 4.800

Doksisikline maruz birakilarak adaptasyona zorlanan LCE-75 hiicrelerinde
beklenmedik bir sekilde 6. deney giinlinde direng seviyesi diismiistiir. A hiicre
hatt1 8. deney giiniinde tekrar bir yiiksek konsantrasyonda biiyiime gostermistir.
B hiicre hatti ise 6. deney giiniini takiben daha yiiksek doksisiklin
konsantrasyonlarinda biiyiime gostermemistir. Ampisiline maruz birakilarak 8
deney giinii sonunda o&lcilen MIK degerinin 256 kat daha yiiksek
konsantrasyonunda biiyiiyebilen B hiicre hatt1 tiim hiicre hatlar arasinda en ¢ok
MIK artis1 gosteren MT hiicre olmustur. Sekil 4.2’de her deney giinii gézlemlenen

MIK degisimi gosterilmistir.
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Sekil 4. 2 ALE deneyi siiresince antibiyotiklere diren¢ kazanan LCE-75
hiicrelerinin MiK degisimi (ug/mL).
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Sekil 4.2 ALE deneyi siiresince antibiyotiklere diren¢ kazanan LCE-75
hiicrelerinin MIK degisimi (ug/mL) (devami).
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Sekil 4.2 ALE deneyi siiresince antibiyotiklere diren¢ kazanan LCE-75
hiicrelerinin MIK degisimi (ug/mL) (devami).

4.1.2 Genom Capinda CRISPRi Tarama Deneyleri Sonuglari

Antibiyotiklere diren¢ kazanan mutant tip (MT) ve yabanil tip (YT) LCE-75
hiicrelerine CRISPRi kiitiiphanesinin transformasyonu icin ilk asamada bu
hiicreler elektrokompetent hale getirilmistir. Hiicrelerin tekrarl olarak yikanmasi
ve ¢oktlirtilmesi sonucunda tiim deney gruplarindan basariyla elektrokompetent
hiicreler elde edilmistir. Bu protokol esnasinda elektroporasyon isleminin
verimliligini korumak icin her bir hiicre hattindan en az 10" kob/mL
konsantrasyonunda elektrokompetent hiicre eldesi hedeflenmistir. Elde edilen
elektrokompetent YT ve MT LCE-75 hiicreleri seyreltme metoduyla sayilmistir.
Sonu¢ olarak, tiim hiicre hatlarindan ortalama 10 kob/mL canl

elektrokompetent hiicre elde edildigi dogrulanmastir.

Genom capinda CRISPRi kiitiiphanesi YT ve MT LCE-75 hiicrelerine
elektroporasyon metoduyla transforme edildikten sonra kiitiiphanenin kag
hiicreye girdigi yontemin basarisini etkileyen énemli bir parametreydi. Bu amacla

transformasyondan sonra basariyla kiitiiphaneyi hiicre icine alan canli hiicre sayisi
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yine seyreltme yontemiyle agar plakalarda sayilmistir. Hiicre sayimi sonucunda
transformasyon verimi icin kritik esik olan kiitiiphanedeki sgRNA sayisindan en az

100 kat daha fazla koloni eldesi (~2x10°) tiim deney gruplarinda saglanmistir.

Tim genomu hedefleyen CRISPRi kiitiiphanesini antibiyotiklere adaptasyon
saglayan MT ve YT LCE-75 hiicrelerinde aktive ederek tarama deneyleri
gerceklestirilmistir. Deney esnasinda her bir deney grubundan es zamanl olarak
indiiksiyondan Once (zaman noktasi=0) ve indiikleyicinin varliginda 20 saat
inkiibasyon sonrasinda (zaman noktasi=20) kiiltiir Ornekleri alinarak
kiitiphaneyi olusturan sgRNA ekspresyon plazmitleri saflastirilmistir. Yeni Nesil
Dizileme kitaplig1 olusturmak icin sablon DNA olacak bu plazmitler agaroz jelde
elektroforez edilmistir. Boylece genom ¢apinda CRISPRI kiitiiphanesini olusturan
sgRNA plazmitlerinin varligi kontrol edilmistir. Jel gorintiilemesi yapilarak

sgRNA kiitiiphanesinde yer alan sgRNA ekspresyon plazmitlerinin uzunlugu (~2.5

kb) ve deney gruplarindaki varligi dogrulanmistir.

Sekil 4. 3 Tiim deney gruplarindan elde edilen plazmit 6érneklerinin elektroforez

goruntisu.
4.1.3 Yeni Nesil Dizileme Verilerinin Analiz Sonuclan

Bu tez calismasinda, £. co/iMG1655 genomunda bulunan tiim genleri hedefleyen
CRISPRI kiitiiphanesi YT ve MT hiicrelere transforme edilmistir, CRISPRi tarama
deneyleri yapilmistir ve her bir deney grubunda bulunan sgRNA plazmitlerinin
sayis1 Yeni Nesil Dizileme teknigiyle elde edilmistir. Kullanilan genom capinda
CRISPRI kiitiiphanesi toplamda 4.444 geni 21.417 sgRNA ile hedeflemektedir.
Kiitiphanede her bir gen icin ortalama 5 farkli sgRNA bulunmaktadir.
Kiitiiphanenin icerdigi sgRNA sayisi kontrol edilmek iizere YT. A T.0 deney
grubundan YND ile edilen okumalarin sgRNA haritasina eslendigi veriler

kullanilmistir. Sekil 4.4’te sgRNA’larin sayica dagilimi gosterilmistir.
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Sekil 4. 4 YT.A T.0 deney grubunda yer alan her bir geni hedefleyen sgRNA

sayisinin dagilimi.

YND ile kiitiiphanede yer alan sgRNA plazmitlerinin indiiksiyon 6ncesi ve sonrasi
biiylimeye bagli degisimi sgRNA okuma sayis1 verileriyle analiz edilmistir.
Hiicrelere transforme edilen genom capinda CRISPRi kiitiiphanesinin icerdigi
21417 sgRNA listesi ve karsilik geldigi hedef bolgeler FASTQ okuma dosyalari
taranarak eslestirilmis ve sayilmistir. Tim deney gruplarinda, listede eslesen
toplam sgRNA sayis1 21416 olarak belirlenmistir. 1 sgRNA'nin deney sirasinda ya
da laboratuvara ulasimi esnasinda kiitiiphaneden eksildigi tespit edilmistir.
Kiitiiphaneyi olusturan sgRNA’lardan alinan toplam okuma sayilan
incelendiginde, her bir deney grubunda ortalama 1,06x10” okumanin gerceklestigi
belirlenmistir. Spiramisine adaptasyon saglayan A hiicre hattinin zaman
noktasi=0’da (SPR.A T0) elde edilen toplam okuma sayisi ~4x10° olup, tiim veri
setinde en az okuma sayis1 veren deney grubu olarak saptanmistir. Ayni deney
grubunun zaman noktasi=20’de (SPR.A T20) verdigi toplam okuma sayisi
~28x10° olarak belirlenmistir. Yontemin uygun sekilde caligmasi icin hedefleyen
100X kapsamada yapilan YND sonrasinda yiiksek sayida okumalarin elde edilmesi

basarilmistir. Tablo 4.3’te toplam okuma sayilari listelenmistir.
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Tablo 4. 3 Tiim deney gruplarinda elde edilen toplam sgRNA okuma sayilari.

Deney Grubu Okuma Sayis1 Deney Grubu Okuma Sayis1
YT.AT.O 10.693.583 DOX.AT.0 18.038.563
YT.AT.20 25.487.463 DOX.A T.20 26.569.601
YI.BT.0 26.630.170 DOX.BT.O 26.362.934
YT.B T.20 8.548.577 DOX.B T.20 28.082.624
AMP.AT.O 7.223.268 OXA.AT.O 10.818.095
AMP.A T.20 22.394.699 OXA.AT.20 24.395.931
AMP.B T.0 25.936.462 OXA.BT.O0 22.451.837
AMP.B T.20 24.369.833 OXA.BT.20 23.247.362
CHL.ATO 21.759.348 SPR.A TO 4.056.036
CHL.A T20 26.515.312 SPR.A T20 28.294.729
CHL.B TO 26.621.150 SPR.B TO 27.677.704
CHL.B T20 25.451.794 SPR.B T20 26.671.424
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Sekil 4. 5 YND sonucu elde edilen toplam okuma sayilari.

Genom capinda CRISPRI kiitiiphanesine eslestirilerek sayilan sgRNA okuma sayisi
veri setinde zaman noktasi=0’da 20’den az okuma veren sgRNA’lar istatistiki
olarak anlamsiz oldugu i¢in tiim deney grubu verilerinden cikarilmistir [10]. Tim
deney grubundan c¢ikarilan sgRNA sayis1 269 olup 258 farkli geni hedeflemektedir.
Sonu¢ olarak tiim sgRNA kiitiiphanesinin %1,2’lik kismi cikarilmistir. Veri
setinden cikarilan genlerden yalnizca 4 tanesi Tradis [52] veri setinde esansiyel
olarak nitelendirilen genlerdir. Bu genler glmU, nusB, trpS ve tsf olarak
belirlenmistir. Ayn1 sekilde cikarilan genlerden Tradis veri setinde esansiyel
olmayan gen olarak siniflandirilan 41 gen tespit edilmistir. Diger genlerin
esansiyellik durumu literatiirde yer alan diger veri setlerinde degiskenlik

gostermektedir [50].

Kullanilan kiitiiphanede yer alan toplam 21416 sgRNA’dan bir geni en az 5 sgRNA
ile hedeflemeyenler tiim deney gruplarindaki veri setlerinden cikarilmistir. 3905

geni hedefleyen 19589 sgRNA ile analiz islemlerine devam edilmistir. Genom
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capinda CRISPRi kiitiiphanesine eglestirilerek sayillan ham sgRNA okuma

sayilarinin dagilimi histogram ile Sekil 4.6’da gosterilmistir.
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Sekil 4. 6 Ham sgRNA okuma sayilarinin deney gruplari arasindaki dagilima.
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Hedeflenen yiiksek okuma sayis1 basariyla gerceklestirilmistir fakat deney gruplari
arasinda birkac¢ katlik fark tespit edilmistir. Normalizasyon biyolojik olmayan
farkliliklar1 veri setinden c¢ikarmak ve homojen bir dagilim elde etmek icin
uygulanir [74]. Elde edilen tiim veri setinin normal bir dagilim gostermesi icin
veri setinin ortalamasi alinarak (Denklem 3.1) normalize edilmistir. Ham veri ve
normalize edilen veri setinin farki Sekil 4.7’de gosterilmistir. Sekil 4.8'de ise
normalize edilen veri setinin deney gruplari arasinda zaman noktasi=20 ve zaman

noktasi=0’a gore dagilimi yer almaktadir.
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Sekil 4. 7 Ham ve normalize edilmis veri setinin karsilastirilmas1 (Her kutuda, ortadaki isaret medyani, kutunun alt ve iist kenarlari

sirasiyla 25. ve 75. ylizdelik dilimleri gosterir).
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Sekil 4. 8 Normalize edilmis veri setlerinin deney gruplari, zaman noktasi=20 ve zaman noktasi=0’a gore dagilim: (Her bir nokta 1

sgRNA’y1 temsil etmektedir).
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Genom capinda CRISPRI kiitiiphanesinde yer alan her bir sgRNA'nin kat degisim
degeri, normalize edilen zaman noktasi=20’deki sgRNA okuma degerinin zaman
noktasi=0’daki degere boliinmesi ve log2 tabanina ¢evrimiyle hesaplanmistir. Bu
hesaplama teknigi RNA Dizileme verilerinin analizinde de uygulanmaktadir [75].
Sekil 4.9"de her bir deney grubunun kat degisimi dagilimi histogram ile
gorsellestirilmistir. Deney gruplari arasinda kat degisiminin dagilimi -5’ten +5’ e
kadar farklilik gostermektedir. Kat degisiminin O oldugu bolgede tiim deney

gruplari belirgin bir yi§ilim davranisi gostermektedir.
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Sekil 4. 9 Her bir deney grubunun kat degisiminin dagilimini gosteren histogram

grafikleri.
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Sekil 4.9 Her bir deney grubunun kat degisiminin dagilimini gosteren histogram

grafikleri (devami).
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Kiitiiphanede yer alan sgRNA’larin her biri genomdaki bir geni 5 farkh
pozisyondan hedeflemek iizere tasarlanmistir. Bu durum hedeflenen pozisyondan
bagimsiz olarak dCas9 inhibisyonunu 6l¢cmek ve ayni zamanda transformasyon
esnasinda yasanacak kayiplari analiz esnasinda azaltmak icin uygulanan bir
stratejidir [12], [76]. Her bir sgRNA'nin hedefledigi genin kat degisimi
hesaplanmak icin 6zgiin kat degisimi grubunun medyani alinmistir [10]. Veri
setinden istatiksel olarak anlamsiz Olciimlerin cikarilmasiyla kalan toplam 19589
sgRNAnin her 5’inin hedefledigi 3905 E. coli geni icin gen kat degisimi elde
edilmistir [9]. Sekil 4.10 ‘da her bir deney grubunun gene 6zgiin kat degisim

degerlerinin dagilimi gosterilmistir.
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Sekil 4. 10 Her bir deney grubunun medyan kat degisim degerlerinin dagilima.
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Sekil 4. 10 Her bir deney grubunun medyan kat degisim degerlerinin dagilimi

(devami).
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4.1.4 Veri Setinin Dogrulugunun Karsilastirlma Sonuglar:

Esansiyel bir gen sgRNA ile hedeflendiginde dCas9’un RNA polimeraza yapacagi
sterik engel sonucunda gen ifade seviyesi azalir. Bu esansiyel genin fonksiyonunu
yerine getirememesi de hiicrenin biiyiimesine olumsuz etki yapar. Genom ¢apinda
CRISPRi kiitiiphanesinde esansiyel genleri hedefleyen sgRNA’lar1 tasiyan
plazmitler de hiicrenin normal sekilde biiylimesine engel olur. Bu kiitiiphanenin
YND ile profillenmesi sonucunda elde edilen sgRNA okuma sayis1 hiicre sayisi
azaldig: icin azalir. Bu sonuclarin nicel bir degeri olan kat degisimi ise dogru
orantili olarak biiylimede etkisi gorece daha az olan esansiyel olmayan genlere

gore daha belirgin bir diisiis gosterir.

Bu tez calismasinda kullanilan genom capinda CRISPRi kiitiiphanesinin
giivenilirligi literatiirde incelenen referans calismalarda yapildig1 gibi diger
esansiyel gen veri setleri ile karsilastirilarak esansiyel gen tahmini yetenegine gore
test edilmistir [9]-[11]. Antibiyotiklere adaptasyon kazanarak genotipi degisen
MT LCE-75 hiicrelerinden olusturulan veri seti bu analizde kullanilmamustir.
Kontrol amaciyla deney gruplarina dahil edilen antibiyotiklerle muamele
edilmeyen yabanil tip LCE-75 hiicrelerinin veri setleri islenmistir. Veri setinde yer
alan 3905 gen icin hesaplanan kat degisim degeri, literatiirde yer alan deneysel
olarak dogrulugu kanitlanmis esansiyel gen veri setleri ile ikili siniflandirma
yapilarak ROC analizi ile karsilagtirilmistir. Grafigin altinda kalan alan (AUC)
degeri hesaplanarak yorumlanmistir. YT deney gruplarindan elde edilen veri
setinin TraDis ile karsilastirilmasi sonucu egrinin altinda kalan alan 0.9096;
EcoGene ile karsilastirilmasi sonucu ise 0.8877 degerini vermistir. Bu alanin
biiyiikliigii veri setinin esansiyel genleri ayirma yeteneginin oldukea iyi oldugunu
ifade eder [70]. Veri setine ve uygulanan metotlara giivenilerek analizler
sirdiirilmiistiir. Tradis ve EcoGene veri setleri ile karsilastirilarak YT deney
gruplarinin esansiyel gen tahminini gosteren ROC grafikleri Sekil 4.11 ve 4.12’de

yer almaktadir.
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Sekil 4. 11 Yabanil Tip deney gruplarindan elde edilen veri setinin EcoGene veri

setiyle karsilastirilmasi sonucunun ROC grafigi ile gosterimi.
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Tradis ile YT Veri Setinin Karsilastiriimasi
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Sekil 4. 12 Yabanil Tip deney gruplarindan elde edilen veri setinin Tradis veri

setiyle karsilastirilmasi sonucunun ROC grafigi ile gosterimi.

4.1.5 Adaptasyondan Sonra Onemi Artan Genler
Her bir deney grubu icin hesaplanan kat degisimi degerlerinin filtre edilmesiyle
adaptasyondan sonra 6nemi artan genler belirlenmistir. Bu genlerin kat degisimini

gosteren sicaklik grafigi Sekil 4.13’te gosterilmistir.
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Sekil 4. 13 Adaptasyondan sonra 6nemi artan genlerin deney gruplarina gore degisimini gosteren sicaklik grafigi.
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Adaptasyondan sonra Onemi artan genlerin belirlenmesi icin, veri setinde YT
grupta -1’den daha biiyiik ve MT grupta -2’den daha kiiciik kat degisim degerlerine
sahip olmasi gerektigi kabul edilmistir. Belirlenen -2 kat degisim degeri, CRISPRi
kiitiphanesini tasarlayan arastirmacilarin belirledigi esansiyel gen tespiti icin
belirlenen esik degeridir [10]. Ek olarak, Metot 3.2.6’da veri setinin dogrulugunu
test etmek iizere yapilan ROC analizinde de dogru pozitif oraninin en yiiksek

oldugu kat degisim degeri -2 olarak belirlenmistir.

YT grupta -1 degerinden daha biiyiik olan genlerin filtre edilmesinin gerekgesi ise;
sadece esansiyel olmayan genlerin secilimi icindir. -1’den yiiksek olan kat degisim
degerli genlerin esansiyel olmamasi beklenir. Ciinkii -2’den degerinden 2 kat daha
yiiksektir. Sekil 4.9 ve 4.10’da goriildigi gibi kat degisimlerinin kahir ekseriyeti
-1’den yiiksektir. Bu degerden yiiksek kat degisimlerine sahip genlerin, esansiyel
veya esansiyel olmamasi ayirt edilemez. Boylelikle YT gruptaki -1’den yiiksek
olarak filtrelenen genlerin esansiyel olmalar1 beklenmez. Rakamsal olarak
degerlendirildiginde; YT gruplarin ortalamasi alindiginda -1 degerinden yiiksek
genler filtrelendiginde; bu liste icindeki esansiyel genlerin biitiin genlere orani %
2.2’dir (Yanhs Thmal Orani (FOR)). Béylece adaptasyondan sonra YT hiicrelerde
biiytime kusurlarina sebep olmayan; fakat MT hiicrelerde diisiik kat degisimi

vererek yiiksek biiylime kusuru gosteren genler secilmistir.

Her bir deney grubunda en diisilk kat degisimi gosteren genler Tablo 4.4’te
gosterilmistir. Ancak, doksisikline diren¢ kazandirilan B hiicre hattinda -2’den

daha diistik herhangi bir tespit edilmemistir.

Tablo 4. 4 Her bir deney grubunda en diisiik kat degisimi gosteren genler.

Deney Grubu Gen Kat Degisimi
AMP.A yrfF -3.298
AMP.B yrfF -3.49
CHL.A mrdA -2.808
CHL.B lapB -3.624
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Tablo 4. 4 Her bir deney grubunda en diisiik kat degisimi gosteren genler

(devami).
DOX.A lapB -3.011
DOX.B - -
OXA.A lapB -3.109
OXA.B lapB -3.018
SPR.A mrdA -3.743
SPR.B rsfS -2.892

Sekil 4.13’te yer alan sicaklik grafigi incelendiginde; ampsiline direncli hale
getirilen A ve B deney gruplarindaki (AMP.A, AMP.B) genlerin diger gruplara
kiyasla ayristig1 gézlemlenmistir. Bu iki grupta toplam 19 genin kat degisim degeri
-2'den az olarak Olciilmiistiir. A ve B deney grubunda 6 gen (hemD, higA, holD,
rnhB, skp, yrfF) ortaktir. araB, can, cydD, hda, holC ve pssA sadece AMP.A
grubunda 6nem kazanan genlerdir. clpX, dapE, fmt, gltT, nusG, secG ve yceQ olan
7 gen ise AMP.B grubundadir. Bu 19 gen Kiime 1-Ortak, Kiime 1-AMP.A ve Kiime
1-AMP.B olarak ii¢ alt kiimeye daha boliinmiistiir. Bu kiimelerde yer alan genlerin
fonksiyonlar1 Tablo 4.5, 4.6 ve 4.7’de listelenmistir. Tanimlanan 3 alt kiimede yer
alan genleri hedefleyen 5 sgRNA icin Olciilen kat degisim degerleri Sekil 4.14, 4.15
ve 4.16'da yer almaktadir.
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Tablo 4. 5 Kiime-1 Ortak grubunda yer alan genler ve fonksiyonlari.

GEN FONKSIYON REF. AMP.A | AMP.B
hemD | Uroporpihirinojen-Ill-sentaz | Alwan vd., X X
kodlar, tetrapirol 1989
biyosentezinde gorevlidir.
higA Ribozom bagimli mRNA Christensen- X X
interferaz toksini HigB'nin Dalsgaard
antitoksinini kodlar, cevresel | vd., 2010
stresle indiiklenir.
holD DNA polimeraz- III vy alt Xiao vd., X X
Uinitesini kodlar. 1993
rnhB RNA-DNA etkilesimlerini Hussein vd., X X
diizenleyen RNAaz HIII 2018
proteini kodlamaktadir.
yrfF RCs Sinyal Transdiiksiyon McDonald X X
Sistemini inhibe eden ic vd., 2012
membran proteinidir,
envelop stresiyle iliskilidir.
skp Periplazmik saperon de Cock vd., X X
proteinidir ve dis memran 1999

biyogenezinde islev goriir.
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Sekil 4. 14 Kiime-1 Ortak grubunda yer alan genleri hedefleyen 5 sgRNAnin kat

degisimi.
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Sekil 4. 14 Kiime-1 Ortak grubunda yer alan genleri hedefleyen 5 sgRNAnin kat

degisimi (devami).
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Tablo 4. 6 Kiime 1-AMP.A grubunda yer alan genler ve fonksiyonlari.

GEN FONKSIYON REF. AMP.A AMP.B
araB L-arabinoz degradasyonunda Reeder & X
gorevlidir. Schleif, 1991
can Karbonik anhidraz2 enzimini | Hashimoto & X
kodlar ve pCO2’de biiylime icin | Kato, 2003
gereklidir.
cydD L-sistein ve glutatyon Poole vd., X
transportudur, oksijenli 1993
solunumda sitokrom ¢
kompleksinin birlesiminde
etkilidir.
hda DNA replikasyonu tekrar Kato & X
baslatma inhibitoriidiir, hiicre Katayama,
boliinme dongiistini kontrol 2001
eder.
holC DNA polimeraz- III x alt Nonaka vd., X
initesini kodlar, replikasyon 2006
kompleksinin parcasidir.
PSSA Fosfotidil serin sentaz kodlar, Salamon vd., X

fosfolipid biyosentezinde yer
alan bazi enzimler etkilesime

girer.

2000
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Sekil 4. 15 Kiime 1-AMP.A grubunda yer alan genleri hedefleyen 5 sgRNAnin

kat degisimi.
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Sekil 4. 15 Kiime 1-AMP.A grubunda yer alan genleri hedefleyen 5 sgRNAnin

kat degisimi (devami).
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Tablo 4. 7 Kiime 1-AMP.B grubunda yer alan genler ve fonksiyonlari.

GEN FONKSIYON REF. AMP.A | AMP.B
| ClpXP ve CIpAXP proteaz Singh vd., X
clpX
P komplekslerinde gorevlidir. 2001
Stiksinil-diaminopimelat Du & X
dapE desiiksinilaz kodlar ve lizin | Lutkenhaus,
biyosentezinde yer alir. 2017
c L-metiyonil-tRNA (fMet)N- KAHN vd., X
mt
formiltransferaz kodlar. 1980
| A-Glu(UUC) kodlayan Paul vd., X
tT
8 tRNA’dir.. 2004
Rho-bagimli terminasyon ve Sullivan & X
nusG | antiterminasyonda gorevlidir. | Gottesman,
1992
SecYEG preprotein Bost & X
translokazinin bir bilesenidir, | Belin, 1995
secG
protein eksportunda
gorevlidir.
DUF2655 domain igeren Keseler vd., X
yceQ protein, fonksiyonu 2021

belirlenmemistir.
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Sekil 4. 16 Kiime 1-AMP.B grubunda yer alan genleri hedefleyen 5 sgRNAnin kat

degisimi.
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Sekil 4. 16 Kiime 1-AMP.B grubunda yer alan genleri hedefleyen 5 sgRNAnin kat

degisimi (devami).
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Sekil 4. 16 Kiime 1-AMP.B grubunda yer alan genleri hedefleyen 5 sgRNAnin kat

degisimi (devami).

Ampisilin harici diger antibiyotiklere diren¢ kazandirilan kloramfenikol,
doksisiklin, oksasilin ve spiramisin hiicrelerinde 5 genin ortaklasarak (lapB, mrdA,
mreD, rlmH, rsfS) ayr bir kiime olusturdugu tespit edilmistir. Bu genlerin timi
Kiime 2 olarak tanimlanmistir ve Tablo 4.8’de iligkili olduklar1 fonksiyonlar
listelenmistir. Sekil 4.17’de bu genleri hedefleyen 5 sgRNA icin hesaplanan kat

degisim degerlerinin gruplar arasindaki degisimi gosterilmistir.
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GEN FONKSIYON REE CHL.A CHL.B SPR.A SPR.B OXAA OXA.B DOX.A
LPS birlesme proteinidir, lapA
Klein vd.,
lapB ile membran proteinlerinin A X X X X X X
homeostazini regiile eder.
PBP2'yi kodlar. mrdB ile
Rohs vd.,

mrdA birleserek peptidoglikan 2018 X X X X

sentezini gerceklestirir.

Hiicre seklinin olusumunda
Hauser vd.,

mreD gorevlidir ve inhibisyonuyla 2019 X X X X

hiicre kiiresel hale gelir.

23S rRNA metiltransferaz
Ero vd.,
rlmH | kodlar. Ribozomla 23S rRNAnin 2008 X X X X X
etkilesimini saglar.
Ribozomal susturma faktoriidiir.
Hauser vd.,

rsfS Ribozomal alt iinitelerin 2019 X X X X X

birlesmesini engeller

Tablo 4. 8 Kiime 2 grubunda yer alan genler ve islevleri.
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Sekil 4. 17 Kiime 2 grubunda yer alan genleri hedefleyen 5 sgRNA'nin kat
degisimi.
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Sekil 4. 17 Kiime 2 grubunda yer alan genleri hedefleyen 5 sgRNA'nin kat

degisimi (devami).

Yabanil tip hiicrelerde biiylimeye fazla etki etmeyerek daha yiiksek kat degisim
degerleriyle ayirt edilen genler, antibiyotiklere adaptasyon kazandiran hiicrelerde
daha diisiik kat degisim degerleri gostererek hiicre biiyiimesinde 6nemli derecede
azalmaya sebebiyet vermistir. Bu genlerden dapE, fmt, hemD, yrfF (igaA), mrdA,
mrdB, mukB, parC ve pssA; toplamda 9 tanesi E. coli esansiyel gen veri setlerinde
zorunlu esansiyel olarak tanimlanmistir [50], [52] . Diger bircok genin esansiyel
olup olmadig: arastirmalar arasinda degisiklik gostermekte; bu nedenle sarta bagh
esansiyel olarak siniflandirilmaktadirlar [71]. araB, clpX, gltT, secG, skp ve
rfsSnin de inhibisyonu halinde hiicre biiylimesinde herhangi bir degisiklik
olmadig1 belirlenmistir, bu ylizden esansiyel olmayan genler sinifinda yer
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almaktadirlar [50], [52]. Ancak bu genler farkli antibiyotiklere direncli £. coli
hiicrelerinde diisiik kat degisimi gostererek yiiksek derecede hiicre biiylimesine
etki gostermistir. Yabanil tip hiicrelerde ayni etki goriilmedigi icin bu genlerin

adaptasyondan sonra daha 6nemli hale geldigi sonucu ¢ikarilmistir.

Elde edilen bu 28 genin gorev aldiklar1 metabolizma yollarn ve iligkili
fonksiyonlarda ortaklasma olup olmadig1 bakterilerin adaptasyon esnasinda
degistirdigi hiicresel davraniglar1 anlamak icin 6nemlidir. Bu amacla KOBAS
cevrimici aract kullanilarak ortaya c¢ikarilan genlerin zenginlesme analizi
yapilmistir [73]. Sonucgta en cok zenginlesen hiicresel faaliyetler sirasiyla; DNA
replikasyonu, lizin biyosentezi, yanlis eslesme tamiri, homolog rekombinasyon,
folat aracili tek karbon havuzu ve peptidoglikan biyosentezi olmustur. DNA
replikasyonuyla dogrudan baglantili olan holC, holD ve rnhB genlerinin varligi en
cok zenginlesen hiicresel yolun DNA replikasyonu olmasini saglamistir. Sekil

4.18’de KOBAS-I analizi sonucu gosterilmistir.
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1
DNA replikasyonu

Hatali baz eglesmesi tamiri
Homolog rekombinasyon

Tek karbonlu folat havuzu
Aminoagil tRNA biyosentezi

Beta laktam direnci

Peptidoglikan biyosentezi
Proteinin digari atilmasi

Bakteriyel sekresyon sistemi
Quorum algilama

Lizin biyosentezi

Porphirin ve klorofil metabolizmasi
Amino asit biyosentezi

Farkli gevrede mikrobiyal metabolizma
Gliserofosfolipid metabolizmasi
Glisin ve treonin metabolizmasi
ikincil metabolitlerin biyosentezi
Metabolik yollar

Nitrojen metabolizmasi

Pentoz ve glukuronat dontisimi

ABC transportlari

1
1

e J AN N I S N S _—

0.03

0.06

0.09

Zenginlesme Orani

0.12

0.15

0.18

Sekil 4. 18 Adaptasyondan sonra 6nem kazanan genlerin zenginlesme analizi

(p<0.05).

Antibiyotiklere adaptasyondan sonra 6nemi arttig1 tespit edilen genlerin birbiriyle

kurduklar fiziksel ve genetik interaksiyonlar STRING cevrim ici aracinda analiz

edilmistir [72]. Her bir gen ile benzer yollarda islev goren genler arasindaki

interaksiyon ag1 deneysel ve informatik yontemlerle belirlenmistir. Sekil 4.19’da

STRING analizi sonucu gosterilmistir. Bu genlerden ydD, yceQ, dapE, hda, araB,

can, higA, secG ve yrfF genlerinin diger genlerle iliskisi bulunmadig: tespit

edilmistir. Gii¢lii interaksiyon ag1 kuran genler ise DNA replikasyonuyla iligkili

holC, holD ve rnhB genleri (FDR 0.02) olmustur. Kirmizi ile renklendirilen

genlerin yakin zamanli bir calismada antimikrobiyal hedef olma potansiyeli tespit

edilmistir [77].
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Sekil 4. 19 Adaptasyondan sonra 6nem seviyesi artan genlerin interaksiyon agi

(FDR< 0.02).
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4.2 Sonug ve Oneriler

Bu tez calismasinda; farkli antibiyotiklere ALE deneyleri yapilan E. coli
bakterisinde CRISPRi tarama kullanilarak 6nemi artan genler saptanmuistir.
Arastirmanin  hipotezi; genom capinda CRISPRi tarama protokoliiniin
antibiyotiklere direncli bakterilerde uygulanmasi ile, adaptasyondan sonra hiicre
icin daha onemli hale gelen genlerin belirlenebilecegi fikrinden yola cikilarak

olusturulmustur.

Sonucta toplam 28 genin adaptasyondan sonra hiicre biiyiimesi icin daha 6nemli
hale geldigi belirlenmistir. Ozel olarak 4 gen; yrfF, mrdA, lapB ve rsfS en diisiik

kat degisim degerini gostermistir.

lapB farkli deney gruplarinda 6nemli hale gelmesi sebebiyle 6zel bir ilgi cekmistir.
Bu gen 4 deney grubunda en diisiik; ek olarak 2 deney grubunda da -2’den az kat
degisim degerini vermistir. lapB, hiicre duvarindaki lipopolisakkarit seviyelerini
LpxC regiilasyonuyla ayarlayan ve lipid A biyosentezini saglayan bir gendir [78].
LapA proteini ile aktivitesi, lipopolisakkarit birlesimi ve yerlesimini saglar [79].
Ayrica; ALE deneyleri sonrasinda bu gende tespit edilen LapBg;x mutasyonunun
kolistin varliginda bakteriyel uyuma katki sagladig tespit edilmistir [80]. Literatiir
ve elde ettigimiz deneysel verilere gore; lapB, bakterinin diren¢ kazanmasini
saglarken bakterinin bu gene olan bagimlilig1 artmistir. Elde edilen verilerde lapA
geninin OXA.A deney grubunda da 6nemli hale geldigi tespit edilmistir. Direng
saglayici etkisi, bakterinin bu gene bagimlili§inin artmasi ve direncli bircok grupta
en disiik kat degisim degerini vermesi lapB’nin direncli bakterilerde son derece
ozglin bir antibiyotik hedefi olma potansiyelini ortaya koyar. Nitekim, 2021
yilinda yapilan in silico bir calismada; lapB’nin hiicresel fonksiyonuna yardimeci

olan lapA geninin antimikrobiyal ila¢ hedefi oldugu belirlenmistir [77].

yrfF, i¢ zar proteinidir [81]. Bu genin aktivitesi dogrudan hiicre ceperi stresiyle
iligkilidir ve peptidoglikan bozunmasina yanit olarak oto-fosforilasyon
reaksiyonlarini tetikler [82]. Elde edilen verilerde ampisiline direncli iki hiicre
hattinda da en diisiik kat degisim degerini verdigi tespit edilmistir. yrfF geninin
baskilanmasi Res (Kapsiiler Sentez Diizenleyici) Sinyal Transdiiksiyon Sistemini

aktif hale getirir. Bu sistem de Ceper Stres Yanit Sistemini (ESRS) etkinlestirerek
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hiicre ceperinde olusan hasarlarin tamirini saglar [81]. yrfF’nin ampisilin gibi
peptidoglikan tabakasini hedefleyen ilaclara karsin direnc yollarinda yer almasi
beklenen bir sonuctur. Fakat bu genin hangi yollarla hiicreyi aktivitesine daha

bagimli hale getirdigi calisilmaya deger bulunmustur.

mrdA, kloramfenikol ve spiramisine direncli deney gruplarinda en disiik kat
degisim degerini vermistir. Bu gen peptidoglikan sentezinde gorevlidir [79].
Ampisilinin hedefi olan PBP2'i sentezler [83]. Fakat elde edilen verilerde
ampisiline direncli deney gruplarinda bu genin 6énemi artmamistir. Aksine, diger
4 grupta (CHL.A, CHL.B, SPR.A, SPR.B) 6nemli hale gelmesi ve bu gruplarin
peptidoglikan sentezini hedeflemiyor olmasi mrdA'nin kendi hiicresel
fonksiyonuyla ilintili olabilir. mrdA, hiicrenin ¢ubuk formu ya da kiiresel formunu
almasinda etkili oldugu icin; hiicre seklinin direncli bakterideki durumu ve
reglilasyonu bu geni Onemli hale getirmis olabilir. Hiicrelerin morfolojisini
degistirerek yuvarlak hale getirmesi ile antibiyotiklere diren¢ kazandigi
bilinmektedir [84]. Morfolojisini degistirmis olan direncli bakterilerin mrdA’ya

daha bagimli hale gelmesi miimkiin olabilir.

rsfS geni, SPR.B’de en diisiik kat degisim degerini vermistir. Bu gen 30S ve 50S
alt iinitelerin birlesmesini engeller ve translasyonu inhibe eder. Inaktivasyonu
halinde; hiicre, besinin zayif oldugu biiyiime kosullarina yavas uyum saglar.
Duragan fazda ise hiicre canhilig1 olumsuz etkilenir [85]. Onemli olarak rsfS'nin
hiicresel fonksiyonu ve bakteriyel metabolizma iliskili olabilir. Bakteriyel
metabolizmanin azaltilmas: diren¢ kazanma yollarindan biridir [86]. Bir biitiin
olarak, bakteri zengin besin ortamina tekrar uyum saglayamadan bu genin
inhibisyonu sonucu ribozomun asir1 aktive olmasi1 ve bakterinin aminoasit

dengesinin kaymasi gerceklesmis olabilir.

En cok goze carpan genleri anlamlandirdiktan sonra; belirlenen diger genlerin
fonksiyonlar1 ve adaptasyon sonra hiicre biiylimesindeki etkileri kiimeler halinde
tartisilacaktir. Bu amacla 2 farkli Kiime tanimlanmistir. Toplamda 19 genin yer

aldig1 Kiime 1 ise 3 alt kiimeye boliinerek aciklanmaistir.

Her iki hiicre hattinda da ortak olarak ampisiline adaptasyondan sonra 6nem

kazanan genler hemD, higA, holD, rnhB, yrfF ve skp olarak Kiime 1-Ortak
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grubundadir. Tetrapirol biyosentezinde gorevli olan hemD geni hiicre biiytimesi
icin esansiyeldir [87]. Aktivitesi ¢ok iyi calisilmayan bu gen hem operonunda yer
almaktadir. S. aureus’ta aminoglikozit direnciyle ilintili olarak hem operonundaki
genlerde mutasyon varlig: tespit edilmistir [88]. Bu durum E£. col/i 'nin ampisiline
adaptasyonuyla da iliskili olabilir. Cevresel stresle indiiklenen higA geni ise HigB
proteinin sebep oldugu hiicre 6limiinii azaltici etkiye sahiptir [89]. Toksin-
antitoksin sistemi ile biofilm olusumunu indiikleyerek antibiyotik direncinin
yayilmasinda ve evriminde ¢ok 6nemli bir rol oynar [90]. higA’'nin adaptasyondan
sonra Onemli hale gelmesi toksin-antitoksin sisteminin yeniden diizenlenmis
olmasiyla baglantili olabilir. Onemli olarak dogrudan DNA replikasyonunda
gorevli holD geni DNA polimeraz III kompleksinin bir parcasidir [82]. Bu genin
ampisiline adaptasyondan sonra énem kazanmasi hiicrenin béliinme doéngiisiinii
yeniden diizenliyor olabilecegine isaret eder. Benzer sekilde, RNAaz aktivitesiyle
DNA'’ya yanlis baglanan RNA primerlerini ayiran rnhB geni, riboniikleotit ekzisyon
tamiri fonksiyonuyla replikasyon siirecinde etkindir [91]. skp geni ise periplazmik
saperondur ve 0zellikle OmpA proteinlerinin dogru sekilde katlanmasinda aktiftir
ve membran biyogeneziyle iligkilidir [92]. Bu genler ve fonksiyonlari goz oniinde
bulunduruldugunda; peptidoglikan biyosentezini inhibe eden ampisiline
direncten sonra hiicrenin membran biyogenezinin yeniden sekillendirmesi ve

hiicre boliinmesine devam etmek icin tamir yollarini aktive etmesi muhtemeldir.

Sadece AMP.A grubunda diisiik kat degisim degerleri veren 6 gen arasindan cydD,
hda, holC ve pssA geni ve fonksiyonlar1 da dikkat cekicidir. cydD geni oksijenli
solunumda énemli bir role sahiptir. Inhibisyonu halinde E. coli¥i oksidatif stres ve
aminoglikozitlere duyarli hale getirdigi tespit edilmistir [93]. Ayrica bu gen
glutatyon transportunda gorevlidir [94]. Bu genin inhibisyonu sonucu periplazmik
glutatyon iceriginin azaldigi ve CpxR ve SoxS'nin katilimiyla acrAB-tolC
ekspresyonunun arttig1 rapor edilmistir [95]. Nihayetinde, cydD geni oksijenli
solunumdaki kritik rolii ve antibiyotik direncinin 6énemli bir siiriiciisii olan efluks
pompalariyla iligkisi sebebiyle arastirilmasi gereken bir diger gendir. Onemi artan
hda geni ise DNA replikasyonu baslangicini kontrol eder [96]. Asir1 ekspresyonu
halinde membran gecirgenligi ve SOS yaniti indiiklenmesini inhibe ettigi de

belirlenmistir [97]. hda, rnhB, holC ve holD genleri ile birlikte diistintildiigiinde
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ampisiline adaptasyondan sonra hiicrenin biiylime dongiisiinii regiile ederek
diren¢ kazandig1 distintilmektedir. Son olarak pssA geni fosfotidilserin
sentezinden sorumludur ve [98] asir1 ekspresyonun, sisomisin direncinin
artmasina neden oldugu da rapor edilmistir [99]. Glikofosfolipid biyosentezinde
yer alan ve antibiyotik direnciyle dogrudan iliskisi olan pssA geninin, hiicre
membrani icerigini diizenleyerek ampisiline adaptasyondan sonra 6énem kazandigi

distiniilmektedir.

AMP.B grubunda 6nemi artan genlerden clpX ve dapE’'nin fonksiyonlar1 bakteriyel
hiicre zarinin modiilasyonunda kritik birkac role sahip olarak 6ne cikmaktadir.
Katlanmayan proteinlerin hidrolizi ve translokasyonunda gorev alan clpX geninin
E. coli 'min duragan faza adaptasyonunda etkin roller iistendigi belirlenmistir
[100]. Ayrica ekstrasitoplazmik stres yanitini indiiklemek icin sigma-E'yi serbest
birakarak RseA-sigma-E yikiminin son adimlarina katilir [101]. Bu stres yanitinin
ekspresyonunu diizenledigi sistemlerle antibiyotik direnciyle iligkisi rapor
edilmistir [102]. Elde edilen veriler ve literatiirdeki bilgiler degerlendirildiginde;
onemi artan clpX geni ekstrasitoplazmik stres yanitin1 indiikleme roliiyle
bakterinin adaptasyonunu saglamis olabilir. Esansiyel dapE geni ise glikofosfolipid
metabolizmasindaki ara basamak roliiyle hiicre membrani sentezinde islev goriir
[103]. Z halkas1 olusumunda etki gostererek de hiicre boliinmesinde aktiftir
[104]. Onemli olarak; dapEnin bakteriyel membrani olusturan temel bilesenin
sentezinde ara basamakta yer alisi ve dogrudan boliinmeyle iligkili aktivitesi,

hiicre zarina etki eden ampisiline kars: stres yanitiyla baglantili olabilir.

Kloramfenikol, doksisiklin, oksasilin ve spiramisin antibiyotiklerine direncli hiicre
hatlarinda 6nem kazandigi belirlenen 5 gen lapB, mrdA, mreD, rlmH ve rsfS;
Kiime 2 icinde ayrica tartisilmistir. Bu genlerden lapB, mrdA ve rsfS farkh
gruplarda en disiikk kat degisim degerlerini vermeleri sebebiyle yukarida
tartisilmistir. Ayrica, mrdA, rlmH ve rsfS genlerinin ayri1 operonda yer aldigi tespit
edilmistir. Bu operonda yer alan rlmH geni, metilasyon reaksiyonuyla rRNA
prosesinde yer alir [105]. Oksasiline adaptasyondan sonra 6nemi artmayan rlmH
geni, diger ribozomu hedefleyen tiim hiicre hatlarinda diisiik kat degisim degerleri
gostermistir. Ribozomla 23S rRNA'nin etkilesimini saglayan bu genin protein

senteziyle iliskili ara yollar1 yeniden diizenleyerek bakteriye avantaj sunuyor
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olabilecegi yargisina varilmistir. Ayni operonda yer almalari sebebiyle bu genlerin
gosterdigi diisiik kat degisimi degerlerinin polar ve ters polar etkiyle iliskili
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Fakat; ayn1 operondan eksprese olan rlpA geni diisiik
kat degisim degerlerine sahip degildir. Ayni zamanda rlpA geni de hiicre biiytimesi
ve morfolojisiyle ilgili fonksiyonlara sahiptir [106]. rlpA geninde de diisiik kat
degisim  degerlerinin  goriilmesi  beklenirken sonucglar bu  bekletiyi
dogrulamamistir. Bunun nedeninin, genin ilgili operonun asagi akis bolgesinde
lokalize olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Sonug olarak, bu operonda
yer alan genlerden 3’tinlin islevi hiicre sekliyle; 2’si ribozomla iligkilidir.
Ribozomal diizenlemelerin ve hiicre seklinin antibiyotik direnci icin kritik oldugu
bilgisi literatiirde halihazirda yer almaktadir [107]. Bu operonda yer alan genlerin
en disiik kat degisimi gosterenlerden olmasi ve hiicresel fonksiyonlar: birlikte
disiiniildiigiinde; ileri analizlerin yapilarak goriilen bu etkinin asil sebebinin

tespit edilmesi 6nemli bulunmustur.

Kiime 2’de yer alan bir diger gen mreD’dir. Hiicre zar1 kompleksinin bir parcasi
olan mreD geni hiicre sekline karar verir. PBP’lerin formasyonunu regiile eder ve
inhibisyonuyla hiicrenin aldig: kiiresel form, lizize sebep olur [108]. Yukarida da
belirtildigi iizere bakteriyel zarin formu antibiyotik direnciyle siki sekilde
bagintilidir [84]. Fakat; hiicre membraniyla iliskili bu genlerin ribozomu inhibe
eden antibiyotiklere adaptasyondan sonra 6neminin artmasi dikkat cekicidir. Bu
durum, bakterinin adaptasyonuna aracilik eden hiicresel yollarin en

onemlilerinden birinin hiicre zariyla iligkili olabilecegini gostermektedir.

Farkli antibiyotiklere adaptasyondan sonra bakteri icin énemli hale geldigi tespit
edilen bu 28 genin interaksiyon ag:1 (Sekil 4.19) incelendiginde; Kiime 2’de yer
alan genlerin birbirleriyle siki bir iliski icinde oldugu goriilmiistiir. Bu kiimede yer
alan genlerden 3’ii ayni operonda yer almaktadir. Bu da interaksiyon seviyesini
artirir. Ayrica Kiime 2’de yer alan genlerin ribozomla ve hiicre sekliyle iliskili
fonksiyonlar birlikte ele alindiginda bir biitiin olarak heniiz bilinmeyen bir gorev
yaptiklar diisiiniilebilir. Bu operon bakterinin stres sonrasi hiicresel faaliyetlerini

siirdiirmesinde 6nemli bir rol {istleniyor olabilir.
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Interaksiyon aginda cydD, yceQ, dapE, hda, araB, can, higA, secG ve yrfF
genlerinin diger genlerle iliskisi bulunmadig1 tespit edilmistir (Sekil 4.19). Onemli
olarak, bu genler sadece ampisiline adaptasyondan sonra o6nem kazanan
genlerdir. Bu sonug, ampisiline adaptasyondan sonra bu genlerin farkli hiicresel
faaliyetleri yerine getirmek icin bireysel genler araciligiyla diizenlendigi veya
genlerin Dbirbiriyle uzakta olsa etkilesim kurmasindan kaynakli oldugu

distiniilmektedir.

Adaptasyondan sonra hiicre icin daha 6nemli hale gelen 28 genin zenginlesme
analizi; en c¢ok zenginlesen hiicresel faaliyetlerin DNA replikasyonu, lizin
biyosentezi, yanlis eslesme tamiri, homolog rekombinasyon, folat aracili tek
karbon havuzu ve peptidoglikan biyosentezi oldugu tespit edilmistir. DNA
replikasyonu ve yanlis eslesme tamirinin en ¢ok zenginlesen yollar olmas: dikkat
cekicidir. Literatiirde bakterilerin antibiyotiklere direncli hale gelmek icin biiytime
hizin1 azalttig1 ve replikasyon dongiistinti tekrar diizenledigi bilgisi yer almaktadir
[109]. Bu durum bu tez c¢alismasinda kullanilan Beta laktam ve protein sentezi
inhibitorti antibiyotikler icin de deneysel olarak ispatlanmistir [110], [111].
Ayrica; bakteriler, hiicre hasar aldiginda boliinmeyi yavaslatarak ya da durdurarak
DNA’y1 tamir etmek iizere farkl stres yanitlarini indiikler [112]. Kromozomun
replikasyonu ve SOS yanit1 bu diizenleyici yollar arasinda en iyi bilinenlerdendir
[113]. Belirlenen listede zenginlesen DNA replikasyonu ve yanlis eslesme tamiri
bu bilgileri destekler niteliktedir. Sonuc olarak; hiicre antibiyotige direncli hale
gelirken ikilenme siiresini kisaltmak ve meydana gelen hasarlari tamir etmek

amaciyla biiyime dongiistint diizenliyor ve DNA'y1 tamir ediyor olabilir.

Antibiyotik direnciyle miicadele icin sadece direncli bakterilerin 6lmesini
saglayacak hedefler oldukca oOnemlidir. Direncli bakterilerin hedeflenmesi
antibiyotik diren¢ determinantlarinin yayilmasini azaltabilir ve halihazirda duyarh
bakterileri Oldiirebilen antibiyotiklerin etkisini artirabilir. Literatiirde direncin
yayilmasini 6nlemek icin yalnizca direncli bakterileri hedefleyen antibiyotiklerin
kesfi ilizerine arastirmalarin yapilmasi gerektigi Onerilmistir [114]. Bu tez
calismasinda farkli antibiyotiklere adaptasyondan sonra 6nemli hale geldigi tespit
edilen genler bu hususta biiytiik bir potansiyel tasimaktadir. Bu genlerin CRISPRi

aracili hedeflenmesi yabanil tipte hiicre biiylimesini gorece azaltmazken mutant
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bakterilerde anlamli derecede biiyiime kusuru olusturmustur. Boylece bu genleri
hedefleyecek cesitli inhibitér molekiiller, sadece mutant tip bakteriyi 6ldiirerek
bakteriyel direnci zayiflatabilir. Belirlenen genlerden 7’si (higA, yrfF, hemD, holD,
lapA, mreD ve mukB) yakin zamanl in silico bir calismada antimikrobiyal ilag¢
hedefi aday1 olarak gosterilmistir [77]. Bu genlerin patojenler arasinda korunmus
dizileri, hiicre icindeki konumlar1 ve mikrobiyata ile uyumu diger genlerden 6ne
cikmalarin1 saglamistir. Bu tez calismasinin elde ettigi veriler 1s181nda;
adaptasyondan sonra Onemi arttig1 tespit edilen genler ve hedeflenebilir

ozelliklerini ortaya koyan yakin zamanli ¢calisma birbirini tamamlayici niteliktedir.

Kiime 1 ve 2‘de incelenen bu genleri hedefleyen 5 sgRNA’nin kat degisim grafikleri
incelendiginde bazi sgRNA’larin digerlerinden daha farkli degerler verdigi tespit
edilmistir. Bu durum sgRNA’larin genin hangi pozisyonuna tamamlayici olusuyla
ya da hedef dis1 etkilerle iliskili olabilir. Ayrica yapilan analizleri de etkileyebilir.
Fakat her bir gen icin 5 sgRNA kullanimi ve degerlerin medyaninin alinmasi bu
etkiyi minimize et ektedir. Ornegin; 1 sgRNA digerlerine nazaran c¢ok diisiik
degerler vermesine ragmen, o geni hedefleyen 5 sgRNA arasinda minimum deger
olacagi icin medyan degeri etkilemez. Boylelikle bu azaltici etkilerin varligi
yapilan analizlere olan giiveni artirir. Ek olarak; bu calismada laboratuvar
ortaminda direncli hale getirilen suslar kullanmistir. Elde edilen veriler klinik
izolatlardaki antibiyotik direnci siirecini dogrudan modellemese de calismanin
birden cok antibiyotikle yapilmis olmasi ve deney sonucunda bazi genlerin farkli
gruplarda ortaklasmis olmasindan dolay1 gercegi yiiksek oranda yansittig

distiniilmektedir.

Bu tezin devam eden calismalarinda; antibiyotiklere adaptasyondan sonra 6nemi
arttig1 tespit edilen 28 genin hiicre biiyiimesine gosterdigi etkiyi direkt
yontemlerle ispat etmek iizere; bu genleri hedefleyen tekli sgRNA’larin transforme
edilecegi YT ve MT LCE-75 hiicrelerinde ikiye katlanma siiresi ve koloni sayimi
deneyleri gerceklestirilecektir. Ayrica gen ifadesi seviyesinin azaldigini teyit
edecek kantitatif PZR tekniginin uygulanmasiyla da verilerin dogrulugu
desteklenecektir. Ek olarak gen ifade seviyesini artiracak CRISPRa sistemi
tasarimiyla ters tamamlayict yaklasim uygulanarak hiicre biiyiimesi ve genin

ekspresyonu arasindaki iliski incelenecektir. Ayrica; gen ifadesinin azaltilmasi

95



hedeflenirken birkac sgRNA’da pozitif kat degisim degerleri tespit edilmistir. Bu

sonucun, ileri analizler yapilarak degerlendirilmesinin de gereklidir.
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A

EKLER

Bu tez calismasinda kullanilan MATLAB komutlari islem sirasina gore asagidaki
gibi verilmistir:

%1.sgRNA okuma sayisi

load
mask=1:20;
maske=[1;

for i=1:(20-sizeofhash+1)
maske(i,:)=mask(i:(i+sizeofhash-1));

end

carpan=4.~[(sizeofhash-1):-1:0];
carpan=repmat(carpan,size(maske,1),1);

fclose all
file=fopen('WTA-TO_S1_L001_R1_001.fastq')
z=1;

reads=1000000000x4 ;

tic

MAPPED=zeros(reads/4,2, 'uintl6');

counts=zeros(21416,4, 'uintl6"');
%counts(amaxind, 4)=0;
indexx=0;
for i=l:reads
t=fgetl(file);

if t==-1
break

end

try

if (rem(i-2,4)==0)

Lines=t(26:45);
a=sum(repmat(Lines,21416,1)==sequence,?2);
[amax,amaxind]=max(a);

if amax==20

counts(amaxind,1)=counts(amaxind,1)+1;
z=z+1;

end

end
end

end
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toc

genename=genename’ ;

counts=counts(:,1);
counts=mat2cell(counts(:,1),ones(size(counts,1),1));
Excell=[genename, counts];

save('counts', 'counts"')
xlswrite('WTA_T0O_S1_L001.xls',Excell)

save('Excell', '"Excell")

%2.raw data histogrami

load raw_data.mat
rawvalues=table2array(raw_data(:,2:25));
load CDataCopy.mat

load experimentler.mat

figure(1)

for i=1:24

subplot(6,4,1)

histogram(rawvalues(:,i),50,

'BinMethod', 'scott"', 'EdgeColor',CDataCopy(i,:), 'FaceColor',CDataCopy(i
yi))

title(experimentler{i}, 'FontWeight', "bold")

xlabel ('Ham Okuma Sayisi', 'FontWeight', 'bold', 'FontSize',8)
ylabel ('Frekans(50)"', 'FontWeight', 'bold', 'FontSize',8)
axis([0 2000 0 2000])

xlim ([-100 3000])

ylim ([0 1600])

end

%3.Datadan anlamsiz verilerin ¢ikarilmasi
load raw_data.mat

%%1-——1IF T20==0, T20==1;
toDelete=raw_data. ("YT.A T20") ==0;
raw_data(toDelete,3)={1};
toDelete=raw_data. ("YT.B T20") ==0;
raw_data(toDelete,5)={1};
toDelete=raw_data. ("AMP.A T20") ==0;
raw_data(toDelete,7)={1};
toDelete=raw_data. ("AMP.B T20") ==0;
raw_data(toDelete,9)={1};
toDelete=raw_data. ("CHL.A T20") ==0;
raw_data(toDelete,11)={1};
toDelete=raw_data. ("CHL.B T20") ==0;
raw_data(toDelete,13)={1};
toDelete=raw_data. ("DOX.A T20") ==0;
raw_data(toDelete,15)={1};
toDelete=raw_data. ("DOX.B T20") ==0;
raw_data(toDelete,17)={1};
toDelete=raw_data. ("OXA.A T20") ==0;
raw_data(toDelete,19)={1};
toDelete=raw_data. ("OXA.B T20") ==0;
raw_data(toDelete,21)={1};
toDelete=raw_data. ("SPR.A T20") ==0;
raw_data(toDelete,23)={1};
toDelete=raw_data. ("SPR.B T20") ==0;
raw_data(toDelete,25)={1};

%%2———I1F T0<20, REMOVE
rawdata=table2array(raw_data(:,2:end));
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silinecek=(sum(rawdata(:,1:2:end)<20,2));
dropout=raw_data(logical(silinecek),:);
raw_data(logical(silinecek),:)=[]; %21145
read_counts(3,:)=sum(table2array(raw_data(:,2:end))); %21148

%%DROP OUTLARI ALALIM
dropout_gen=unique(dropout(:,1));
dropout_gen= string (table2cell(dropout_gen(4:end,:)));

yuzde=(257/21416) %100 %1.2

%4. 5/5+ sgRNA'larin c¢ikarilmasi
ALL_GENE (:,1)=table2cell (raw_data(:,1));
genlistesi(:,1)=unique(ALL_GENE (:,1));
raw_data.TwentySixthColumn = zeros(21148,1);
for j=l:size(genlistesi,1)
elimdekigen=genlistesi(j,1);
x=ismember (ALL_GENE(:,1),elimdekigen);
sum_x=sum(x) ;
raw_data.TwentySixthColumn (x)=sum(x);
end
silinecek=find(raw_data.TwentySixthColumn<5);
dropout=raw_data(silinecek,:);
raw_data(silinecek, :)=[]; %19589

%sokuma sayisi bar grafigi

load total_count.mat
samples=string(raw_data.Properties.VariableNames(2:25));
samples=categorical(samples);

figure(2)

W=bar(samples, totalcount, 'FaceColor', 'flat"')
title('sgRNA Okuma Sayisi/Deney

Grubu', 'FontWeight', 'bold', 'FontSize',14)

xlabel ('Deney Gruplari', 'FontWeight', 'bold')
ylabel('sgRNA Okuma Sayisi', 'FontWeight', 'bold")

%% 5. normalizasyon
cd('/Users/dilan/Desktop/THESIS_ANALYZE/COUNT_EXCELL"')
load raw_data.mat
rawdata=table2array(raw_data(:,2:end));
norm_data=rawdata./mean(rawdata);
cd('/Users/dilan/Desktop/THESIS_ANALYZE')

load CData.mat

load samples.mat

figure(3);

subplot(2,1,1)
boxplot(log(rawdata),samples, 'BoxStyle', 'filled', 'OutlierSize',4, 'Colo
rs', CData, 'Symbol',"")

xlabel ('Deney Gruplari', 'FontWeight', 'bold')

ylabel('log(ham okuma sayisi)', 'FontWeight', 'bold')

title('Ham veri', 'FontWeight', 'bold', 'FontSize',14)

ylim([3 10])

subplot(2,1,2)
boxplot(log(norm_data),samples, 'BoxStyle', 'filled', 'OutlierSize',4, 'Co
lors', CData, 'Symbol',"'")

xlabel ('Deney Gruplari', 'FontWeight', 'bold')

ylabel('log(normalize okuma sayisi)', 'FontWeight', 'bold"')
title('Normalize edilmis veri', 'FontWeight', 'bold', 'FontSize',14)
ylim([-4 3])
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%6. Roc grafigi
%%1.mean (WT)
cd('/Users/dilan/Desktop/THESIS_ANALYZE/COUNT_EXCELL"')
load normalize_data.mat
WT=normalize data(:,1:5);
%SMEDIAN LOG2FC
WT_gene=table2cell(unique(WT(:,1)));
all_gene=table2cell(WT(:,1));
for j= l:size(WT_gene, 1)
elimdekigen=WT_gene(j);
ind=1;
FC_list=[1;
for i=l1l:size(all_gene,1)
if isequal(all_gene(i),elimdekigen)
FC_list(ind)=FC(i,1);
ind=ind+1;
end
end
WT_gene{j,2}=median(FC_1list);

]
end
%%2 . TRADIS
cd('/Users/dilan/Desktop/THESIS_ANALYZE')
load tradis_table.mat
TRADIS=table2cell(TRADIS table);
%SEPERATE TRADIS DATA
esansiyel= {};
esansiyel{1}="true',esansiyel{2}="false’;
ES_TRADIS={};
ind=1;
for j=1:size(TRADIS,1)
if isequal (TRADIS(j,2:3),esansiyel)
ES_TRADIS {ind,1}=TRADIS{j,1};
ind=ind+1;
end

]

end %358

nonesansiyel= {};

nonesansiyel{1}='false',nonesansiyel{2}="true’;

NONES_TRADIS={};

ind=1;

for j=1:size(TRADIS,1)
if isequal (TRADIS(j,2:3),nonesansiyel)
NONES_TRADIS {ind,1}=TRADIS{j,1};
ind=ind+1;
end

]
end %3793
%3.WT VS TRADIS

= [-8:0.1:4];
TRADISvsWT=[];

X o®

for k = 1:size (X,2)

tic
potential_essential= find (Median_Data(:,1) < X(k) );
ES_WT = WT_gene (potential_essential,l);
potential_nonessential= find (Median_Data(:,1) > X(k)
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NONES_WT = WT_gene (potential_nonessential,1);

%TP
TP=0;
for j=1:size(ES_TRADIS, 1)
elimdekigen=ES_TRADIS{j};
Buldu=0;
for i=1:size(ES_WT,1)
if ~isempty(strfind(ES_WT{i},elimdekigen))
Buldu=1;
end
end
TP=TP+Buldu;
end

%TN

TN=0;

for j= 1: size (NONES_TRADIS,1)

elimdekigen=NONES_TRADIS {j};

Buldu=0;

for i=l:size (NONES_WT,1)

if ~isempty (strfind (NONES_WT{i},elimdekigen))
Buldu=1;

end

end
TN= TN+Buldu;
end

%FN
FN=0;

for j= 1: size (ES_TRADIS,1)

elimdekigen=ES_TRADIS {j};

Buldu=0;

for i= 1: size (NONES_WT,1)
if ~isempty (strfind (NONES_WT{i},elimdekigen))

Buldu=1;

end

end

FN= FN+Buldu;

end

%FP
FP=0;

for j= 1: size (NONES_TRADIS,1)
elimdekigen=NONES_TRADIS {j};

Buldu=0;

for i= 1: size (ES_WT,1)

if ~isempty (strfind (ES_WT{i}, elimdekigen))
Buldu=1;

end

end

FP= FP+Buldu;

end

TPR= TP/ (TP+FN)
FPR= FP/(FP+TN)
PPV= TP/ (TP+FP);
FDR= FP/(FP+TP);

.
14
.
14
14
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TRADISVSWT(1,k)=TP;
TRADISvsWT(Z,k)-TN
TRADISVSWT(3, k)=F
TRADISvVSWT(4,k)=F
TRADISVSWT (5, k) TPR
TRADISVSWT (6, k)=FPR;
TRADISVSWT (7, k)=PPV;
TRADISvVSWT (8, k)=FDR;
toc

end

figure(1);

plot (TRADISvVSWT(6,:), TRADISvsSWT(5,:), 'LineWidth',3, 'Color', [0 0.4470
0.7410]);

legend('AUC= 0.9096', 'Location', 'southeast"')

hold on

loglog([-0.1,1.1],[-0.1,1.1],'—", 'LineWidth',0.1, 'Color"', [0 @ @])
hold off

xlabel('Yanlis Pozitif Orani', 'FontWeight', 'bold', 'FontSize',14);
ylabel('Dogru Pozitif Orani', 'FontWeight', 'bold', 'FontSize',14);
axis square

title ('Tradis ile YT Veri Setinin
Karsilastirmasi', 'FontWeight', 'bold', 'FontSize',16);

xlim ([-.05 1.05])

ylim ([-.05 1.05])

%AUC

AUC_WT=trapz(TRADISvsSWT(6,:), TRADISvSWT(5,:));

%%ECOGENE
load ecogene_essential
load ecogene_nonessential

= [-8:0.1:4];
ECOGENEvsWT=[];

for k = 1:size (X,2)

tic
potential_essential= find (Median_Data(:,1) < X(k) );
ES_WT = WT_gene (potential_essential,l);

potential_nonessential= find (Median_Data(:,1) > X(k) );
NONES_WT = WT_gene (potential_nonessential,1l1);

%TP
TP=0;
for j=1:size(ES_ECO0,1)
elimdekigen=ES_EC0{j};
Buldu=0;
for i=1:size(ES_WT,1)
if ~isempty(strfind(ES_WT{i},elimdekigen))
Buldu=1;
end
end
TP=TP+Buldu;
end

%TN
TN=0;
for j= 1: size (NONES_ECO,1)
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elimdekigen=NONES_ECO {j};

Buldu=0;

for i=l:size (NONES_WT,1)

if ~isempty (strfind (NONES_WT{i},elimdekigen))
Buldu=1;

end

end
TN= TN+Buldu;
end

%FN
FN=0;

for j= 1: size (ES_ECO,1)

elimdekigen=ES_ECO {j};

Buldu=0;

for i= 1: size (NONES_WT,1)
if ~isempty (strfind (NONES_WT{i},elimdekigen))

Buldu=1

end

end

FN= FN+Buldu;

end

%FP
FP=0;

for j= 1: size (NONES_ECO,1)
elimdekigen=NONES_ECO {j};

Buldu=0;

for i= 1: size (ES_WT,1)

if ~isempty (strfind (ES_WT{i}, elimdekigen))
Buldu=1;

end

end

FP= FP+Buldu;

end

TPR= TP/ (TP+FN
FPR= FP/(FP+TN
PPV= TP/ (TP+FP
FDR= FP/(FP+TP

~— — ~— ~—

l
l
l
l

ECOGENEvVSWT
ECOGENEvVSWT
ECOGENEvVSWT
ECOGENEvVSWT
ECOGENEvVSWT
ECOGENEvVSWT
ECOGENEvVSWT
ECOGENEvVSWT

TP

TPR
FPR;
PPV;
FDR;

PRy

1,k)-
2,k)=T
3,k)=F
4,k)=F
5,k)
6,k)=
7,k)=
8,k)=

toc
end

figure(2);

plot (ECOGENEvVSWT (6, :),ECOGENEVSWT(5,:), 'LineWidth',3, 'Color', [0 0.4470
0.7410]);

legend('AUC= 0.8877', 'Location', 'southeast")

hold on

loglog([-0.1,1.1],[-0.1,1.1],'—", 'LineWidth',0.1, 'Color"', [0 @ @])
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hold off

xlabel('Yanlis Pozitif Orani', 'FontWeight', 'bold', 'FontSize',14);
ylabel('Dogru Pozitif Orani', 'FontWeight', 'bold', 'FontSize',14);
axis square

title ('EcoGene ile YT Veri Setinin
Karsilastirmasi', 'FontWeight', 'bold', 'FontSize',16);

xlim ([-.@05 1.05])

ylim ([-.05 1.05])

%SAUC
AUC_WT2=trapz (ECOGENEvVSWT (6, : ) ,ECOGENEVSWT(5,:));

%7. Verilerin islenmesi

load normalize_data.mat
normvalues=table2array(normalize_data(:,2:25));
load CData2.mat

load experiments.mat

%%t0 t20

figure(1)

for i=1:12

subplot(3,4,1)

loglog( normvalues(:, (ix2-
1)),normvalues(:,(ix2)),"'."', 'Color',CData2(i,:))
hold on

loglog([10~-3,1073], [10~-3,1073],'-", 'Color"', 'k")
title(experiments{i}, 'FontWeight', 'bold")

xlabel ('T@', 'FontWeight', 'bold")

ylabel ('T20', 'FontWeight', 'bold')

axis square

ylim ([0 10])

xlim ([0 10])

end

%L0G2(T20./T0)

FC_data=normalize_data(:,1);

ind=1

for i= 2:2:24
FC(:,ind)=1log2(normvalues(:,i)./normvalues(:,i-1));
FC_data(:,ind+1)=table(FC(:,ind))
ind=ind+1
i

end

writetable(FC_data, 'FC_data.xlsx');

%Dag1lim

figure(2)

for i=1:12

subplot(3,4,1)
histogram(FC(:,i), 100, 'BinMethod"', 'scott', 'EdgeColor',CData2(i,:), 'Fac
eColor',CData2(i,:))

title(experiments{i}, 'FontWeight', 'bold")
xlabel ('Kat Degisimi', 'FontWeight', 'bold"')
ylabel ('Frekans(100)', 'FontWeight', 'bold")
axis 'square'

xlim ([-5 5])

end

%MEDIAN LOG2(katdegisimi)
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GENELIST=table2cell(unique(FC_data(:,1)));
SGRNA=table2cell(FC_data(:,1));

for k=1:12
for j=1:size(GENELIST,1)
gen=GENELIST(j);
ind=1;
FC_list=I[];
for i=1l:size (SGRNA,1)
if isequal(SGRNA(1i),gen)
FC_list(ind)=FC(i,k);
ind=ind+1
end
end
GENELIST{j,k+1}=median(FC_list);
]
end
k
end

writecell1(GENELIST, 'GENELIST.x1lsx"');

MedianData=double(cell2mat (GENELIST(:,2:13)));
GENSAYISI=[1:size(GENELIST,1)];

figure(3)

for i=1:12

subplot(3,4,1)

plot( GENSAYISI,MedianData(:,i),'."','Color',CData2(i,:))
title(experiments{i}, 'FontWeight', 'bold")

xlabel ('Genler', 'FontWeight', 'bold"')

ylabel ('Median log2FC Degeri', 'FontWeight', 'bold")
axis square

ylim ([-5 5])

end

%s0nemi artan genlerin belirlenmesi
load GENELIST.mat

%wtda -1lden az
DENEME(:,1)=cell2table(GENELIST(:,1));

for i=2:13

DENEME(:,i)=table(double(cell2mat (GENELIST(:,1))));
end

toDelete=DENEME. ("Var2")<-1;%wta
DENEME (toDelete, :)=[1;

toDelete=DENEME. ("Var3")<-1;%wtb
DENEME (toDelete, :)=[1;

listeler={}

k=1;

for i=4:13
ind=find(table2array(DENEME(:,i))< -2);
listeler{1l,k}=table2cell(DENEME(ind,:));
k=k+1;

i

end
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%%heatmap;

load genler.mat

load experiments.mat
FC=double(cell2mat(genler(:,2:13)));
genes=(genler(:,1))"

figure(1);

h = heatmap(experiments, genes,FC);
h.Title = 'Heatmap';

h.XLabel 'Deney Gruplari';
h.YLabel = Onemi Artan Genler';

AMP=union(listeler{1,1}(:,1), listeler{1,2}(:,1));
CHL=union(listeler{1,3}(:,1), listeler{1,4}(:,1));
DOX=union(listeler{1,5}(:,1), listeler{1,6}(:,1));
0XA=union(listeler{1,7}(:,1), listeler{1,8}(:,1));
SPR=union(listeler{1,9}(:,1), listeler{1,10}(:,1));

.
L

.
L

load amp
load chl
load dox
load oxa
load spr

%%heatmap;

a=table2array(amp(1:5,2:13));

bar ((a)"')

figure(4); bar ((a)')

name =

{'WTA'; 'WTB"'; 'AMPA"'; 'AMPB"'; 'CHLA"'; 'CHLB"'; 'DOXA"'; 'DOXB"'; 'OXAA'; 'OXAB"';"
SPRA'; 'SPRB'};

set(gca, 'xticklabel',name)

title('genes {i}")
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