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OZET

YUKSEK LISANS

Schizosaccharomyces pombe’de GUA1 GENININ KNOCK-OUT TEKNIGI iLE
DELESYONA UGRATILMASI

Merve YILMAZER

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Danisman : Yrd. Do¢. Dr. Semian KARAER UZUNER

Bu ¢alismada tek hiicreli ve dkaryotik bir model organizma olan Schizosaccharomyces
pombe’de guanozin monofosfatin (GMP) de novo biyosentezinin ilk asamasini
katalizleyen inozin monofosfat dehidrogenaz (IMPDH) enzimini sifreleyen gual
geninin “knock-out” teknigi ile delesyona ugratilmasi amaglandi.

Schizosaccharomyces pombe’de PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) temelli gen
hedefleme yontemi esas alinarak PCR teknigiyle “knock-out” kaseti olusturuldu ve bu
kaset Schizosaccharomyces pombe'ye transforme edildi. Calismada yabani itk (972h") ,
ura4h” mutant ki ve diploid Schizosaccharomyces pombe wrklar1 kullanildi. pFAG6-
kanMX4 plazmidi tasiyan E.coli DH5o irkindan pFA6-kanMX4 plazmidi izole edildi ve
“knock-out” kaseti i¢in kalip olarak kullanmildi. Schizosaccharomyces pombe’nin 972h ~
(yabani 1rk) genom DNA’s1 kalip olarak kullanilarak gual geninin iki yaninda bulunan
653 ve 285 bg’lik diziler elde edildi ve pFA6 plazmidi kullanimi ile kanamisin direng
genini de igeren kaset meydana getirildi. 653 ve 285 bg¢’lik diziler ilk PCR sonrasi
olusturulurken kaset ikinci PCR sonrasinda elde edildi. Lityum asetat yontemiyle
transformasyon sonrast bu kasetin Schizosaccharomyces pombe genomunda gual geni
icindeki bolgeye homolog rekombinasyonla girisi amaglandi.

Transformasyona ugratilmig hiicreler, “geneticin” igeren YEA besiyerine ekildi.
Boylece kaseti genomuna almis olan 972h°, ura4dh™ mutant1 ve diploid koloniler segildi.
Secilim sonrasi diploid kolonilerin haploidizasyonu gergeklestirildi. Yabani itk (972h°),
ura4h™ mutant irk1 ve haploid koloniler “geneticin” iceren YEA, YEA, guanin igeren
MMA, urasil ve guanin igeren MMA ve MMA segici besiyerlerine ekildi. Bu asamada
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guanin mutantt olabilecek koloniler belirlendi. Son olarak delesyonun dogru boélgede
gergeklesip gergeklesmedigi ise koloni PCR ile kontrol edildi. Koloni PCR sonrasi bir
kolonide beklenen sonug elde edildi.

Aralik 2014, 91 sayfa.

Anahtar kelimeler: Schizosaccharomyces pombe, gual geni, knock-out teknigi,
delesyon, IMPDH
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

DELETION OF GUA1 GENE WITH KNOCK-OUT TECHNIQUE IN
Schizosaccharomyces pombe

Merve YILMAZER

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Science and Engineering

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor : Asst. Prof. Dr. Semian KARAER UZUNER

In this study, we aimed to deletion of gual gene that encodes inosine monophosphate
dehydrogenase (IMPDH) in eukaryotic model organism Schizosachharomyces pombe.
IMPDH catalyzes the first step in de novo biosynthesis of guanosine monophosphate
(GMP).

Knock-out cassette was constructed with PCR (Polymerase Chain Reaction)-based gene
targeting technique in Schizosaccharomyces pombe and this knock-out cassette was
transformed to Schizosaccharomyces pombe. In this study, we used wild type (972h"),
ura4h™ mutant strain and diploid strain of Schizosaccharomyces pombe. The pFA6-
kanMX4 plasmid was isolated from DH5a strain of E.coli that contains pFA6-kanMX4
plasmid and this plasmid was used as template for knock-out cassette. Cassette contains
653 and 285 bp sequences which are upstream and downstream of gual gene in
S.pombe genome and kanamycin resistance gene obtained from pFA6 plasmid. 653 and
285 bp products were obtained after the first PCR. Template in the first PCR was
S.pombe genome. On the other hand, the knock-out cassette was produced after the
second PCR. After transformation with lithium acetate method we aimed that this
cassette replace with the sequences of gual gene via homologous recombination.

The cells cultured in YEA medium with geneticin after transformation. Thus, we could
select 972h’, ura4h™ mutant and diploid colonies which integrated knock-out cassette to
genome via homologous recombination. Haploidizations of diploid colonies were
performed and then wild type (972h°), ura4h™ and haploid colonies were selected in
YEA (yeast extract agar) with geneticin, YEA, MMA (minimal medium agar), MMA

Xii



with guanine and MMA with guanine and uracil. In this step we determined posible
mutant colonies in gual gene. Finally colony PCR techniques were performed to
control whether the deletion is made in the right place or not. After colony PCR
expected result was obtained in one single transformant colony.

December 2014, 91 pages.

Keywords: Schizosaccharomyces pombe, gual gene, knock-out technique, deletion,
IMPDH
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1. GIRIS

Piirin niikleotidi de novo sentez ve kurtarma yolaklari tiim canli organizmalarda 6nemli
bir role sahiptir (Marr, 1991). Piirin niikleotidleri, hiicre sinyalinde onemli metabolik
diizenleyici olmasiyla birlikte adenozin trifosfat (ATP), guanozin trifosfat (GTP) ve
koenzim aracili biyosentez ile deoksiriboniikleik asit (DNA) ve riboniikleik asit (RNA)
gibi pek ¢ok biyokimyasal siire¢ icin gereklidir (Stryer, 1995). Hiicresel 6nemleri ve
kemoterapik hedef olarak potansiyel olmalari nedeniyle piirin de novo ve kurtarma

yolaklar1 ¢esitli organizmalarda genis olglide ¢alisilmaktadir (Jancso ve dig., 2001).

Inozin 5'-monofosfat dehidrogenaz (IMPDH) enzimi piirin niikleotidlerinin de novo
biyosentezinde anahtar enzim olarak gorev almaktadir. IMPDH (E.C. 1.1.1.205) enzimi,
inozin monofosfat (IMP)’in ksantosin monofosfat (XMP)’a nikotinamid adenin
diniikleotid (NAD") bagimli oksidasyonunu katalizlemektedir (Weber, 1983; Fleming
ve dig., 1996; Nimmesgern ve dig., 1999; Goldstein ve dig., 1999; Sintchak ve dig.,
2000; Nair, 2003,2005; Hedstrom, 2009). IMPDH bakteri ve protozoada belirlenmis,
insan IMPDH’1 ile %30-40 dizi benzerligi igerdigi bulunmustur (Collart ve Huberman,
1988; Natsumeda ve dig., 1990; Beck ve dig., 1994). S.pombe de IMPDH enzimi gual
geninin Uriiniidiir, gual geni 2. kromozomun sentromere yakin bir bolgesinde yer

almaktadir. (Oraler ve dig., 1990; Karaer ve dig., 2006).

IMPDH enziminin piirin niikleotidlerinin de novo biyosentez yolagindaki metabolik
dallanma noktasindaki rolii, immiinosupresyon (Ratcliffe, 2006), kanser (Chen ve
Pankiewicz, 2007; Olah ve dig., 2006), antiviral (Nair ve Shu, 2007) ve antimikrobiyal
kemoterapi (Shu ve Nair, 2008) i¢in ilaglarin kesfinde IMPDH’1 hedef haline

getirmektedir.

Okaryotik organizmalarin genom boyutunda gen delesyon koleksiyonlari, temel
biyolojide molekiiler mekanizmalarin arastirilmast ve medikal uygulamada veya
biyomiihendislikte hedef alinan yolaklarin tanimlanmasi igin 6nemli imkanlar
saglamaktadir. Gen delesyon koleksiyonlarinin olusturulmast zordur ve “RNA

interference (RNAI)” ¢ogu organizmada gen aktivitesini baskilamak igin popiiler bir



alternatif yaklasim saglamaktadir. Ancak RNAi yaklagimlar1 gen anlatiminin kismi

olarak engellenmesi gibi engellerle karsilagsmaktadir. (Kim ve dig., 2010)

Giiniimiizde “knock-out” teknolojisi tek hiicreli dkaryotlardan insan hiicresinin de dahil
oldugu memelilere kadar ¢esitli organizmalarda basarili bir sekilde uygulanmaktadir. Bu
teknoloji canli organizmalarin genomunu homolog rekombinasyon ile gen hedeflemeye
dayali olarak degistiren kullanigli bir tekniktir. Homolog rekombinasyon ile gen
hedefleme teknolojisinde in vitro olusturulmus olan dis kaynakli DNA dizileri (plazmid,
degistirilmis gen, kaset), istenen genetik degisime yol acan hedef diziyle homolog

rekombinasyonunun gergeklesmesi igin hiicreye aktarilmaktadir. (Mitrikeski, 2012).

“Knock-out” teknolojisi maya delesyonlu suslarin tiim setini olusturmayi amaglayan
Saccharomyces Genom Delesyon Projesi “Saccharomyces Genome Deletion Project
(http://www-sequence.stanford.edu/group/yeast_deletion_project/deletions3 .html)” gibi
arastirma girisimlerine olanak saglamaktadir. Bu projenin basarisi fare gibi daha
kompleks organizmalarda benzer arastirmalarin Oniinii agmistir
(https://www.mousephenotype.org/) (Rxfp2, Dsc2, Sag, Gnpdal). Biiyiik ve uluslararasi
aragtirma Dbirliklerinin amaci, “knock-out” teknigi kullanilarak elde edilen delesyonlu
mutantlarin fenotipik analiziyle bir organizmadaki tim acik okuma g¢ergevelerinin

(ORF) spesifik fonksiyonlarini belirlemektir (Mitrikeski, 2012).

S. pombe genlerinin “knock-out” edilmesi i¢in Kore BIONEER Ortakligi girisimde
bulunmustur  (http://pombe.bioneer.co.kr).  Genlerin  “knock-out” edilmesi ve

degistirilmesi yaygin bir sekilde S. pombe’de kullanilmaktadir (Gregan ve dig., 2006).

Tek hiicreli okaryotik organizmalar olan mayalar, Siimerler doneminden giliniimiize
kadar yaklastk 6000 yildir bira, ekmek ve sarap yapiminda kullamilmaktadir.
Glniimiizde ise ilerleyen teknolojiyle birlikte mayalar gida teknolojisi, fermentasyon
endiistrisi, biyomedikal ve biyolojik arastirmalar, saglik endiistrisi ve ¢evresel

teknolojiler gibi alanlarda kullanilmaktadir (Feldmann, 2009).

S. pombe karmasik yapidaki 6karyotik hiicrelerle ortak 6zellikler gosteren (zarla gevrili
organeller, ortadan ikiye bolinme, hiicre boliinmesi, transkripsiyon ve translasyon
stiregleri ve diizenleme vb.), bagimsiz yasayabilen, tek hiicreli, kitin igeren hiicre

duvarina sahip, mitoz ve eseyli ireme gibi Ascomycetes ozellikleriyle karakterize bir
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mantar tiridir (Wood ve dig., 2002). S. pombe genomu dizilenmis altinc1 dkaryotik
model organizmadir (Decottignies ve dig., 2003). Tek hiicreli S. pombe sadece li¢
kromozomdan olusan genoma sahiptir ve genelde haploid halde bulunmaktadir (Kohli
ve dig., 1977). S. pombe genom projesi 2002 yilinda tamamlanmis (Wood ve dig., 2002)
ve genom boyutu 13,8 Mb (rDNA hari¢ 12,57 Mb) olarak belirlenmistir. Total gen
sayist glniimizde S. pombe veritaban1 olan PomBase’de 5123 gen olarak
tanimlanmaktadir ve bu gen sayist serbest yasayan okaryotik organizmalar arasinda S.
pombe 'nin az sayida gen tasiyan organizmalardan biri oldugunu gostermektedir (Sasaki
ve dig., 2013; http://www.pombase.org/status/statistics ). Diger 6karyotik organizmalara
gore maya genom boyutu kiiciik olmasina karsin, yiiksek Okaryotlarin sahip oldugu
ozelliklerin ¢ogunu igermektedir. Cogu hiicresel siirecin (niikleozom organizasyonu,
okaryotik mRNA modifikasyonu vb.) farkli dkaryotik tiirler arasinda korunmus olmasi,
mayalar1t molekiiler biyolojide 6nemli model organizmalar haline getirmektedir
(Lundblad ve Struhl, 2008).

Bu calismada %99’u tamamlanmis olan S. pombe Genom Delesyon Projesi’nden
(Spirek ve dig., 2010) yola cikarak daha once delesyona ugratilmamis olan gual
geninin “knock-out” teknolojisi kullanilarak homolog rekombinasyon ile delesyonu

amaclanmustir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. PURIN METABOLIZMASI VE INOZIN MONOFOSFAT
DEHIDROGENAZ

Niikleik asitler, niikleotid olarak adlandirilan monomerlerin uzun zincirler olusturarak
meydana getirdigi makromolekiillerdir. Niikleik asitler genetik bilginin depolanmasi ve
aktarilmasinda gérev almanin yaninda yapisal ve katalitik rollere de sahiptir. Kimyasal
enerji tagtyicilart ATP ve GTP ile nikotinamid adenin diniikleotid (NAD), flavin adenin
diniikleotid (FAD), S-adenozilmetionin, koenzim A gibi koenzimlerin bilesenleridir.
Ayrica siklik adenozin monofosfat (CAMP) ve siklik guanozin monofosfat (cGMP) gibi
bazi niikleotidler hiicrede ikincil haberci olarak gorev almaktadir (Lehninger ve dig.,

2005).

Niikleotid sentezinin tiim hiicrelerde 6nemi biyiiktiir. Nikleotidlerin biyosentezi iki
temel sekilde meydana gelir. Birinci yol niikleotidlerin amino asitler, riboz 5-fosfat,
karbondioksit (CO2) ve amonyak (NH3) gibi metabolik onciiller kullanilarak yeniden
(de novo) sentezidir. ikinci yol ise niikleik asitlerin yikimu sirasinda aciga ¢ikan azotlu
bazlar veya niikleozidlerin yeniden niikleotid yapiminda kullanildig1 kurtarma (salvaj)
yolagidir. Her iki yolak da hiicre metabolizmasinda 6nemlidir. (Lehninger ve dig.,

2005)

Piirin niikleotidlerinin de novo biyosentezi ¢alisilmis olan tiim organizmalarda temelde
aynidir ve inozin 5’-monofosfat dehidrogenaz (IMPDH; E.C.1.1.1.205) enzimi bu

yolagin diizenlenmesinde anahtar rol oynamaktadir.
2.1.1. Piirin Metabolizmasi

Piirin niikleotidinin de novo sentezi sitoplazmada bulunan enzimlerin katalizledigi
reaksiyonlar dizisiyle gerceklesmektedir. De novo piirin sentez yolagi inozinik asit
olusumuna yol agan 11 enzimatik reaksiyondan meydana gelmektedir. Piirin

niikleotidinin sentezi , pentoz-fosfat yolundan saglanan riboz 5'-fosfat ve ATP’den “5'-



fosforibozil 1-pirofosfat (PRPP) sentetaz (PRS; EC: 2.7.6.1)” enzimi araciligiyla
meydana gelen PRPP ile baslamaktadir (Jancso ve dig., 2001; Lehninger ve dig., 2005).
PRPP piirin biyosentezinde anahtar bilesendir, karbon ve nitrojen metabolizmasini
baglayan 6nemli bir hiicresel metabolittir. Ayrica PRPP histidin ve triptofan ile piridin
(NAD", NADP™) , piirin ve pirimidin niikleotidlerinin de novo ve kurtarma yolaklarinda
yer alan 6nciil molekiildiir (Jiménez ve dig.,2008). PRPP ve glutaminden “PRPP amido
transferaz” enziminin Kataliziyle 5’-fosforibozilamin sentezlenir. 10 reaksiyon
sonucunda ilk piirin niikleotidi IMP elde edilmektedir (Sekil 2.1).

Riboz-5-Fosfat S-aminoimidazol riboniikleotid
PERPP sentetaz (PRS) AIR karboksilaz (AIR.carb)
EC2761 EC41121
5-fosforibozil-1-pirofosfat (PRPP) S-aminoimidazol-4-karboksilat riboniikleotid

Glutamin PRPP SAICAR sentetaz (SAICAR)

amidotransferaz (GPA) EC6326

EC24214 o

5-fosforibozil-1-amin 5-aminoidazol-4-N- siiksinokarboksamid
riboniikleotid

GAR sentetaz (GARs)

EC63413 Adenilosiiksinat livaz (ADSL)
EC4322

Glisinamid riboniikleotid ¥
5S-aminoidazol-4-karboksiamid riboniikleotid
GAR transformilaz (GARt)
EC2122 AICAR transformilaz (AICAR)
EC2123

Formilglisinamid ribonfikleotid
S-formamidoimidazol-4-karboksiamid riboniicleotid

FGAM sentetaz (FGAM)EC 6.3.5.3
IMP siklchidrolaz
ATF sentetaz [AIRS)EC 6331 EC354.10

5-aminoimidazol riboniikleotid
IMP

Sekil 2.1 : Riboz-5-fosfat’tan IMP’nin de novo sentezi (Jancso ve dig., 2001).

IMP olusumundan sonra iki farkli yolakla adenozin monofosfat (AMP) ve guanozin

monofosfat (GMP) sentezi ger¢eklesmektedir.

IMP’den AMP olusumu sirasinda aspartatin IMP’ye ilavesiyle adenilosiiksinat meydana
gelmektedir. Adenilosiiksinatin sentezinde yiiksek enerjili fosfat kaynagi olarak GTP

kullanilmaktadir. Sonraki basamakta “adenilsiiksinat liyaz” enzimi tarafindan



katalizlenen reaksiyonda fumarat ayrilmakta ve inozin halkasinin 6. karbonuna bir amin

grubu eklenmektedir. Boylece inozin monofosfat, adenozin monofosfata doniisiir.

IMP’den GMP olusumu sirasinda “IMP dehidrojenaz (IMPDH)” tarafindan 2. karbonun
oksidasyonuyla ksantosin monofosfat (XMP)  meydana gelmektedir. XMP’nin
oksitlenmis olan 2. karbonuna “GMP sentetaz” aracilifiyla glutaminin amid grubunun
aktarilmasiyla GMP olusmaktadir. Bu reaksiyonda enerji kaynagi olarak ATP
kullanilmaktadir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2 : IMP’den AMP ve GMP biyosentezi (Shu ve Nair, 2008).

De novo piirin niikleotid sentezinin kontroliinde “feedback” mekanizmasi dnemli bir yer
tutmaktadir. Meydana gelen piirin monofosfatlar (IMP, AMP VE GMP) “PRPP
sentetaz” ve “PRPP-amidotransferaz” enzimlerini inhibe etmektedir. AMP sentezinde
GTP, GMP sentezinde ise ATP kullanilmasi nedeniyle ATP konsantrasyonundaki artis

GMP sentezini, GTP konsantrasyonundaki artis ise AMP sentezini arttirmaktadir.



Bu karsilikli substrat iliskisi adenozin ve guanozin niikleotidlerinin sentezinde bir denge

durumunun olusmasimna yardim etmektedir (Lehninger ve dig., 2005).

Piirin niikleotidlerinin kurtarma tepkimeleriyle sentezinde (Sekil 2.3) adenin, guanin ve
hipoksantinden tek bir tepkime ile niikleozid monofosfat elde edilmektedir. AMP
sentezini “adenin fosforibozil transferaz (APRT)”, IMP ve GMP sentezini ise
“hipoksantin-guanin fosforibozil transferaz (HGPRT)” katalizlemektedir. Her iki
tepkimede de riboz-fosfat kaynagi olarak PRPP kullanilmaktadir (Hedstrom, 2009).
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Sekil 2.3 : Guanin niiklotidinin de novo ve kurtarma yolagi (Hedstrom, 2009).

2.1.2. inozin Monofosfat Dehidrogenaz

Inozin 5'-monofosfat dehidrogenaz (IMPDH) enzimi piirin niikleotidlerinin de novo
biyosentezinde anahtar enzim olarak gorev almaktadir. IMPDH (E.C.1.1.1.205) enzimi,
IMP’nin XMP’ye NAD" bagimli oksidasyonunu katalizlemektedir (Nimmesgern ve



dig., 1999; Sintchak ve dig., 2000; Goldstein ve dig., 1999; Fleming ve dig., 1996; Nair,
2003, 2005; Weber, 1983; Hedstrom, 2009).

IMP piirin niikleotidlerinin de novo biyosentezinin iriiniidiir ve hem adenin hem de
guanin niikleotidlerinin dnciil molekiiliidiir. IMPDH enziminin katalizledigi reaksiyon
(IMP’nin, XMP’ye doniisim reaksiyonu) guanin niikleotidi biyosentezinde ilk ve hiz
simirlayict basamaktir (Crabtree ve Henderson,1971; Snyder ve dig., 1972; Jackson ve
dig., 1975; Weber, 1983). Bu reaksiyon sonrasi meydana gelen XMP, “GMP sentetaz
(GMPS)” enzimi araciligiyla GMP’ye doniismektedir (Hedstrom, 2009).

IMPDH reaksiyonu ilk olarak 1957°de Aerobacter aerogenes’in oziitiinde bildirilmistir
(Magasanik ve dig., 1957). IMPDH memeli (Anderson ve dig.,1968; Pugh ve Skibo,
1993), bakteriyal (Wu ve Scrimgeour, 1973; Gilbert ve dig.,1979; Rao ve dig., 2013),
parazitik (Hupe ve dig., 1986; Verham ve dig., 1987) ve bitkisel (Turner ve King, 1961;
Atkins ve dig., 1985) kaynaklardan izole edilmistir. Tritrichomonas foetus (Huete-Perez
ve dig., 1995; Digits ve Hedstrom, 1999) ve Cryptosporidium parvum (Umejiego ve
dig., 2004)’un IMPDH’1 ve insan hIMPDH2’si (Sintchak ve dig., 1996; Hager ve dig.,
1995) E.coli’de rekombinant protein olarak tiretilmis ve iyi bir sekilde karakterizasyonu

yapilmistir (Hedstrom, 2009).

IMPDH homologlari bakteri, protozoa ve memelilerde belirlenmis ve %30-40 dizi
benzerligi icerdigi bulunmustur (Collart ve Huberman, 1988; Natsumeda ve dig., 1990;
Beck ve dig., 1994). Bazi memeli tiirlerinde iki izoform tamimlanmaktadir. Insan
IMPDH’1 7 ve 3. kromozomlarda yer alan (Gu ve dig., 1994; Kost-Alimova ve dig.
1998; Haglund ve dig., 2007) tip I “IMPDH1” ve tip Il “IMPDH2” olmak iizere iki tip
izoforma sahiptir (Shu ve Nair, 2008) ve birbirleriyle %84 oraninda dizi benzerligi

gosterdigi saptanmistir (Natsumeda ve dig., 1990; Fleming ve dig., 1996).

Insan ve diger memeliler IMPDH1 ve IMPDH2’nin kodladigi iki IMPDH geni
icermektedir (Natsumeda ve dig., 1990). IMPDH1 retina, dalak ve periferal
mononiiklear kan hiicrelerinde baskin olmasina ragmen ¢ogu dokuda iki izozim cesitli
Olgiide anlatim yapmaktadir (Jain ve dig., 2004; Bowne ve dig., 2006). IMPDH1

“knock-out” fareler yalnizca hafif bir retinopati sergilerken (Aherne ve dig., 2004)



IMPDH2 anlatimi yapilmayan fareler embriyogenez esnasinda 6lmektedir (Gu ve dig.,
2003).

Insan IMPDH enzimi yaklasik 56 kDa’luk monomerlerden olusan tetramerik bir
enzimdir (Shu ve Nair, 2008). IMPDH monomerleri genellikle enzimatik aktivite igin
gerekli olmayan alt bolgenin (“subdomain”) varligina bagli olarak 400-500 bakiye
icermektedir. IMPDH enzimi pH 8’de optimal aktivite gostermektedir. Tiim IMPDH’lar
K* tarafindan aktive edilmektedir ve optimal aktivite icin  katalitik sisteinin
oksidasyonunu Onlemede tiol bilesenleri gerekmektedir (Magasanik ve dig., 1957).
Cogu IMPDH monomerleri iki bélge (“domain”) icermektedir (Sekil 2.4). Bu bolgeler
katalitik bolge ve alt bolgedir. Katalitik bolge (o/p)s silindirik yapilarindan olusurken,
alt bolge iki tane sistationin beta sentaz (“Cystathionine beta synthase” (CBS), Bateman
domainleri) bolgesinden olusmaktadir. Alt bolge aktivite i¢in gerekli degildir ve birkag
tiirde IMPDH, CBS alt bolgesini igermemektedir. Diger (o/f)s silindirik yapili proteinler
gibi aktif bolgenin, B-levhalarinin C-ucglarindaki ilmeklerde yer aldigi bulunmustur.

[lmekler katalitik sistein bakiyeleri (Cys319) igermektedir.

Sekil 2.4 : IMPDH’1n yapisi (Hedstrom, 2009).

IMPDH enzimi niikleik asitlere baglanmaktadir (Cornuel ve dig., 2002). Ancak bu islev
CBS alt bolgesinde meydana gelen delesyon veya mutasyon durumunda
engellenmektedir (McLean ve dig., 2004; Mortimer ve dig., 2005; Bowne ve dig.,
2006). Doku kiiltiirii hiicrelerinde IMPDH enzimi poliribozomlar ile birlesmekte ve alt
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bolge bu etkilesime aracilik etmektedir. Bu da IMPDH’in translasyon asamasinda
diizenlenmede fonksiyonu oldugunu diistindiirmektedir (McLean ve dig., 2004;
Mortimer ve dig., 2008). Bu fonksiyonunun altinda yatan nedenin piirin niikleotid
havuzunun kontrolii oldugu ileri siiriilmektedir. Kisacast CBS alt bolgesi adenin ve
guanin niikleotid havuzlarini diizenlemekte ve poliribozomlarla is birligi yapmaktadir.
CBS domainlerindeki mutasyonlar ¢esitli kalitsal hastaliklara yol agmaktadir (Kemp,
2004; Hedstrom, 2009). IMPDH’1n mayalarda , protein kinaz B (Ingley ve Hemmings,
2000) igeren proteinler, translasyon faktorleri, transkripsiyon faktorleri, glutamat
dehidrogenaz (Uetz ve dig., 2000) ve transkripsiyon diizenlenmesi, alternatif kirpilma
ve rRNA islenmesinde yer alan proteinlerle iliskili oldugu belirtilmistir (Lindstrom ve
dig., 2003; Stevens ve dig., 2002).

Tritrichomonas foetus, Escherichia coli ve insan IMPDH’larinin tek iplikli niikleik
asitlere alt bolge araciligiyla nanomolar afiniteyle baglandig1 goriilmiistiir. Her IMPDH
tetramerine yaklasik olarak 100 niikleotid baglanmaktadir. Alt bolgede meydana gelen
bir delesyon afiniteyi 10 kat azaltirken, baglanma boélgesini ise 60 niikleotide
disiirmektedir. IMPDH insan hiicrelerinde niikleusta bulunmaktadir ve hem RNA hem
de DNA’ya in vivo baglanmaktadir. Bir baska ¢alismada Saccharomyces cerevisiae
IMPDH’mnin telomerik dizilere baglandigi bulunmustur. Bu incelemeler IMPDH’1n

RNA ve DNA metabolizmasinda rolii oldugunu gdstermektedir (Bowne ve dig., 2006).

Cesitli arastirmalar tiimor baskilayicist olan p53’iin islevinin IMPDH ile baglantili
oldugunu diistindiirmektedir (Liu ve dig., 1998; Sherley, 1991). Hizli sekilde biiyliyen
hiicreler guanin niikleotidlerine yiiksek miktarda ihtiya¢ duymaktadir ve IMPDH’1n p53
araciligryla proliferasyonun diizenlenmesinde hiz belirleyici bir faktér oldugu
goriilmistir (Liu ve dig., 1998). Hiicrede IMPDH’in inhibiyonunun etkisi, p53’iin
overekspresyonunu taklit ederken, konstitiitif IMPDH anlatimi biiyiime baskilanmasini
onlemektedir (Hedstrom, 2009). IMPDH enziminin, proliferatif hiicrelerde yiiksek
miktarda anlatimi yapildigr goriilmektedir (Morrow ve dig., 2012).

Weber (1983), inozin 5’-monofosfat dehidrogenaz (IMPDH) enziminin timéorlerde ve
hizli biiyiiyen dokularda bol miktarda anlatimi yapildigim1 kesfetmis ve bu enzimi

hedef alarak ila¢ tasarlanmasinin temelini olusturmustur (Jackson ve dig., 1975;

Hedstrom, 2009).
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IMPDH enziminin piirin niikleotidlerinin de novo biyosentez yolaginin metabolik
dallanma noktasindaki rolii, immiinosupresyon (Ratcliffe, 2006), kanser (Chen ve
Pankiewicz, 2007; Olah ve dig., 2006), antiviral (Nair ve Shu, 2007) ve antimikrobiyal
kemoterapik (Shu ve Nair, 2008) ilaglarin kesfinde IMPDH’1 hedef haline

getirmektedir.

IMPDH spesifik inhibitorlerinin kullanimi sonrasinda, hassas hiicre tiplerinde bloke
edilen IMPDH enziminin biyokimyasal etkisinin,  hiicresel guanin niikleotidi
seviyesinde azalma oldugu goriilmiistir. RNA ve DNA sentezinin yani sira membran
proteinlerinin glikozilasyonu da engellenmistir. Kisacast IMPDH enziminin inhibisyonu
geri donlisimlii antiproliferatif, antiviral, antiparazitik ve immiinosupressif etkilere
sahiptir (Wu, 1994; Nimmesgern, 1999; Allison ve Eugui, 2000; Chong ve dig., 2006;
Long ve dig., 2006).

IMPDH inhibitorlerinin bir kismi niikleozid analoglarindan olusmaktadir. Mizoribin
(Kusumi ve dig., 1988) ve ribavirin (Streeter ve dig., 1973) gibi niikleozid analoglari
IMPDH’1 yarigsmali olarak inhibe etmektedir. Yarismasiz inhibitorlere ise ilk olarak 100
yildan daha 6nce tanimlanan mikofenolik asit (MPA) (Franklin ve Cook, 1969) ve

tiazofurin (Cooney ve dig., 1982) drnek verilebilir (Sintchak ve Nimmesgern, 2000).

IMPDH enzimi MPA, 6-azaurasil (6AU), tiazofurin ve ribavirin gibi antimetabolit,
antimikrobiyal, antikanser ve immiinsupressif ilaglar i¢in 6nemli bir hedeftir (Shu ve

Nair, 2008; Jiang ve dig., 2010).

Gliniimiizde IMPDH inhibitorleri immiinosupressif kemoterapide (MPA, mizoribin) ve
antiviral kemoterapide (ribavirin) kullanilmaktadir. Ayrica tiazofurin (Tiazol)
norotoksisitesi yaygin kullanilmasini sinirlamasina ragmen kronik miyeloid 16semi
tedavisi i¢in kabul edilmistir (Hedstrom, 2009). Japonya’da organ nakil redlerini
Onleme ve romatoid artrit, primer nefroz, lupus nefriti, dermatomyositis ve otoimmiin
dermatoz gibi hastaliklarin tedavisinde mizoribinin kullanimi onaylanmistir (Ishikawa,

1999; Shu ve Nair, 2008).

MPA ilk saflastirilan antibiyotiktir, orijinal olarak bozulmus misirdan izole edilmistir ve
1893’te Bacillus anthracis’in biiylimesini inhibe ettigi gosterilmistir. MPA memeli

IMPDH’larinin  etkili bir inhibitériidiir ve bu nedenle bir antibiyotik olarak
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kullanilmamistir. MPA hiicre kiiltir modellerinde antiviral ve antikanser aktivite
gostermektedir (Franklin ve dig., 1996; Papageorgiou, 2001; Hedstrom, 2009). MPA ,
kesfinden yaklasik 100 yil sonra sodyum mikofenolat (Myfortic, Novartis) ve
mikofenolat mofetil (CellCept, Roche) seklinde ABD’de bobrek (Shaw ve dig., 1995;
Pichlmayr ve dig., 1995) ve kalp (Kobashigawa ve dig., 1998) nakillerinde akut organ

reddinin 6nlenmesi i¢in immiinsupressan olarak kullanilmaktadir (Shu ve Nair, 2008).

2.2. CALISMADA KULLANILAN ORGANIZMALAR

2.2.1. Schizosaccharomyces pombe

Tek hiicreli 0karyotik organizmalar olan mayalar, Siimerler doneminden giiniimiize
kadar bira, ekmek ve sarap yapiminda kullanilmaktadir. Giiniimiizde ise ilerleyen
teknolojiyle birlikte mayalar gida teknolojisi, fermentasyon endiistrisi, biyomedikal ve
biyolojik arastirmalar, saglik endiistrisi ve c¢evresel teknolojiler gibi alanlarda
kullanilmaktadir (Feldmann, 2009).

Saccharomyces cerevisiae (“budding yeast”) ve Schizosaccharomyces pombe (“fission
yeast”) genis Olglide karakterizasyonu yapilmis ve genomlart tamamen dizilenmis
Okaryotik model organizmalardir. Diger okaryotik organizmalara gére maya genom
boyutu kii¢iik olmasma karsin, maya genomu yiiksek Okaryotlarin sahip oldugu
ozelliklerin ¢ogunu icermektedir. Cogu hiicresel siirecin farkli dkaryotik tiirler arasinda
korunmus olmasi, mayalart molekiiler biyolojide énemli model organizmalar haline
getirmektedir (Lundblad ve Struhl, 2008).

Saccharomyces cerevisiae ve Schizosaccharomyces pombe genetik olarak galismaya
uygundur ve genetik manipiilasyonlar kolaylikla gerceklestirilebilir. S. pombe ile
yapilan ¢alismalarin sayis1 giin gectikce artmaktadir. Ozellikle memeli hiicre biyolojisi
calismalarinda kullanilmasi nedeniyle mikro memeli (“micromammal”) olarak

adlandirilmaktadir (Lundblad ve Struhl, 2008).

S. pombe, S. cerevisiae (Goffeau ve dig., 1996), C. elegans (The C. elegans Sequencing
Consortium, 1998), Drosophila melanogaster (Adams ve dig., 2000), Arabidopsis

thaliana (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000) ve Homo sapiens (International
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Human Genome Sequencing Consortium, 2001; Venter ve dig., 2001)’ten sonra genom

dizisi tamamlanmuis altinc1 6karyotik organizmadir (Decottignies ve dig., 2003).

S. pombe daha karmasik yapidaki oOkaryotik hiicrelerle ortak ozellik gosteren,
Ascomycetes ozellikleriyle karakterize edilen mantarlar grubundandir (Wood ve dig.,
2002).

Ik olarak 1940’larm sonunda Urs Leupold tarafindan genetik olarak karakterizasyonu
yapildi. 1950’lerde Murdoch Mitchison S. pombe’nin hiicre bdlinmesi ve hiicre
bliylimesi calismalar1 i¢in essiz bir potensiyel oldugunu ileri siirdi. 1970’lerde
Mitchison ve arkadaslarinin hiicre dongiisii c¢alismalart ile Leupold’iin genetik
yaklagimlar1 Paul Nurse tarafindan birlestirdi ve bu basarili birlesim Paul Nurse’e 2001

Fizyoloji veya Tip Nobel Odiiliinii kazandirdi.(Wood ve dig.,2002; Egel, 2004)

S. pombe hem genetik hem de hiicre biyolojisi tekniklerine uygun olmasi nedeniyle
hiicre dongiisii diizenlenmesi, esey farklilagsmasi, kromozom dinamikleri ve polarize
hiicre biiyiimesi ¢alismalarinda kullanilan 6nemli bir organizmadir (Lundblad ve Struhl,
2008). Ayrica S.pombe kromozomlar1 yiiksek Okaryotlara benzer sekilde biiyiik
kompleks sentromer yapisina sahiptir (Pidoux ve dig., 2005; Rumpf ve dig., 2010).
S.pombe’nin yiiksek okaryotlara ait heterolog proteinlerin (yesil floresan proteini, insan
bliyiime hormonu, insan transferrini) {iretimi i¢in cazip bir konak oldugu
diistiniilmektedir (Giga-Hama ve Kumagai, 1999; Takegawa ve dig., 2009; Sasaki ve
dig., 2013).

Tek hiicreli S. pombe sadece li¢ kromozomdan olusan genoma sahiptir ve genelde
haploid halde bulunmaktadir (Kohli ve dig., 1977). Silindirik sekildeki hiicre yaklagik
3um genisliginde ve 10 pum uzunlugundadir. S. pombe ortadan ikiye boliinerek esit
biiyiikliikte iki yavru hiicreyi meydana getirmektedir. Ikiye béliinerek cogalmasi
nedeniyle fizyon maya (“fission yeast”) olarak da adlandiriimaktadir (Klar ve
Bonaduce, 2013).

S. pombe 975h* (heterotallik) , 972h™ (heterotallik) ve 968h* (homotallik) olmak iizere
farkl1 esey tiplerine sahiptir (Kohli ve dig., 1977). 975h™ ve 972h” yalnizca birbirleriyle
eslesip diploid hiicre meydana getirebilirken 968h® kendi kendine eslesebilmektedir.

Vejetatif biiyiime goOsteren hiicreler normal sartlarda haploid halde bulunmaktadir.
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Besin acglhiginda ozellikle de nitrojen kaynagi eksikliginde eger ortamda karsi esey

tipinde birey varsa zigot meydana gelmektedir (Egel, 2004).

Schizosaccharomyces pombe genom projesi 2002 yilinda tamamlandi (Wood ve dig.,
2002) ve S. pombe genom boyutu 13,8 Mb olarak belirlendi. Genomun rDNA disindaki
12,57 Mb biyiikligiindeki kisminin dizisi ortaya c¢ikarildi. S. pombe’de genom
boyutunda gen delesyon koleksiyonu (Kim ve dig., 2010) ve 100 genin delesyonuyla
(Decottignies ve dig., 2003) ilgili pilot calismalar bildirildi. S. pombe esansiyel genleri,
total genlerin %26,1°in1 (1260/4836) olusturmaktadir. Bu yilizde oram1 daha onceki
yayinlarda tanimlanmis diger model organizmalardan daha yiiksektir. Total gen sayisi
(S. pombe veritabani olan PomBase’de giiniimiizde yaklasik 5100 gen olarak

tanimlanmaktadir) okaryotlar arasinda en az olanlardan biridir (Sasaki ve dig., 2013).

S.pombe’nin 13,8 Mb’lik genomu kromozom 1 (5,7 Mb), kromozom Il (4,6 Mb) ve
kromozom III (3,5Mb) arasinda dagilmaktadir (Smith ve dig., 1987). 13.8 Mb’lik
genomun yanisira 20 kb’lik mitokondriyal genoma sahiptir (Lang ve dig., 1987).
S.pombe genlerinin %451 intron igerir (Yoshioka ve dig., 1997) ve yaklasik 145 gen
metazoalarla homoloji géstermektedir (Wood ve dig., 2002). Esansiyel genler genellikle
genomda tek kopyali, genis 6l¢iide korunmus durumdadir ve intron igermektedir (Kim

ve dig., 2010).

S.pombe’nin RNAi yolagi, tekrarli sentromer yapisi, G2/M hiicre dongiisii kontrol
noktasi, sitokinez ve kompleks heterokromatin yapist ve alternatif kirpilma (Sabatinos
ve Forsburg, 2010; Rhind ve dig., 2011) gibi siireglere sahip olmasi nedeniyle iyi bir
model oldugu bildirilmektedir (Frost ve dig., 2012).

Hiicre siklusu ve kontrol noktasindaki mekanizmalari S. pombe’yi kanser hastaligi
gelisim yolagi ¢alismalari igin iyi bir model organizma haline getirmektedir (Wood ve
dig., 2002). Fizyon mayasi, S.cerevisiae’ye gore insan ile daha fazla hiicresel siireg
(RNAI) paylasan 6nemli bir model sistem olarak kullanilmaktadir (Kawashima ve dig.,

2012).

Mayalar insan genlerinin fonksiyonlarinin 6nemli belirleyicileridir. Maya genleri
tarafindan kodlanan proteinlerin en az %31’i insan proteinleri ile homoloji ortaya

koyarken kalitsal hastaliklarda rol oynayan insan genlerinin neredeyse %50’si
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mayalarda homoloji gostermektedir (Hartwell, 2004). Mayalar, insanda temel hiicresel
siregler ve metabolik yolaklarin anlasilmasinda Onemli rol oynamakta ve birgok

hastalik geninin molekiiler diizeyde analizini kolaylastirmaktadir (Suter ve dig., 2006).
2.2.2. Escherichia coli ve pFA6-KanMX4 Plazmidi

E. coli yaygin bir sekilde kullanilan prokaryotik bir model organizmadir. Mikrobiyoloji
ve biyoteknoloji alanlarinda 0Ozellikle rekombinant DNA c¢alismalarinda konak

organizma olarak kullanilmasi nedeniyle 6nemli bir tiirdiir (Singleton, 1999).

E. coli genomunun DNA dizisi 1997°de tamamlandi, E.coli’nin 4,6 milyon baz gifti
uzunlugunda halkasal bir DNA molekiiliine sahip oldugu ve 4288 protein kodlayan gen
icerdigi belirtildi. Ayrica E.coli genomunun 6nemli oranda transpozabl genetik element,

tekrarli dizi ve bakteriyofaj kalintisi i¢erdigi gézlendi (Blattner ve dig., 1997).

E.coli rekombinant protein tiretimi i¢in yaygin olarak kullanilan bir konaktir ve iyi bir
sekilde karakterizasyonu yapilmistir (Cornelis, 2000; Lee, 1996; Baneyx, 1999).
E.coli’de rekombinant proteinlerin iiretimine izin veren gesitli protein anlatim sistemleri
bulunmaktadir. Proteinlerin yliksek seviyede anlatimlarina olanak taniyan plazmidlerin
kullannmiyla endiistriyel fermentasyon siireclerinde proteinlerin bol miktarda iiretimi
gerceklestirilebilmektedir.  Rekombinant  DNA  teknolojisinin  ilk  yararh

uygulamalarindan biri insan insiilininin E. coli’de iiretimidir (Goeddel ve dig., 1979).

Modifiye edilmis E.coli hiicreleri as1 gelistirme, biyoremediasyon, biyoyakit iiretimi
(butanol) (Mattam ve Yazdani, 2013) ve immobilize enzim iiretimi gibi alanlarda
kullanilmaktadir (Cornelis, 2000). Uzun laboratuar gecmisi ve kolay manipiile
edilebilmesi nedeniyle E. coli endiistriyel mikrobiyoloji ve modern biyoloji

miihendisliginde 6nemli bir rol oynamaktadir (Lee, 1996).

Prokaryotik bir organizma olmasi nedeniyle E.coli’de protein eldesi esnasinda dogru
katlanmada problemler meydana gelmektedir. E.coli baz1 biiyiik, kompleks (¢oklu
disiilfit bagi igeren vb.) proteinlerin ve aktivitesi i¢in post-translasyonel modifikasyona
gereksinim duyan proteinlerin iiretiminde kullanilamamasina ragmen interferonlar,

interlokinler, kolonistimiilan faktorler, bliyiime hormonlari, insiilin benzeri biiyiime
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faktorleri ve insan serum albiimini gibi proteinler bu organizmada basarili bir sekilde

uretilmektedir (Choi ve Lee, 2004; Lee, 1996).

E.coli DH5a susu gen klonlama ve protein liretimi gibi ¢esitli amaglar igin genis 6lgiide

kullanilmaktadir (Jung ve dig., 2010).

pFAG6-kanMX4 plazmidi, homolog rekombinasyon aracili PCR temelli veya klasik gen
hedefleme igin tasarlanmis “marker” plazmidlerinden biridir (Wach ve dig., 1994;
Wach, 1996; Wach ve dig., 1997). 1.44 kb’lik KanMX4 “marker” geni, Ashyba
gossypii’nin fazla miktarda anlatimi yapilan “Thyrotroph embryonic factor” (TEF)
geninin terminatdr ve promotdr bolgeleriyle (Steiner ve Phillipsen, 1994) Tn903
transpozonundan kokenlenen (Oka ve dig., 1981) kanamisin direng geninin (kan") acik

okuma cergevesinden olugmaktadir.

Mantarlar ve mayalara kanMX transforme edildiginde bu organizmalar ‘“geneticin
(G418)” antibiyotigine diren¢ kazanmaktadirlar. Bu segici sistem ilk olarak Jimenez ve
Davies (1980) tarafindan tarif edildi, Hadfield ve arkadaslari (1990) tarafindan
gelistirildi. (Wach ve dig., 1998)

S. cerevisiae’de G418’¢ direng gosteren kanMX kaseti yaygin bir sekilde (Wach ve dig.,
1994) kullanilmis ve basariya ulasilmistir. S. pombe’de de PCR temelli gen delesyonlu
mutant olusturmada pFA6-KanMX4 plazmidi kullanilmaktadir (Bdhler ve dig., 1998;
Krawchuk ve Wahls, 1999).

KanMX kaset sistemi yaygin olarak tercih edilmektedir ve kaset, plazmid kullanilarak
tek kopyayla genoma integre oldugunda giicli “geneticin” direng fenotipi
sergilemektedir. Yonlendirilmis delesyon mutasyonlarinin olusturulmasinda hedeflenen
bolgenin PCR ¢ogaltimi kolaylikla gerceklestirilmektedir. pFA6-KanMX4 plazmidinin
maya genomuna homoloji gostermemesi ¢alismalarda oldukg¢a onemlidir. (Goldstein,

1999)

pFAG6-KanMX4 plazmidi 3941 bg biiyiikliigiindedir. Kanamisin ve ampisilin direng
genleri tagimaktadir. E.coli’de ¢ogaltimina olanak saglayan replikasyon baglama boélgesi

(ori) de igermektedir.
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2.3. HOMOLOG REKOMBINASYON

Mayoz boéliinme, eseyli iireme igin gerekli olan kromozom sayisini yartya indirmenin
yanisira populasyonda bir jenerasyondan digerine genetik cesitliligi arttirmaktadir.
Homolog rekombinasyon siireciyle anne ve babadan gelen kromozomlar yeniden
diizenlenmekte ve yavru bireyde “nonparental” kombinasyon meydana gelmektedir. Bu
yeniden diizenlenme oldukg¢a 6nemlidir. Ciinkii bu yeni kombinasyon bazi durumlarda

yavru bireye ebeveynlerinden daha fazla hayatta kalma sans1 tammaktadir (Karp, 2010).

Ayrica homolog rekombinasyon, rekombinasyon onarimi olarak adlandirilan DNA
hasar1 onariminda da ©6nemli bir rol oynamaktadir. Rekombinasyon molekil igi
gergeklesebilir ve bu durumda ayn1 kromozomdaki iki bolge arasinda ya yer degisimi ya
da DNA parcalar1 arasinda inversiyon meydana gelebilir. Diger yandan bimolekiiler
rekombinasyon iki bagimsiz DNA molekiilii arasindaki krosingover:t icermektedir

(Karp, 2010).

Rekombinasyon siireci homolog DNA ipliklerinden birinde iki iplik kirilmasinin
indiiklenmesiyle baslamaktadir (Sekil 2.5). recB, recC ve recD genlerinin {iriinii olan
RecBCD proteini DNA ¢ift iplik kirigina baglanmakta ve DNA’y1 5'-GCTGGTGG-3'
dizilerini igeren ve Chi bolgesi veya x (Chi: “Crossover Hotspot Instigator”) olarak
adlandirilan diziden DNA helikaz aktivitesiyle ¢6zmektedir. Helikaz aktivitesinin
yaninda RecBCD proteini, tek iplik ve ¢ift iplik ekzoniikleaz ve tek iplik endoniikleaz
aktivitesine sahiptir. Bu 6zellik RecBCD’nin, RecA proteini (recA geni tarafindan
iiretilir) tarafindan sarilan tek iplikli u¢ olusturmasina izin vermektedir. Ayrica RecBCD
proteini RecA proteininin 3'-DNA ucuna baglanmasina yardimci olmaktadir. RecA
proteini u¢ kismin ¢ift iplikli DNA ¢iftine tutunarak bolge homolojisi aramaktadir. Bu
sirada D-ilmegi (displacement loop “D-loop”) olusmaktadir. Oncelikle u¢ kisim
homoloji gosteren bir bolge bulur. Ardinda RecBCD proteininin yardimiyla D-
ilmeginde bir ¢entik meydana gelmektedir. Bu ¢entik RecA ve tek iplige baglanan
proteinlerin (SSB) diger DNA’daki boslukla es olan yeni bir u¢ yaratmasina izin
vermektedir. DNA ligaz Holliday baglantisin1 olusturmak igin iki centigi kapatir.
Holliday baglantis1 yarim kiazma ve Chi yapist olarak da bilinmektedir. Holliday
baglantis1 eski baz cifti kirig1 yoniinde go¢ etmekte ve dal gogli olarak adlandirilan

stire¢ igerisinde yeni bir tane daha Holliday baglantisi olusmaktadir. Baglantilar daha
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sonra kirilmalarla yok edilmektedir. Kirilan iplige bagli olarak iki alternatif iiriin
olusabilir (Sekil 2.6); Holliday baglantisinda igteki zincirler kirilirsa krosingoversiz
rekombinantlar, baglanti noktasinda distaki iplikler kirtlirsa  krosingoverli
rekombinantlar serbest kalmaktadir. (Weaver, 2011)

3 . { } 5 e. Bogluklarm onarma ve
5 ’3 kmklarm kapatidmas:
CJL o (Helliday baglantisi)
a. RecBCD DNA'wi gevseti ve RecA 3 5
proteinivle kapls 3° gdemtds ug borake. :_::‘ ¥ 2 i.-
' 5
3' A — I 5' 3
5 —-\ —
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Sekil 2.5 : Homolog rekombinasyonun RecBCD yolagi (Weaver, 2011).

a. RecBCD proteini ¢ift iplikli DNA kirigina baglanir ve DNA helikaz aktivitesiyle DNA’y1
Chi bolgesine dogru gevseterek yonlendirir. Sonugta RecA (kirmizi daireler) proteinlerinin
kapladig1 tek iplikli 3'-u¢ meydana getirir. b. RecA D-ilmegi olusturarak diger DNA c¢ift
sarmalina girisi saglar. c. RecA proteini ipligin alict ¢ift iplikli DNA’da homoloji gosteren
bolgeyi bulmasina yardim eder. invazyonu gerceklesen iplik homolog bélge ile baz eslesmesi
gerceklestirdiginde RecA’dan ayrilir. d. Homolog bolge bulunduktan sonra ilmekde kirilma
meydana gelir. Diger DNA’daki tek iplikli bolgeye baz eslesmesi meydana gelir. e. Geriye
kalan bosluklar doldurulur ve kiriklar DNA ligaz tarafindan birlestirilir, Holliday baglantisi
olusur. f. Dal gocii meydana gelir. g.-h. Kirilmalarla yap1 krosingoverli rekombinant veya
heterodupleks olmak izere iki molekiile ayrilabilir.
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Sekil 2.6 : Holiday baglantisinin ayrilmasi (Weaver, 2011).

Holliday baglantisi numaralandirilmig oklarla gosterildigi gibi iki farkli yolla ayrilabilir. a. 1 ve

2 noktalarinda kirilmayla olusan iiriin heterodupleks DNA pargasi igeren dupleks DNA’dir. b. 3

ve 4 noktalarinda kirilma {irlinii iki parcali ¢akismayacak sekilde ekli krosingoverli rekombinant
molekiildiir.

2.4. DELESYONLU MUTANTLARIN ONEMIi

Okaryotik organizmalarin genom boyutunda gen delesyon koleksiyonlar1 temel
biyolojide molekiiler mekanizmalarin arastirilmast ve medikal uygulamada veya
biyomiihendislikte hedef alinan yolaklarin tanmimlanmasi igin Onemli imkanlar
saglamaktadir. Genom boyutunda gen delesyon koleksiyonlarinin olusturulmasi zordur
ve RNA interference (RNAI) c¢ogu organizmada gen aktivitesini baskilamak igin
poptiler bir alternatif yaklasim saglamaktadir. Ancak RNAi yaklasimlar1 gen
anlattminin kismi olarak engellenmesi gibi engellerle karsilagsmaktadir. (Kim ve dig.,

2010)

Gen delesyon koleksiyonunun varligi yiiksek okaryotlarin genetik etkilesim analizleri,
fenotipik analizler (Winzeler ve dig., 1999), karsilastirmali genomik, gen analizleri ve
ilag etkisi belirleme taramasi (Lum ve dig., 2004) gibi daha ileri calismalari

kolaylastiracaktir. (Kim ve dig., 2010)
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S. pombe genom dizisi tamamlandiktan sonra ORF (a¢ik okuma gergevesi)’lerin PCR
kaynakli delesyonu (Bédhler ve dig., 1998) yontemiyle S. pombe esansiyel genlerinin
miktarim1  belirlemek amaciyla pilot bir gen delesyonu projesi gercgeklestirildi.
(Decottignies ve dig., 2003) Neredeyse tim S. pombe genlerinde bireysel delesyon
iceren heterozigot diploid suslarin koleksiyonu PCR temelli teknikler kullanilarak
olusturuldu. Ancak bazi genlerin delesyonu bu metodun kullanimiyla elde edilemedi.
Daha sonraki ¢alismalarda hedef genin delesyonu i¢in uzun dizi homolojisi tasiyan
plazmidlere dayanan etkili bir “knock-out” teknigi kullanildi. Bu yontem ile 6nceki
calismalarda delesyonu saglanamayan 29 genin (scf7, slu7, aah2...) delesyonu
gerceklestirilmistir. Giintimiizde delesyonlu mutant koleksiyonu, S. pombe agik okuma
gergevesinin %99’unu kapsamaktadir. Geriye kalan kisimdaki genlerin delesyonu ya
elde edilememis ya da mutant fenotiplerin analizi belirsiz sonuglar ortaya koymustur.
(Spirek ve dig., 2010)

2.5. CALISMADA KULLANILAN TEKNIKLER
2.4.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) olarak adlandirilan yontem ile in vitro’da genomda
DNA’nin segilmis bir bolgesinden milyonlarca ¢ogaltim miimkiindiir. Reaksiyon 6ncesi
cogaltilmak istenen niikleotid dizilerine uygun olarak tasarlanmis oligoniikleotid ¢ifti
kimyasal olarak sentezlenmektedir. Bu teknik oligoniikleotid dizilerinin yaninda
niikleotid ¢ogaltimini saglayan, termofilik bir bakteriden izole edilmis, yiiksek
sicakliklara dayanikli 6zel bir DNA polimeraza gereksinim duymaktadir (Alberts ve
dig., 2007).

PCR, 1983’te Kary Mullis tarafindan kesfedildi ve kesfi 1993 yilinda Kary Mullis’e
kimya alaminda Nobel odiiliinii kazandirdi. PCR’mn Kesfinin biyolojik arastirmalar ve

biyoteknoloji {izerine etKisi biiytiktiir (Karp, 2010).
2.4.2. “Knock-out” Kaseti Ile Gen Delesyonu

“Knock-out” gen veya “knock-out” terimleri bir genin fonksiyonunu inaktive eden
mutasyonu tanimlamaktadir. Bu mutasyonlar fonksiyonel genomigi igceren modern

teknikler ve klasik genetik galismalari i¢in olduk¢a 6nemlidir (Sawitzke ve dig., 2013).
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“Knock-out” teknolojisi, ilk olarak S. cerevisiae’de gelistirilen, canli organizmalarin
genomunu homolog rekombinasyon aracili gen hedeflemeye dayali olarak degistiren
kullanigh bir tekniktir. Bu teknolojinin baslangici Hinnen ve arkadaslarinin (1978) maya
geni tastyan halkasal, replike olmayan plasmidi hiicreye aktararak genoma integre

olabildigini gostermelerine dayanmaktadir (Mitrikeski, 2012).

Memeli genomunda hedef bolge ile homoloji gosteren yabanci DNA arasindaki
homolog rekombinasyon olasiligi 80’li yillarin basinda ¢alisilmaya baslanmustir (Galli-
Taliadoros ve dig., 1995). Giiniimiiz teknolojik gelismeleri ile memeli sistemlerinde
homolog rekombinasyon ile gen hedefleme sayesinde istenen herhangi bir hedef gende
mutantlarin olusumu miimkiin hale gelmektedir (Mansour, 1990; Robertson, 1991;
Zimmer, 1992; Mortensen, 2002).

Homolog rekombinasyon ile gen hedefleme teknolojisinde in vitro’da elde edilen dis
kaynakli DNA dizileri (plazmid, degistirilmis gen, kaset) istenen genetik degisime yol
acan hedef diziyle rekombinasyonunun gergeklesmesi i¢in hiicreye aktarilmaktadir.
Eksik veya istenmeyen sonuglar elde edilmesine ragmen hedef genomik dizi transforme
edilen diziler tarafindan ya degisiklige ugratilmakta ya da bu dizilerle tamamen yer
degistirmektedir (Mitrikeski, 2012).

Yer degistirme yontemi mayada gelistirildi (Rothstein, 1983) ve daha sonra basarili bir
sekilde memeli hiicrelerinde de uyguland: (Thomas ve Capecchi, 1987). Bu metoda
gore dogrusal dig kaynakli DNA hiicreye aktarilmakta ve aktarilan bu dizi degistirilmek
istenen genomik diziyi hedef almaktadir. Aktarilan dis kaynaklt DNA pargalarinin en
onemli 6zelligi hedef genin yan bolgelerine homolog olan diziler tagimalaridir. Boylece
transformasyon sonrasi homolog rekombinasyon araciligiyla hedef gen segici “marker”

gen ile yer degistirebilir (Hastings ve dig., 1993; Mitrikeski, 2012).

Bu yaklasimdan yola ¢ikilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile yer degistirme
yontemi gelistirilmistir (Baudin ve dig., 1993). Bu yaklasim “marker” genle yeri
degistirilen hedef genin tamamen delesyonuna olanak vermistir ve yalnizca ilgilenilen
genin genomik dizisinin bilgisine ihtiyag vardir (Sekil 2.8). Bu yontemde her biri
yaklasik 60 niikleotid uzunlugunda iki PCR primeri kullanilmaktadir. Bu primerlerden

her biri “marker” genin g¢ogaltiminda kullanilmak i¢in “marker” gene uyumluluk
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gosteren 20 niikleotidlik diziyi 3" ucunda igermektedir. Geriye kalan 40 niikleotidlik
diziler 5" ucunda ilgilenilen genin sag ve solunda yer alan genomik dizilere homoloji
gostermektedir. Bu primer setleri kullanilarak hedefleme ve yer degistirme amaciyla
hedef genin yan dizilerine 40 baz cifti homoloji gosteren diziler arasinda yerlesim
gosteren sec¢ici marker genden olusan yer degistirme PCR f{iriinii olusturulmaktadir.
Transformasyon sonrasi transformantlar segici besiyerlerinde iretilerek segim

yapilmakta ve analiz edilmektedir (Mitrikeski, 2012).

P

>

MARKIER GEN

€\
PCR
B uearey (0

Transformasyon
B uorareey
X X
s morrcey [ e—

Yer degisimi
om0 O0rRaERGE T —

Sekil 2.7: Homolog rekombinasyon aracili gen hedefleme (Mitrikeski, 2012).

(P: hedef gene komsu bolgelere homoloji gosteren dizi ile marker gene, uyumluluk gosteren
dizileri igeren primerler, kirmizi bolgeler: hedef genin iki yaninda yer alan homolog diziler)

Homolog rekombinasyonla olusturulan yaklasik olarak tiim mutantlarin segimi hedef
geni bozarak mutasyona ugratan antibiyotik diren¢ geninin (neomisin vb.) pozitif

secimine dayanmaktadir. Hiicrelerin antibiyotik kullanarak se¢imi PCR iiriiniinii
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yapisina almamis olan hiicreleri biiylik oranda elemektedir. Ancak iireyen hiicrelerin
bircogu PCR iriniini homolog rekombinasyon yerine rastgele genomuna dahil
etmektedir (Mortensen, 2002).

Giiniimiizde PCR ile “knock-out” teknolojisi tek hiicreli dkaryotlardan baslanarak insan
hiicresinin de dahil oldugu memelilerle son bulan ¢esitli organizmalarda basarili bir
sekilde uygulanmaktadir. Ayrica bu teknoloji maya delesyonlu suslarin tiim setini
olusturmayr amaglayan Saccharomyces Genom Delesyon Projesi “Saccharomyces
Genome Deletion Project (http://www-sequence.stanford.edu/group/
yeast_deletion project/deletions3.html)”  gibi  arastrma  girisimlerine  imkan
vermektedir. Bu projenin basarisi fare gibi daha kompleks organizmalarda benzer
arastirmalarin Oniinii agmistir (http://www.knockoutmouse.org/). Biiylik ve uluslararasi
arastirma birliklerinin amaci mutantlarin fenotipik analiziyle bir organizmadaki tim
actk okuma g¢ergevelerinin “ORF (open reading frame)” spesifik fonksiyonunu
belirlemektir (Mitrikeski, 2012).

Fizyon mayasinda biiyiik 6l¢ekli ¢alismalar i¢in simdiye kadar etkili bir “knock-out”
teknigi bulunmamaktadir. Buna ragmen uzun oligoniikleotidlerin (80 bg.’lik hedef
dizilere homolog) (Béhler ve dig., 1998) kullanildig1 bir teknik pilot gen delesyon
projesinde kullanilmis, diploid 1irklarda 85 segilmis genden 20’si delesyona
ugratilamamistir (Decottignies ve dig., 2003). Martin-Castellanos ve arkadaslar1 ayni
yaklagimi kullanarak mayotik olarak anlatimlart arttirilmig genlerin 184’tinden 160’11
delesyona ugratmislardir. Giinlimiizde Kore BIONEER Ortakligr uzun oligoniikleotid
yontemini kullanarak tiim fizyon mayasi genlerinin “knock-out” edilmesi i¢in girisimde
bulunmustur (http://pombe.bioneer.co.kr). Bu yontemin diisiik etkinligi, biiylik 6l¢ekli
calismalarda optimal kosulun saglanamadiginmi gostermektedir ve bu duruma ragmen
uzun oligoniikleotid teknigi genlerin “knock-out” edilmesi ve degistirilmesi i¢in yaygin

bir sekilde fizyon mayasinda kullanilmaktadir (Gregan ve dig., 2006).

Bu c¢alismada Schizosaccharomyces pombe genomunda yer alan IMPDH enziminin
anlatimindan sorumlu gual genine uygun, iki asamali PCR sonucu elde edilen “knock-
out” kaseti kullanilarak homolog rekombinasyon ile delesyona ugratilmasi amaglandi.
Bu ¢alisma kapsaminda 6ncelikle gual genine komsu iki yan dizi igin uygun primerler

“reverse” ve “forward”) kullanilarak PCR yontemiyle bu diziler c¢ogaltildi.


http://www-sequence.stanford.edu/group/

24

Ardindan bu dizilerin de reaksiyonda yer aldigi kanamisin diren¢ “marker” genini
iceren “knock-out” kasetinin olusturulmasi i¢in kanamisin geni ve komsu dizilere
homoloji gosteren primerler kullanilarak ikinci asama PCR gergeklestirildi. “Knockout”
kaseti elde edildikten sonra kasetin niikleotid dizi analiziyle kontrolii yapildi. Dogrulugu
onaylanan kaset S. pombe 972h" yabani irk, ura4h™ mutant irk ve diploid irka aktarildi.
Transformasyon sonrasi iireyen kolonilerin uygun segici besiyerlerine ekimi yapildi ve

kasetin istenen bolgeye yerlesip yerlesmedigini anlamak i¢in koloni PCR uygulandi.
2.4.3. Biyoinformatik ve Dizi Analizi

Biyoinformatik, bilgisayar ve biyoistatistik ile biyokimya, hiicre biyolojisi, gelisim
biyolojisi, genetik, genomik ve fizyoloji gibi biyoloji ve biyomedikal bilimleri bir araya
getiren disiplinler arasi bir alandir. Biyoinformatik 1970’lerde DNA dizileme
teknolojisinin gelisiminden kisa bir siire sonra onemli bir disiplin olarak ortaya
cikmistir. Biyoinformatigin en Onemli hedefi, biyolojik deneyler ve gbzlemsel
caligmalardan elde edilen verilerin islenmesini, analizini ve yorumlanmasini
kolaylastirmaktir. Tiim genom dizileme projeleri gibi arastirma calismalarindan elde
edilen bilgilerin yorumlanmasi i¢in duyulan gereksinim NCBI (National Center for

Biotechnology Information)’in kurulmasini tegvik etmistir (Moore, 2007).

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) dizi benzerligi arayan bir programdir.
Niikleotid veya protein veritabanlariyla niikleotid veya protein sorgularmin tim

kombinasyonlarin1 karsilastiran ¢esitli BLAST tipleri bulunmaktadir (McGinnis ve
Madden, 2004).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. ORGANIZMA

Calismada mantarlarin  Ascomycetes sinifinda yer alan tek hiicreli okaryotik bir
organizma olan Schizosaccharomyces pombe Linder str. Liquefaciens’in haploid yabani
(972h-) 1rk, urasil geni (ura4h’) mutant irk ve diploid irk kullanildi. Kullanilan irklarin
ozellikleri Tablo 3.1’de verildi.

pFA6-KanMX4 plazmidi igeren E.coli DH5o0 susu kullamildi. E.coli DH50 irkinin
ozellikleri Tablo 3.1’de, pFA6-KanMX4 plazmid haritas1 Sekil 3.1°de verildi.
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Sekil 3.1: pFAG6-KanMX4 plazmid haritasi
(https://www.snapgene.com/resources/plasmid_files/yeast_plasmids/pFA6-kanMX4/).

Calismada kullanilan Schizosaccharomyces pombe Linder str. Liquefaciens 972h-,
ura4h” ile diploid irklar ve pFA6-KanMX4 plazmidi tastyan E.coli DH5a. susu, 1.U. Fen
Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii Kiiltiir Koleksiyonu’ndan saglandi.
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Tablo 3.1: Calismada kullamlan S.pombe ve E. coli irklarinin dzellikleri.

Irklar Ozellikleri
S.pombe 972h Yabani itk
S. pombe diploid mei-B102/972h™ mayoz boliinme kusurlu

Orotidin-5'-fosfat (OMP) dekarboksilaz
geni delesyonlu

S. pombe ura4-D18h’

FlendAlhsdR17(rmy")supE44thi” 1recAl
E. coli DH5a gyrA(nalyrelA1A(lacZY Aarg
FU169deoR[@80 dLacA(LacZ)M15]

3.2. BESIYERLERI

S.pombe hiicrelerinin iiretiminde Gutz ve ark.(1974)’nin 6nerdigi besiyerleri kullanildi.

Besiyerlerinin kullanim amaglar1 ve formiilleri asagida yer almaktadir (Tablo 3.2, 3.3,
3.4,35,3.6,3.7,3.8, 3.9).

e Uretim amacli kullanilan besiyerleri :

Tablo 3.2 : “Luria-Bertani” (LB) besiyeri igerigi (E.coli iiretimi).

LB (200 ml)
Tryptone 29
Maya ekstresi (Yeast Extract) 1g
Sodyum kloriir 29
Distile su 200 ml

LB besiyeri hazirlamak i¢in Tablo 3.2’de verilen bilesenler distile suda ¢ozdiiriildi. LB
besiyeri i¢in gereken pH 7.2 olmalidir. 1N NaOH kullanilarak pH ayarlandi ve besiyeri

uygun kosullarda steril edildi. pFA6-KanMX4 plazmidi i¢eren E.coli hiicrelerinin se¢imi
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icin 50 mg/l olacak sekilde ampisilin antibiyotigi sterilizasyon sonrasi besiyerine ilave
edildi.

Tablo 3.3 : “Yeast Extract Agar” (YEA) besiyeri igerigi.

YEA (1L)
Maya ekstresi (Yeast Extract) 509
Glukoz 309
Agar 209
Distile su 1000 ml

YEA besiyeri hazirlamak igin Tablo 3.3’te belirtilen bilesenler uygun miktarlarda bir
araya getirildi ve besiyeri sterilizasyon sonrasi cam tiiplere dokiilerek egri besiyeri

hazirlandi.

“Yeast Extract with Supplements” zenginlestirilmis sivi besiyeri (YES) (200 ml)
hazirlamak i¢in YEA besiyeri bilesenleri distile su i¢inde ¢ozdiirildi. Sterilizasyon
sonrasi her biri 50 mg/| olacak sekilde besiyerine adenin, histidin, 16sin, lizin, urasil ve
guanin ilave edildi. 100 ml besiyeri i¢in 0,65 ml 2N fosforik asit (H3PO,4) eklendi. Son
olarak besiyeri pH’s1 5.9’a ayarlandi. Sivi besiyeri hazirlanirken bilesenlere agar

eklenmedi.

Tablo 3.4 : “Yeast Nitrogen Base” Besiyeri (YNB) besiyeri igerigi.

YNB (200ml)
Yeast Nitrogen Base (amino asit 0,34 ¢
icermeyen)
Amonyum siilfat ( (NH4),SO,) 1g
Glukoz 1g
Distile su 200 ml

YNB besiyeri hazirlamak Tablo 3.4’te verilen bilesenler bir araya getirildi ve besiyeri
steril edildi. YNBA besiyeri hazirlamak igin bilesenlere 4 g agar (200 ml igin) ilave

edildi. Steril cam tiiplere dokiilerek egri besiyeri hazirlandi.
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Secici besiyerleri :

Tablo 3.5 : “Minimal Medium Agar” (MMA) besiyeri igerigi.

MMA (1L)
Stok A2 100 ml
Stok B1 1ml
Stok B2 1ml
Glukoz 109
Na,HPO,.12H.0 1g
Agar 209
Distile su 900 ml

Tablo 3.6 : MMA besiyeri igerigindeki stok soliisyon Al.

Stok Al
H3;BO, 50 mg
CuS0,.5H,0 4 mg
KI 10 mg
FeCl;.6H,0 20 mg
MnSO,.4H,0 53 mg
Na,Mo00,.2H,0 19,5 mg
ZnS0,.7H0 40 mg

Distile su 100 mi
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Tablo 3.7 : MMA besiyeri igerigindeki stok soliisyon A2.

Stok A2

KH,PO, 19
MgS0,4.7H,0 05¢
NaCl 01lg
CaCl,.6H0 0.15¢g
(NH,),S0,4 5¢
Stok Al 1ml
Distile su 100 ml

Tablo 3.8 : MMA besiyeri igerigindeki stok soliisyon B1.

Stok B1
Kalsiyum pantotenat 100 mg
Nikotinik asit 1g
Mezoinositol 1g
Distile su 100 ml

Tablo 3.9 : MMA besiyeri igerigindeki stok soliisyon B2.
Stok B2

Biotin 1 mg

%50 etanol 100 mi

MMA besiyeri bilesenleri yukaridaki uygun miktarlarda sirasiyla distile suya eklenerek
¢ozdiriildii. Sterilizasyon sonrasi steril petrilere dokiildii. Segici besiyeri igin gerekli

metabolitler final konsantrasyon 50 mg/l olacak sekilde MMA besiyerine ilave edildi.

“Geneticin” (G418 Disulfate salt-Sigma) igeren YEA besiyeri : YEA besiyeri bilesenleri

uygun miktarlarda distile suda ¢ozdiiriildii. Hazirlanan besiyeri otoklavlandiktan sonra
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steril petrilere dokiilmeden once 50-55°C’ye kadar sogutularak son konsantrasyon 200

mg/l olacak sekilde YEA besiyerine “geneticin” antibiyotigi ilave edildi.

Phloxin B (magdala kirmizisi) ve guanin i¢eren YEA besiyeri : Yukaridaki prosediirlere
gore hazirlanmis olan maya ekstreli kat1 besiyerine Phloxin B (magdala kirmizisi) adl1
boya son konsantrasyon 20 mg/l olacak sekilde besiyerine ilave edildi. Ardindan son

konsantrasyon 50 mg/l olacak sekilde guanin eklendi.

¢ Haploidizasyon besiyeri:

m-fluorofenilalanin ve guanin igceren MMA Dbesiyeri; MMA besiyeri yukaridaki
prosediire gore hazirlanip, otoklavla sterilizasyonun ardindan son konsantrasyon 500
mg/l olacak sekilde m-flourofenilalanin ve guanin (50 mg/l) ilave edilerek steril cam

tiiplere dokiildii ve egri besiyeri hazirlandi.

Hazirlanan tiim besiyeri ve soliisyonlar 121°C’de 1.2 atm basingta 15 dakika

otoklavlanarak steril edildi.

3.3. ORGANIZMANIN URETIiMi VE SAKLANMASI

3.3.1. S. pombe Irklarmmn Uretimi ve Saklanmasi

Calismada kullanilan 972h°, uradh” ve diploid wrklar +4°C’de silika jel (¢ap:0.2-0.5mm)
icerisinde saklanan stoklardan alinarak YEA besiyeri igeren petrilere ekildi. 2 giin
sonrasinda elde edilen kolonilerden azaltma ekim yapildi ve 2 giin sonra tek tek
koloniler elde edildi. Bir koloni segilerek egri YEA besiyerine ekildi ve 30°C’de 2 giin
bekletilerek tek koloninin ¢ogaltimi yapildi. Uradh™ mutantlarimin genotipleri MMA
besiyeri ve urasil iceren MMA besiyerinde kontrol edildi. Tek koloniden g¢ogaltilan
kiltiirler egri YEA besiyerlerine ekilerek c¢alisma boyunca +4°C’de bekletildi.

Hiicrelerin genotip kontrolleri belirli araliklarla yapildi.
3.3.2. Plazmid Tasiyan E. coli Irklarinin Uretimi ve Saklanmasi

E.coli pFA6-KanMX4 plazmidi igeren DH5a susu gliserol stoklardan alinarak 50 mg/I
olacak sekilde ampisilin igeren 5 ml LB besiyerine ekildi, 37°C’de 150 rpm’de

calkalamal1 etiivde bir gece liremeye birakildi.
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3.4. Escherichia coli"den pFA6-KanMX4 PLAZMIDIi 1ZOLASYONU VE
KONTROLU

pFAG-KanMX4 plazmidi tasiyan E.coli DH5a susu, 50 mg/l ampisilin igeren 5ml LB
besiyerinde bir gece boyunca 37°C’de 150 rpm’de ¢alkalamali etiivde tiretildi. E.coli
hiicreleri iretildikten sonra pFA6-KanMX4 plazmidinin izolasyonu “DSBIO Eco
Friendly Plasmid Miniprep Kit” ile firmanin 6nerdigi kosullarda gergeklestirildi.

3.4.1. Escherichia coli’den pFA6-KanMX4 Plazmidi izolasyonu

5 ml ampisilinli LB besiyerinde bir gece boyu iiretilen pFA6-KanMX4 plazmidi tagiyan
E.coli DH5a susundan (1-2x10° h/ml) 2 ml alman kiltirler 3000 rpm’de 5 dakika
santrifiijlendi. Santrifiij sonrast pellet RNaz A igeren 100 pl “Soliisyon I” ile siispanse
edildi ve 1-2 dakika oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra hiicrelere 250 ul “Soliisyon
11 eklendi ve tiip 5 defa tersyiiz edilerek 1-2 dakika oda sicakliginda bekletildi. Uzerine
250 ul “Soliisyon III” ilave edildi ve homojen dagilim gerceklestirilene kadar tiip altiist
edilerek karistirildi. 12.000 rpm’de 1 dakika santrifiijleme yapildi. Siipernatant 2 ml’lik
filtreli yitkama kolonuna alind1 ve 1 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 12.000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi alt tiipe gecen sivi atildi ve kolona
etanol igeren 500 pl “Wash Buffer Q” ilave edildi. Oda sicakliginda 1 dakika bekleme
sonrasi 12.000 rpm’de 1 dakika santrifiijlendi. Alt siv1 atilarak kolona etanol igeren 500
ul “Wash Buffer W” ilave edildi ve 12.000°de 1 dakika boyunca santrifiij edildi. Alt sivi
atildiktan sonra kalint1 soliisyonun uzaklastirilmasi i¢in tekrar 12.000 rpm’de 3 dakika
santrifiijleme yapildi. Santrifiij sonrasi kolon steril 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine
alind1 ve tlizerine 50 pul “Eluent Buffer” eklenerek 2 dakika oda 1sisinda bekletmenin
ardindan 12.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Alta gegen sivida bulunan saf plazmid
DNA’s1 ¢alisma boyunca -20°C’de saklandi.

3.4.2. pFA6-KanMX4 Plazmidinin Kontrol Amach Restriksiyon

Endoniikleazlariyla Kesimi

Izole edilen plazmidin pFA6-KanMX4 plazmidi oldugunu dogrulamak amaciyla EcoRI
(Fermentas) ve Sall (Fermentas) restriksiyon endoniikleazlariyla tekli ve ikili kesim
gerceklestirildi. Iki enziminde aktivite gosterdigi onerilen tampon kullanildi. Kesim

reaksiyonu Tablo 3.10°da belirtildigi gibi gerceklestirildi. Bilesenler karistirildiktan
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sonra ornekler 37°C’de su banyosunda 1 saat boyunca bekletildi. Tekli kesim yapilirken
hazirlanan tiipe enzimlerden biri 1 pl konuldu. Her iki enzim iginde farkli tiipler
hazirland1. Ikili kesimin gergeklestirildigi tiiplere ise enzimlerin her biri 1 pl olacak

sekilde birlikte ilave edilerek son hacim 20 ul olacak sekilde distile su ile tamamlandi.

Tablo 3.10 : EcoRlI ve Sall restriksiyon endoniikleazlariyla kesim reaksiyonu bilesenleri.

Bilesenler Miktar
Plazmid DNA’s1 1 ul
Enzim(EcoRI/Sall) 1w
(EcoRI+Sall) (1+1 pul)
Tampon (10x Buffer O) 2ul
Distile su 16 ul (15 ul)
Total hacim 20 ul

3.5. Schizosaccharomyces pombe’den GENOMIK DNA iZOLASYONU

Petride azaltma ekim yapilarak elde edilen 972h" kolonilerinden biri segilerek egri YEA
besiyerine ekildi ve 30°C’de 2 giin boyunca bekletildi. Daha sonra iireyen S. pombe
hiicreleri 10 ml YEL besiyerine ekildi. Bir gece boyunca 30°C’de 180 rpm’de
calkalamali etiivde iiretilen hiicre kiiltiiriinden ertesi giin 50 ml YEL besiyerine 10°
hiicre/ml olacak sekilde ekilerek tireyen S. pombe hiicrelerinden genomik DNA
izolasyonu yapildi. S. pombe genomik DNA izolasyonu “DSBIO Quick Yeast Genomic
DNA Extraction Kit” ile gerceklestirildi. Genomik DNA izolasyonu esnasinda hiicre
par¢alama asamasinda firmanin Onerdigi kosullara ilave olarak bazi degisiklikler

yapildi.

50 ml YEL besiyerinde iiretilen hiicreler (~10" hiicre/ml) 10 dakika boyunca 7000
rpm’de ¢Oktiiriildii. Coktiiriilen hiicrelere 200 pl kitte yer alan “Solution DS” eklenerek
steril 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipliniin 0,5 cizgisine kadar cam bocuk (¢ap: 0,45-0,50
mm) ve 2 adet metal bilye konuldu. Cam boncuklarin tizerine 200 pl “Solution DS” ile
sispanse edilmis hiicreler ilave edildikten sonra “Sartorius Mikro-Dismembrator S”
marka hiicre pargalayicisinda 3000 rpm’de 1 dakika boyunca parcalama gergeklestirildi.

Hiicreleri pargalama islemi belirli araliklarla buzda bekletilerek 5 tekrarli yapildi.
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Daha sonra mikrosantrifiij tlipiiniin alt1 kizil aleve kadar 1sitilmis igne ile delindi ve
mikrosantrifiij tlipti, sivi fazin gegirilecegi yeni mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilerek
“spin” yapildi. Boylece sivi fazin alt mikrosantrifiij tiipine gegmesi saglandi. Alt sivi
8.000 rpm’de 3 dakika boyunca santrifiij edilerek hiicre kalintilar1 ¢oktiiriildii ve
stipernatant steril bir mikrosantrifiij tiipline alindi. Hiicre igerigine 4 ul RNazA (100
mg/ml) eklenip oda sicakliginda 5 dakika bekletildi. Ardindan 20 pl Proteinaz K (10
mg/ml) ve 220 ul “Solution MS” ilave edildi ve tiip karistiricida karigtirildi. Enzim
(Proteinaz K) aktivitesi i¢in 65°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
ornege 220 pl %99’luk etanol eklendi. Ornek filtreli kolona alinip 12.000 rpm’de 1
dakika santrifiij edildi. Santriflij sonrasi alta gegen sivi atildi. Kolona 500 pl “Wash
Buffer PS” eklenerek 12.000 rpm’de 1 dakika santrifiijlendi ve alt sivi uzaklastirildi.
500 pl “Wash Buffer PE” ilave edilerek 12.000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi.
Kolona 500 ul “Wash Buffer PS” eklenerek 12.000 rpm’de 1 dakika santrifiijlendi ve
alta gecen sivi atildi. Kolon membranini kurutmak igin 6rnek 12.000 rpm’de 3 dakika
santrifiijlendi. Kolon yeni bir steril mikrosantrifiij tiipiine alinarak 30 pl “Eluent Buffer
AE” membrana ilave edildi. 2 dakika oda sicakliginda bekletilerek 12.000 rpm’de 2
dakika santrifiijlendi. Kolondan alta gegen sividan elde edilen genomik DNA -20°C’de

sakland.
3.6. DNA MIKTARI VE SAFLIGININ OLCUMU

Izole edilen S.pombe genom DNA’s1 ve pFA6-KanMX4 plazmidinin miktar ve saflik
kontrolleri “Nanodrop 2000c¢” adli cihazda dlgiilerek yapildi. Oncelikle genom DNA’s1
ve plazmidin i¢inde ¢ozdiirtildiigi soliisyon 1,5 pl olacak sekilde “blank” olarak cihaza

okutulduktan sonra drneklerden 1,5 pl alinarak saflik ve miktar 6l¢iimleri yapildu.
3.7. AGAROZ JEL HAZIRLANISI VE ELEKTROFOREZ

Izole edilen S. pombe genom DNA’sinin ve pFA6-KanMX4 plazmidinin miktar ve
safliginin nanodrop ile kontroliiniin ardindan %1°lik (w/v) agaroz jelde de kontrolleri

gergeklestirildi.

%1’lik (w/v) agaroz jel hazirlamak igin Tablo 3.11°de belirtildigi sekilde hazirlanan
10X TAE tamponunun sulandirilmastyla hazirlanan 40 ml 1X TAE tamponuna 0,40 g
agaroz (Sigma-Aldrich Agarose, Type Il) eklenerek mikrodalga firinda ~2 dakika
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eritildi. Bir siire oda sicakliginda bekletilerek ~50-55°C’ye gelen agaroz jele 0,5 pg/ml
olacak sekilde etidyum bromiir eklendi. Jel daha onceden hazirlanmis ve tarak
yerlestirilmis yatay elektroforez kasetine yavasca dokiilerek oda sicakliginda 25-30
dakika katilagsmaya birakildi.

Katilasan jel 1XTAE ile dolu olan elektroforez tankina yerlestirildi. Her bir DNA
orneginden (S. pombe genomu, pFA6 plazmidi) 5 pul alinarak 1 pl 6X yiikleme tamponu
(Fermentas) ile karistirildi ve agaroz jele yiiklendi. Elektroforezde marker olarak
“GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas, SM0311)” kullanild: (Sekil 3.2.). Jel 70
voltta (10 V/cm) 45 dakika yiiriitildi. 302 nm dalga boyunda jel goriintiilendi ve
fotograflar ¢ekildi.

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
ready-to-use

bpng/05pg %
10000 300 6.0
8000 200 6.0
— R
u—/ 2000 300 B0
=4 B3R
==l 2500 250 50
% B~ 2000 250 50
% g — 1500 250 5.0
2 Bmnd — 1000 60.0 120
§ M 750 250 50
p — 500 250 50
]
Z — 250 250 5.0
=]
2
k=3
;‘E

0.5 pafane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7Vicm, 45 min

Sekil 3.2 : Agaroz jel elektroforezinde kullanilan “DNA Ladder”.

Tablo 3.11 : Agaroz Jel elektroforezinde kullanilan ¢6zeltiler.

Cozelti Igerik

10X TAE (Tris-Asetat EDTA) Tamponu 400 mM Tris, %1.2 glasiyel asetik asit, 10
mM EDTA (pH:8.0)

6X Yiikleme Tamponu 10 mM Tris-HCI (pH:7.6) , %0,03 bromofenol
mavisi, %0,03 ksilen siyanol FF,% 60 gliserol,
60 mM EDTA
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3.8. “KNOCK-OUT” KASETININ OLUSTURULMASI

“Knock-out” kaseti olusturulurken oncelikle hedef gen olan gual geninin (Sekil 3.3)
promotor ve terminator dizilerini igerecek sekilde gual genine komsu diziler uygun
primerler yardimiyla ¢ogaltildi. Bu primerlerden ikisi “marker gen” olan kanamisin
diren¢ genine (S. pombe’de “geneticin” direng geni) homoloji gdsteren tamamlayici
diziler icermektedir. Bu 6zellikten yola ¢ikilarak kanamisin diren¢ genini tastyan pFAG-
KanMX4 plazmidinin kalip olarak kullanildig1 ve gual geninin promotor ve terminator
bolgelerini kapsayacak sekilde genin komsu bolgelerine tamamlayici dizileri de igeren
ikinci bir PCR gergeklestirildi. Sonu¢ olarak gual genine komsu dizilere uglarda
tamamlayici olan, kanamisin direng genini tasiyan “knock-out” kaseti olusturuldu (Sekil

3.4).
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Sekil 3.3 : S.pombe 2. kromozomunda gual geninin yerlesimi

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2540315).
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Sekil 3.4 : “Knock-out” kasetinin olusturulmasi.

(a.: upstream-outside primeri, b.: “upstream-inside” primeri, c.: “downstream-outside” primeri,
d.: “downstream-inside” primeri, e.: S.pombe genomu ve primerlerle ilk asama PCR sonucu 653
ve 285 be¢’lik dizilerin olusumu, f.: 653 ve 285 bg’lik diziler, a ve ¢ primerleriyle pFAG-
KanMX4 plazmidinin kalip olarak kullanildig1 ikinci asama PCR g.: “Knock-out” i¢in kullanilan
PCR {iriinii kaset)



39

3.8.1. Primer Tasarimi

S.pombe’de 2. kromozom {iizerindeki gual geninin asagi ve yukar1 bdlgesinde yer alan
dizilerin  ¢ogaltilmasin1  saglayan primer dizileri olusturuldu. Bu diziler
http://mendel.imp.ac.at/Pombe_deletion/ veritabanindaki bilgilerden yola ¢ikilarak gual
genine ait dizilerin yam sira kaset yapisinda yer alan kanamisin genine ait dizileri de

icerecek sekilde tasarlandi ( Tablo 3.12).

Tablo 3.12 : Kullanmilan primer dizileri ve olusan {iriin boyutlari.

“Outside” Primer “Inside” Primer Uriin
Boyutu (bg)
“U_pstrear_n” tgcagcaaggaaaccatatcactgg | *ttaacccggggatccgtcgactttaggecg 653
Primerleri (@) cttggggtoty (b)
“Downstream” ccgaagactcgacaaagcctcag *atgaatcggccaacgcgceggtgceattacg 285
Primerleri (©) aacgaattgtgcaag  (d)

* Kanamisin genine homoloji gdsteren diziler

3.8.2. PCR ile gual Geni Kontrol Dizileri ile gual Geninin Yamnda Yer Alan 653
ve 285 be’lik Dizilerin Cogaltilmas:

Gual geninin yukar kismindaki 653 baz giftlik bolgenin ¢ogaltilmasi igin “a primeri”
ile “b primeri” kullamldi. Gual geninin asagi kismundaki 285 bg¢’lik bolgenin
cogaltiminda ise “C primeri” ve “d primeri” kullanildi. iki farkli PCR reaksiyonuyla 653
ve 285 b¢’lik gual genine komsu dizilere ait iiriinler ¢ogaltildi. Reaksiyonda “Thermo
Scientific Phusion High-Fidelity DNA Polymerase” enzimi ve kalip olarak S.pombe
972h" irk1 genom DNA’s1 kullanildi. Tablo 3.13’de verilen bilesenler 0,2 ml’lik PCR
tiplerinde karigtirildi ve Tablo 3.14’de verilen kosullarda gradient PCR “Bio-RAD
T100 Thermal Cycler’adli cihaz ile gergeklestirildi.



http://mendel.imp.ac.at/Pombe_deletion/
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Tablo 3.13 : Birinci asama PCR bilesenleri ve miktarlari.

Bilesenin Ad1 Miktart (pl) Son Konsantrasyon
Reaksiyon tamponu (5X) 4 1X
(+MgCl,)

2 mM dNTP 2 0,2 mM
MgCl; (25 mM) 1 1,25 mM
DMSO (%100) 0,6 %3
Forward primer (10 pmol/pl) 0,5 0,25 pmol/ul
Reverse primer (10 pmol/pl) 0,5 0,25 pmol/ul
Kalip (100 ng/pl) 1 5 ng/ul
Enzim (5 U/pl) 0,2 0,05 U/ul
Distile Su 10,2 -
Toplam 20 -

Tablo 3.14 : Birinci asama PCR dongiileri.

Asama Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
Baslangi¢c Denatiirasyonu 98 30 sn. 1
Denatiirasyon 98 10 sn.

Baglanma * 30 sn. 35
Uzama 72 30 sn.

Son Uzama 72 5 dk. 1

*Baglanma Sicakligi, 653 be’lik dizi i¢in 62°C iken 285 bg’lik dizi i¢in 53°C’dir.

3.8.3. 653 ve 285 b¢’lik PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

PCR iiriiniinii saflastirmada “Roche High Pure PCR Product Purification Kit” kullanildu.
Saflastirma islemi firmanin 6nerdigi kosullar takip edilerek gerceklestirildi. Saflastirilan
PCR iiriinleri %1°lik agaroz jelde kontrol edildi. Ornekten 5 ul, yiikleme tamponundan
1 ul karistrilarak kuyucuklara yiikleme yapildi. “Marker” olarak GeneRuler™ 1 kb
DNA Ladder (Fermentas)kullanildi ve 55 voltta 30 dakika yiriitildii ve “Ultraviyole

(UV)” 1sikta 302 nm’de bantlar gozlendi. Jelde kontrol sonrasinda iirtinlerin miktarlari



41

“Nanodrop 2000c” adli cihaz ile &lgiildii. Ornekler ikinci PCR asamasina kadar
-20°C’de saklandi.

3.8.4. “Knock-out” Kasetinin Olusturulmasi

“Knock-out” kaseti ikinci asama PCR’da gergeklestirildi. “a primeri” ve “C primeri”’nin
yani sira iKinci asama PCR bilesenlerine 653 bg ve 285 bg’lik diziler de ilave edildi.
Ayrica pFA6-KanMX4 plazmidi kalip olarak kullanildi. Tablo 3.15’te verilen bilesenler
0,2 mlI’lik PCR tiiplerinde karistirildi ve Tablo 3.16’da reaksiyon kosullar1 verildi.
Reaksiyon sonucu olusan iiriinlerin kontrolii igin Sul PCR firiini, 1 pl yiikleme tamponu

karistirilarak kuyucuklara yiiklenen ornekler %1°lik agaroz jelde 70 voltta 45 dakika

yiirtitiildi.
Tablo 3.15 : Ikinci asama PCR bilesenleri.
Bilesenin Adi Miktart (pl) Son Konsantrasyon
Reaksiyon tamponu (5X) 4 1X
2 mM dNTP 2 0,2 mM
MgCl; (25 mM) 1 1,25 mM
DMSO (%100) 0,6 % 3
Forward primer (10 pmol/pl) 0,4 0,2 pmol/ul
Reverse primer (10 pmol/ul) 04 0,2 pmol/pl
653 be 0,2
285 be 0,3
Kalip (pFA6-KanMX4) 0,3
Enzim 0,2 0,05 U/ul
Distile su 10,6 -
Toplam 20 -
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Tablo 3.16 : Ikinci asama PCR dongiileri.

Asama Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
Baslangi¢ Denatiirasyonu 98 30 sn. 1
Denatiirasyon 98 10 sn.

Baglanma 63 30 sn. 35
Uzama 72 2 dk.

Son Uzama 72 10 dk. 1

3.8.5. “Knock-out” Kasetinin Agaroz Jelden Geri Kazanim ve Saflastirilmasi

PCR iiriinlerinin jelden geri kazanilmasi amaciyla daha biiyiik kuyucuklara sahip fakat
daha ince bir jel hazirlandi. 70 ml 1LXTAE tamponuna 0,56 g agaroz eklenerek ~2
dakika mikrodalga firinda eritildi. ~50-55°C’ye kadar sogutulduktan sonra agaroz jele
0,5 pg/ml olacak sekilde etidyum bromiir eklendi ve genis bir elektroforez kasedine

yavasca dokiildii, oda sicakliginda 25-30 dakika jelin katilasmasi beklendi.

Jel, 1XTAE igeren tanka alindi. “Knock-out” kasetini i¢eren 20 p’lik 10XPCR Grnegi,
her biri 4 pl 6X yiikkleme tamponuyla karistirilarak biiyiik kuyucuklara ~40 pl olacak
sekilde yiikkleme yapildi, 1 kb’lik “marker” kullanildi. 70 voltta 45 dakika elektroforez
tankinda yiiriitiildii. UV altinda “knock-out” kasetinin boyutundaki geri kazanilmak
istenen bant jelden bisturi yardimiyla kesilerek 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine alindi.
Jelden geri kazanim “Roche High Pure PCR Product Purification Kit” ile bazi
degisiklikler yapilarak firmanin 6nerdigi kosullarda gergeklestirildi.

Her PCR firiiniini igeren jelin bulundugu mikrosantrifiij tiipiine 500 pl “Binding
Buffer” eklendi. Bu asamada ortamin pH’sinin 7’nin iizerinde olmasi gereklidir.
“Binding Buffer” ilavesinden sonra ornekler jelin erimesi i¢in 10 dakika 55°C’de su
banyosunda bekletildi. Belirli araliklarla tiipler ters yiiz edilerek karistirildi. Jel
tamamen eridikten sonra ornekler filtreli tiipe alind1 ve 1 dakika 12,000 rpm’de santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi alt kisma gegen sivi atildi. Filtreli tiipe 500 ul “Wash Buffer”
eklendi ve 1 dakika 12,000 rpm’de santrifiijlendi. Alt siv1 atilarak 200 pl “Wash Buffer”
cklendi ve 1 dakika 12,000 rpm’de santrifiij edildi. Alt siv1 atildiktan sonra filtreli tiip
yeni steril bir 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine alindi, tizerine 30 ul “Elution Buffer”
eklendi, 1 dakika oda 1sisinda bekledikten sonra 12,000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
Jelde kontol edilen PCR iiriinii -20°C’de sakland.
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3.8.6. “Knock-out” Kasetinin Niikleotid Dizi Analizi

Dizi analizi Medsantek firmasindan hizmet alimi1 yapilarak gergeklestirildi. Bu amagla
firmanin  Onerdigi kosullarda, Bolim 3.8.5’te elde edilen kaset 45 ng/ul
konsantrasyonda 10 ul, “knock-out” kaseti “upstream-outside” primeri (a primeri) ve
kasetin ortasinda yer alan kanamisin genine uygun olarak tasarlanmis geri okuma
primeri (K1) (Tablo 3.17) konsantrasyonlart 10 pmol/ul olacak sekilde iki yonli
dizilemeye gonderildi. Sonuglarin beklenen sonugla benzerligini karsilagtirmak igin
“The National Center for Biotechnology Information” (NCBI)’da “Basic Local
Alignment Search Tool” (BLAST) analizi yapild:.

Tablo 3.17 : “Knock-out” kaseti niikleotid dizi analizinde kullanilan primerler.

Primer Ad1 Primer Dizisi
“Upstream-outside” primeri tgcagcaaggaaaccatatcactgg
K1 primeri ttgcccgacattatcgegag

3.9. “KNOCK-OUT” KASETININ Schizosaccharomyces pombe’ye
TRANSFORMASYONU

Schizosaccharomyces pombe 972h°, uradh™ ve diploid irklara “knock-out” kasetinin
transformasyonu kimyasal bir yontem olan lityum asetat yontemiyle gerceklestirildi
(Gregan ve dig., 2006). Transformasyon asamasinda kullanilan ¢ozeltiler Tablo 3.18°de
gosterildigi oranlarda hazirlandi ve 121°C’de 1,2 atm basingta 20 dakika boyunca

otoklavlanarak steril edildi.

Tablo 3.18 : Transformasyonda kullanmilan ¢ozeltiler.

Cozelti Igerik

LiAc soliisyonu 0,1 M LiAc, 1X TE (pH 7,5)

LiAc-PEG soliisyonu 0,1 M LiAc, %40 PEG 3350, 1X TE (pH 7)
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Egri YEA besiyerinde tek koloniden ¢ogaltilan 972h", uradh™ ve diploid S.pombe
hiicreleri 10 ml YES siv1 besiyerine ekimi yapilarak 180 rpm’de 32°C’de calkalamali
etiivde bir giin boyunca iretildi. Ertesi giin 50 ml YES siv1 besiyeri igeren erlene, ii¢
ayr1 kiiltirden 10° hiicre/ml olacak sekilde ekim yapildi. 180 rpm’de 32°C’de gece
boyunca calkalamali etlivde iiretildi. Bu kiiltiirlerden 3 ml alinarak 100 ml’lik YES
besiyerine ekildi ve 4-4,5 saat boyunca 180 rpm’de 32°C’de ¢alkalamali etiivde
tiremeye birakildi. Bu siire sonunda hiicreler 2500 rpm’de 3 dakika santrifiij edilerek
coktiiriildii. Santrifiij sonrasi siipernatant atild1 ve ¢oken hiicrelerin tizerine 20 ml lityum
asetat (LiAc) eklendi. 2500 rpm’de 3 dakika santriflij sonrasi siipernatant atildi ve bu
islem iki kez tekrarlandi. Cokelti tizerine 2 ml LiAc eklenerek hiicre siispansiyonlart 2
ml’lik mikrosantrifiij tiipline aktarildi. 30 dakika boyunca 32°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi hiicre siispansiyonlarindan 150 pl alinarak yeni steril 1,5 ml’lik
mikrosantrifiij tliptine aktarildi. 150 pl’lik hiicre siispansiyonu iizerine “knock-out”
kaseti ilave edilerek karistirildi. Kontrol grubuna bu asamada disaridan DNA
eklenmedi. Uradh™ mutantlarina ise kasetin yaminda kontrol amagl urasil geni tagiyan
PREP42 plazmidi, 375 ul lityum asetat-polietilen glikol (LiAc-PEG) ve 2 ul Salmon
Sperm DNA (10mg/ml) eklenerek karistirildi. 45 dakika boyunca 32°C’de
bekletildikten sonra 1s1 soku igin 5 dakika 46°C’de birakildi. Daha sonra 10 dakika oda
isisinda bekletilen hiicrelere 5000 rpm’de 1 dakika santrifiijleme yapildi, slipernatant
atildi. Hiicreler 100 ul YES besiyeri ile resiispanse edildi ve YES besiyeri ile 1 ml’ye
tamamlandi. 1 mlI’lik YES besiyeri icerisindeki hiicreler gece boyu 180 rpm’de 32°C
calkalamali etiivde bekletildi.

3.9.1. Transformant Kolonilerin Secilmesi

“Knock-out” kasedinin S.pombe 972h", ura4h™ ve diploid wklara transformasyonu
sonrasinda, homolog rekombinasyon sonucu “knock-out” kasetinin aktarildigi
hiicrelerin belirlenmesi amaciyla kaset aktarilan 972h", ura4h’ ve diploid hiicreler, 200
mg/l olacak sekilde “geneticin” antibiyotiginin bulundugu YEA petrilerine 200’er ul
yayma yontemi ile ekildi. 5 giin boyunca 32°C’lik etiivde inkiibe edildi. 972h
hiicrelerinin bulundugu “geneticin” antibiyotigine direngli koloniler es zamanli olarak
kiirdan yardimiyla ayri ayrt YEA, “geneticin” igeren YEA, MMA ve guanin igeren
MMA besiyerlerine ekildi, 5 giin boyunca 32°C’lik etiivde bekletildi. Kasetin aktarildig:
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ura4h™ Kolonileri “geneticin” iceren YEA besiyerinde segildikten sonra YEA,
“geneticin” igeren YEA, MMA, urasil igeren MMA, urasil ve guanin igeren MMA ve
yalnizca guanin igeren MMA besiyerine kiirdan yardimiyla ekildi. 5 giin boyunca
32°C’lik etiivde iiremeye birakildi. Kontrol grubu olarak pREP42 plazmidi aktarilmis
uradh” hiicreleri MMA besiyerine ekildi ve 32°C’lik etiivde bekletildi. Diploid wrklar

haploidizasyon yontemiyle elde edildi.
3.9.2. Diploid Schizosaccharomyces pombe Irklarinin Haploidizasyonu ve Se¢ilmesi

“Geneticin” iceren YEA petrilerinde tireyen diploid S.pombe kolonilerinin tek tek
m-flourofenil alanin ve guanin iceren MMA egri besiyerlerine ekimleri gerceklestirildi.
5 giin boyunca 30°C’lik etiivde inkiibasyon sonrasi hiicreler “Phloxin B” (Kohli ve dig.,
1977) ve guaninli YEA besiyeri petrilerine 10 sulandirim oraminda 100 pl yayma
ekimi yapildi. 3 giin boyunca 30°C’lik etiivde iiremeye birakildi. Ureyen koloniler
icinden haploid (agik pembe) koloniler segilerek kiirdan yardimiyla YEA + “geneticin”,
YEA, MMA + guanin ve MMA besiyeri i¢eren petrilere ekildi. 5 giin boyunca 32°C’lik

etiivde iiremeye birakildi.

3.10. REKOMBINANT TRANSFORMANT KOLONILERIN KONTROL
EDILMESI

Segici besiyerinde tireyen kolonilerin, “knock-out” kasetini homolog rekombinasyonla

dogru bolgeye almis olan koloniler olup olmadigi koloni PCR ile kontrol edildi.
3.10.1. Koloni PCR

“Geneticin” antibiyotigine direng gosteren koloniler segildi. “Knock-out” kasetinin
dogru yere girip girmedigini anlamak i¢in bu koloniler kalip olarak kullanilarak koloni
PCR yapildi. 10 pl distile su igerisine kiirdan yardimiyla kolonilerden hiicre alindi ve
stispanse edildi. Bu hiicre siispansiyonlar1 kalip olarak kullanildi. Primer olarak
gualgenini ¢ogaltmaya uygun primer seti ile kaset igerisinde bulunan “marker” gen

olan kanamisin direng genini ¢gogaltmaya uygun primer Seti (Tablo 3.19) kullanildu.
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Tablo 3.19 : Koloni PCR’da kullanilan primer dizileri ve olusan iriin boyutlart.

Forward Primer Reverse Primer Uriin boyutu
gual gggctgcagatgtctgcectttaagec gaagatctagtaaagacgcttttc ~15kb
kan atgggtaaggaaaagactcacg ttagaaaaactcatcgagca ~1 kb

Segici besiyerinde tlireyen koloni i¢in hem kanamisin direng geni primerleri hem de

gualgenine ait primerlerle ayr1 ayr1 reaksiyon gergeklestirildi. Reaksiyon “Thermo

Scientific Phusion High-Fidelity DNA Polymerase” enzimiyle gergeklestirildi. Tablo

3.20°de verilen bilesenler 0,2 ml’lik PCR tiiplerinde karistirildi ve reaksiyon kosullar
Tablo 3.21°de verildi.

Tablo 3.20 : Koloni PCR bilesenleri.

Bilesenin Ad1 Miktari (ul) Son Konsantrasyon
Reaksiyon tamponu (5X) (+MgCl,) 4 1X
2 mM dNTP 2 0,2 mM
MgCl; (25 mM) 1 1,25 mM
DMSO (%100) 0,6 %3
Forward primer (10 pmol/pl) 0,5 0,25 pmol/ul
Reverse primer (10 pmol/pl) 0,5 0,25 pmol/ul
Kalip 1 -
Enzim (5 U/ul) 0,2 0,05 U/ul
Distile Su 10,2 -
Toplam 20 -
Tablo 3.21 : Koloni PCR kosullari.
Asama Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayis1
Baslangi¢c Denatlirasyonu 98 1 dk. 1
Denatiirasyon 98 10 sn.
Baglanma 53 30 sn. 35
Uzama 72 1 dk.
Son Uzama 72 5 dk. 1
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4. BULGULAR

Calismada Schizosaccharomyces pombe Linder str. Liquefaciens’in haploid yabani
(972h-) rki, uradh™ mutanti ve diploid wrklar1 “knock-out” teknigi kullanilarak gual
geni delesyona ugratilmaya calisildi. Bu amagla gual genine ait diziler, gual geninin
yakinindaki bolgeleri igine alan ve kanamisin genine ait dizileri tagsyan  “knock-out”
kaseti olusturuldu. Niikleotid dizi analizi ile dogrulugu kontrol edilen kaset S.pombe
hiicrelerine transformasyon yoluyla aktarildi. Transformasyon sonrasi segici besiyerinde
secilen kolonilerle, “knock-out” kasetinin homolog rekombinasyonla dogru bolgeye

yerlesip yerlesmedigi PCR yontemiyle kontrol edildi.
4.1. Escherichia coli’den PLAZMID IZOLASYONU VE KONTROLU

pFA6-KanMX4 plazmidi tasiyan E.coli DH5a susundan pFA6-KanMX4 plazmidi
“DSBIO Eco Friendly Plasmid Miniprep Kit” ile izole edildikten sonra plazmid varligi
%1’lik agaroz jelde yiritiilerek kontrol edildi. pFA6-KanMX4 plazmidinin boyutu
(3941 bg) agaroz jelde goriintiilendi (Sekil 4.1). Daha sonra izole edilen plazmid miktar1
nanodropta 147,7 ng/ul olarak saptandi.
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Sekil 4.1 : izole edilen pFA6-KanMX4 plazmidinin agaroz jel goriintiisii. M : 1 kb DNA
Ladder.

Plazmidin varlig1 belirlendikten sonra pFA6-KanMX4 plazmidini dogrulamak iizere
EcoRI ve Sall restriksiyon endoniikleazlariyla ikili ve tekli kesim yapildi. %1’°lik agaroz
jelde goriintiilendi. Her iki enziminde plazmid {izerinde tek kesim noktasi bulunmasi
nedeniyle ikili kesimde 1,5 kb ve 2,5 kb boyutunda iki bant elde edildi. Tekli kesimde
ise 3,9 kb tek bant goriilerek plazmid boyutu kanmtlanmis oldu (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2: pFA6-KanMX4 plazmidini EcoRI ve Sall restriksiyon endoniikleazi ile tekli, EcoRI
ve Sall restriksiyon endoniikleazi ile ikili kesiminin agaroz jel goriintiisii.

4.2. Schizosaccharomyces pombe’den GENOMIK DNA iZOLASYONU

YEL besiyerinde iireyen S. pombe hiicrelerinden “DSBIO Quick Yeast Genomic DNA
Extraction Kit” ile genomik DNA izolasyonu gerceklestirildi. Izolasyon sonrasi

S.pombe genomu %1’lik agaroz jelde goriintiilendi (Sekil 4.3). Izole edilen S.pombe
genom DNA’s1 nanodropta 101,8 ng/ul olarak bulundu.
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Sekil 4.3 : S.pombe 972h- genomik DNA’s1 .

4.3. “KNOCK-OUT” KASETIi ELDE EDILMESI

Gual genine ait diziler ve kanamisin geninini tasiyan “knock-out” kaseti iki PCR
sonucunda elde edildi. Ilk PCR’da gual genine ait dizilerin yan1 sira gual genine
komsu dizilerden olusan 653 ve 285 bg’lik niikleotid dizileri uygun primerler
kullanilarak elde edildi. 653 ve 285 b¢’lik dizilerin ve uygun primerlerin reaksiyonda
yer aldg ikinci PCR’da pFA6-KanMX4 plamidi kalip olarak kullanildi. ikinci PCR

sonunda “knock-out” kaseti elde edildi.

4.3.1. Schizosaccharomyces pombe’de Homoloji Gosteren 653 b¢’lik ve 285 b¢’lik
Dizilerin PCR ile Cogaltiimasi

S.pombe genomunda gual geninin yukari (“upstream”) kisminda yer alan 653 b¢’lik
komsu diziler ile asag1 (“downstream’) kisminda yer alan 285 bg¢’lik komsu diziler iki
ayrt PCR ile ¢ogaltildi. Kullanilan primer setlerinde her primer ¢iftinden biri i¢ kistmda

kanamisin direng genine homoloji gosteren dizi igermektedir. PCR sonucu agaroz jelde
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tek bant elde edildiginden “Roche High Pure PCR Product Purification Kit” ile
saflagtirilan PCR iiriinii %1°lik agaroz jelde goriintiilendi (Sekil 4.4).

A B M

—1500
1000

—750
500
250

Sekil 4.4 : Homoloji gosteren 285(A) ve 653(B) bg’lik PCR firiinleri. M: DNA Ladder.

Agaroz jelde goriintiileme sonrasi 653 ve 285 bg¢’lik dizilerin miktar1 nanodropta
olciildii. 653 bg’lik dizinin miktart 85 ng/ul bulunurken 285bg¢’lik dizinin miktar1 32
ng/ul olarak saptandi.

4.3.2. Homoloji Gosteren Diziler Kullamilarak PCR ile “Knock-out” Kasetinin

Olusturulmasi ve Jelden Geri Kazanilmasi

Birinci basamak PCR’1n {iriinii olan 653 bg¢’lik ve 285 bg’lik diziler, “upstream-outside”
ve “downstream-outside” primerleri ve pFA6-KanMX4 plamidinin kalip olarak
kullamildig:r ikinci PCR sonucu 2,5 kb’lik kanamisin direng genini de iceren
“knock-out” kaseti olusturuldu. Farkli bantlarin olusmasi nedeniyle istenen boyuttaki
2,5 kb’lik bant jelden kesilerek alindi. “Roche High Pure PCR Product Purification Kit”
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ile saflagtirilma sonrasi 2,5 kb’lik kaset %1’lik agaroz jelde goriintiilendi (Sekil 4.5).
Jelde goriintiileme sonrasi PCR iirlin miktar nanodrop ile 6l¢iildii ve ~ 45 ng/ul olarak

bulundu.
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Sekil 4.5 : “Knock-out” kasetinin agaroz jel gorintiisii. Ks: “knock-out” kaseti; M: 1 kb DNA
Ladder.

4.3.3. “Knock-out” Kasetinin Niikleotid Dizi Analizi

Jelden geri kazanilan 2,5 kb’lik kaset 45 ng/ul konsantrasyonda 10 ul olacak sekilde
hizmet aliminin yapildigi firmanin 6nerdigi kosullarda dizilemeye gonderildi. Dizileme
sonrasi elde edilen sonuglarla NCBI’da “BLAST” analizi yapildi. Elde edilen “knock-
out” kaseti dizi sonuglart S. pombe 972h” yabani 1rk1 ve kanamisin geni i¢ceren pFAG-
KanMX4 plazmidinin dizileriyle kontrol edildi. “Upstream-outside” (a primeri) guanin
primeri ile yapilan ileri okuma sonuglari S.pombe 972h" genomuyla (Sekil 4.6)

kanamisin genine uygun primerler ile yapilan geri okuma sonuglar1 pFAG6-KanMX4
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plazmid dizisi ile karsilagtirildi (Sekil 4.7). Benzerlik oranlar1 ve beklenen degerler

analiz edildi.

Schizosaccharomyces pombe chromosome |, complete sequence
Sequence 1D: emblCU329671.1] Length: 4539304 Mumber of Matches: 1

Range 1: 1706337 to 1706619 SenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
451 bits(244) 5e-127 271/264{95%) 2/284(0%) Plus/Plus
Features: 375

Query 1 GLTCEE Tt EGTaCATTATGCATACACGAGCCAATATCTCOCTAGC TACACTTELTTEEE 68

Sbjct 17@6337 GCTCTTTTTTT-TGCATTATGCATACAGAGCCAATATCTCACTAGCTACACTTTTTTITTIT 1786395

ittt ottt it
Sbhjct 1786396 AAGATCOTTAAAAAAATACCTAGAAACTGTATTGCGGTTOTCAGTAATTTAATAALGTAG 1786455
Query 121 AATTEATAT TCCAATTARATGCTCTTOCCATTEGATAAT TAGC TAGACGRAGCGCARCAAT 188

Sbhjct 17086456 AATTGATATTCCAATTAAATGCTCTTOCCATTGATAATTAGCTAGACGGAGCGCARCAAT 1786515

Query 181 GCTAAAGAAATATTTACTAGACARATARATRATATATACAATTACTTACCCCcocT-AT - 239

Sbhjct 1786516 GOCTAAAGAAATATTTACTAGACAAATAAATAATATATAARATTAATTACCCCCATAAAT 17E@R5TS

Query 240 ARATTTGACAAGCTTTTTATCGCAAAACGTACGTGAGGACC

Sbjct 1786576 TGGTAGTTTGACAAGCTTTTTATCGCATAAGGTATGTGTGEACC 1786619

Sekil 4.6 : “Knock-out” kaset dizisinin S.pombe genomuyla “BLAST” analizi.

“BLAST” analizi sonucu kasetin yukari kisminda yer alan ve S. pombe genomunun
kalip olarak kullanildigi guanin genine komsu oldugu diisiiniilen dizilerin beklenen
sekilde S.pombe genomuna uygunluk gosterdigi goriildii. Guanin geni 2. kromozomda
yer almaktadir ve “BLAST” analiziyle karsilastirilan bolgelerin 2. kromozomla %95

oraninda dizi benzerligi gosterdigi bulundu.
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Tagging vector pFA6a-KanMX6-P3nmt1-3FLAG, complete sequence
Sequence 1D: gblEU493331.1] Length: 5411 Number of Matches: 1

Range 1: 3425 to 3871 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
813 9i};s(440) 0.0 445/447(99%) 3/447(0°/o) Pll.{g/Mim{SL

Query 106 AGATCTGTTTAGCTTGCCTCGTCCCCGCCGGGTCACCCGGCCAGCGACATGGAGGCCCAG 165
) CCLELELLRREERE R L e EE LR e e e e iinnnl

Sbjct 3871 AGATCTGTTTAGCTTGCCTCGTCCCCGCCGGGTCACCCGGCCAGCGACATGGAGGCCCAG 3812

Query 166 AATACCCTCCTTGACAGTCTTGACGTGCGCAGCTCAGGGGCATGATGTGACTGTCGCCCG 225
) CLELELLEEEERE R LR LR LR et e iiiiinntl

Sbjct 3811 AATACCCTCCTTGACAGTCTTGACGTGCGCAGCTCAGGGGCATGATGTGACTGTCGCCCG 3752

Query 226 TACATTTAGCCCATACATCCCCATGTATAATCATTTGCATCCATACATTTTGATGGCCGC 285
) CCCLCECEERERE L Cer i L L iRt e e e e e et e i eeeeenil

Sbjct 3751 TACATTTAGCCCATACATCCCCATGTATAATCATTTGCATCCATACATTTTGATGGCCGC 3692

Query 286 ACGGCGCGAAGCAAAAATTACGGCTCCTCGCTGCAGACCTGCGAGCAGGGARACGCTCCC 345
) CLLLLELLEEEEEE e R LR e et e e ieennnl

Sbjct 3691 ACGGCGCGAAGCAAARATTACGGCTCCTCGCTGCAGACCTGCGAGCAGGGAAACGCTCCC 3632

Query 346 CTCACAGACGCGTTGAATTGTCCCCACGCCGCGCCCCTGTAGAGAAATATAAAAGGTTAG 405
) IlIlIIllIllIIlIlIIIlIlIIIIIIIIIIIHIIlIIIIIIIIIIlIIlIIIIIIII

Sbjct 3631 CTCACAGACGCGTTGAATTGTCCCCACGCCGCGCCCCTGTAGAGAAATATAAAAGGTTAG 3572

Query 486  GATTTGCCACTGAGGTTCTTCTTTCATATACTTCCTTTTAAAATCTTGCTAGGATACAGT 465
) CLELELLEEEERE e R R e et i et

Sbjct 3571 GATTTGCCACTGAGGTTCTTCTTTCATATACTTCCTTTTAAAATCTTGCTAGGATACAGT 3512

Query 466  TCTCACATCACATCCGAACATAAACAACCATGGGTAAGGAAAAGACTCACGTTTCGAGGC 525
. CLLCLELLEEEERE e EEEE L e e e e iiiinl

Sbjct 3511 TCTCACATCACATCCGAACATAAACAACCATGGGTAAGGAAAAGACTCACGTTTCGAGGC 3452

Query 526 CGCGAT-AAA-TCCAACATGGATGCTG 550

. CLLELE LEE DLELELELEEETLn |
Sbjct 3451 CGCGATTAAATTCCAACATGGATGCTG 3425

Sekil 4.7 : “Knock-out” kaset dizisinin pFA6-KanMX4 plazmidiyle “BLAST” analizi.

“BLAST” analizi sonucu “knock-out” kasetinin i¢ bolgesinde yer alan kanamisin genine
beklenen sekilde uygunluk goriildii. Kanamisin genine gore tasarlanmis primerlerle
¢ogaltilan bolge pFA6-KanMX4 plazmidiyle karsilastirildiginda kanamisin genine %99

benzerlik goriildii. Beklenen deger ise 0.0 olarak bulundu.
4.4. TRANSFORMASYON

“Knock-out” kasetinin 972h", ura4h” ve diploid S. pombe hiicrelerine LiAc yontemiyle
transformasyonu gergeklestirildi. S.pombe irklarma ~1,125 pg kaset transforme
edilirken kontrol gruplarina kaset aktarilmadi. ura4h™ mutant irkina kasetin yani sira

kontrol olarak urasil geni tagiyan 3,5 ng pPREP42 plazmidi transforme edildi.
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4.5. TRANSFORMASYON SONRASI KONTROL

Transformasyon sonrasi “knock-out” kasetini almis olan koloniler “geneticin” igeren
YEA besiyerinde tireme gosterdi. Segilen bu koloniler, kasetin istenen bolgeye girip
girmedigini anlamak icin segici besiyerlerine ekildi. MMA besiyerinde iireme
gostermeyip uygun metabolitlerin ilave edildigi MMA besiyerinde iireyen koloniler
“koloni PCR” ile kontrol edildi.

4.5.1. Kaset Alms 972h- ve uradh- S.pombe Transformantlarimin Se¢ilmesi

LiAc yontemiyle transformasyon sonrasi “geneticin” iceren YEA besiyerli petrilere 200
ul olarak yayma ekimle ekilen 972h" S.pombe hiicreleri 32°C’de 5 giin inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi petrilerde “geneticin” antibiyotigine kars1 direng 6zelligi kazandiran
“knock-out” kasetini genomuna almis (24 transformasyon sonucu) olan toplam 3604
koloni elde edildi (Sekil 4.8: Ornek petri). Daha sonra kasetin genomda hedeflenen
bolgeye girip girmedigini anlamak i¢in koloniler kiirdan yardimiyla YEA, MMA,
“geneticin” igeren YEA ve guanin igeren MMA segici besiyerlerine ekildi. 5 giin
boyunca 32°C’lik etiivde bekletilme sonrasi kaseti genomunda dogru bélgeye almis

olabilecek olasi koloniler belirlendi.

Sekil 4.8: “Geneticin” igeren YEA besiyerinde “knock-out” kaseti transforme edilmis 972h-
kolonileri (a) ve kontrolii (b).
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Ura4h™ S.pombe hiicreleri kaset transformasyonu sonrasi ayni sekilde “geneticin” igeren
besiyerine 200 pl olarak yayma ekimle ekildi (Sekil 4.9: Ornek petri). Bu petrilerde (3
transformasyon sonucu) toplam 95 koloni meydana geldi. Bu koloniler YEA, MMA,
guanin iceren MMA, guanin ve urasil iceren MMA ve geneticin igeren YEA seg¢ici
besiyerlerine ekilerek 5 giin boyunca 32°C’lik etiivde bekletildi. MMA besiyerinde

liremeyip, yalnizca urasil ve guanin iceren MMA besiyerinde lireyen 9 koloni saptandi.

Sekil 4.9: “Geneticin” igeren YEA besiyerinde “knock-out” kaseti transforme edilmis ura4h-
mutant kolonileri(a) ve kontrol grubu(b).

4.5.2. Transformant Diploid S.pombe Hiicrelerinin Haploidizasyonu

Transformasyon sonrasi “geneticin” i¢ceren YEA petrilerine 200 ul olarak yayma ekimle
ekilen diploid S.pombe hiicreleri 32°C’de 5 giin inkiibe edildi. “Geneticin”
antibiyotigine karsi diren¢ Ozelligi kazandiran “knock-out” kasetini genomuna dahil
etmis olan (5 transformasyon sonucu) toplam 1067 diploid koloni meydana geldi (Sekil
4.10: Ornek petri). Bu diploid kolonilerden secilen 43 tanesinin tek tek m-flourofenil
alanin ve guanin igeren MMA egri besiyerlerine ekimleri gergeklestirildi. 5 giin
boyunca 30°C’lik etiivde inkiibasyon sonras1 hiicreler Phloxin B ve guanin igeren YEA
besiyeri bulunan petrilere 10° oraninda sulandirilarak 100 pl yayma ekim ile ekildi. 3

giin boyunca 30°C’lik etiivde iiremeye birakildi.
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Sekil 4.10 : “Geneticin” igeren YEA besiyerinde “knock-out” kaseti transforme edilmis diploid
koloniler (a) ve kontrolii (b).

4.5.3. Haploidizasyon Sonras1 Transformant Haploid S.pombe Kolonilerinin Se¢imi

3 giin boyunca 30°C’lik etiivde tireyen hiicreler Phloxin B igeren YEA petrisinde
iirediginde pembe renkte goriilmektedir. Koyu pembe renkli bir boya olan Phloxin B ile
diploid koloniler daha fazla o©lii hiicre igeriginden dolayr daha koyu pembeye
boyanirken haploid koloniler agik pembe-beyaz renkte goriillmektedir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 : Haploid ve diploid S.pombe hiicrelerin phloxin B iceren YEA besiyerindeki
goriintiileri.

Bu ozellikten yola ¢ikilarak agik pembe goriinen 120 haploid koloni segilerek kiirdan
yardimiyla YEA, YEA + “geneticin”, MMA ve MMA + guanin besiyeri bulunan segici
petrilere ekildi. 5 giin boyunca 32°C’lik etiivde iiremeye birakildi. MMA’da iiremeyip,
diger besiyerlerinde iireyen kaseti genomunda dogru bolgeye almis olma olasiligi olan

21 koloni elde edildi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12 : Segici besiyerinde iireyen haploid koloniler. a. MMA besiyeri b.guanin i¢eren
MMA besiyeri

45.4. “Knock-out” Kasetlerinin Koloni PCR ile Kontrolii

Kaseti alan olast ura4h™ 9, 972h” 56 ve haploid 21 transformant koloniye gual geni
primerleri ve kanamisin diren¢ genine uygun primerlerle koloni PCR uygulamasi
sonrasi ornekler %]1’lik agaroz jel elektroforezi ile analiz edildi. “Knock-out” kasetinin
genomda istenilen bolgeye girmedigi gozlendi. Ancak transformant 972h- irkina ait 56
koloniden 11 numarali kolonide guanin geni primerleriyle gerceklesen reaksiyonda bant

olusumu goriilmezken, kanamisin genine ait primerlerle bant goriildi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13: Olasi gual delesyonlu 972h" irk1 koloni PCR {iriinlerinin agaroz jel goriintiisii.

a.Guanin genine ait primerler ve 11 no’lu koloni; b. Guanin geni primerleri ve 972h- genomu; c.
Guanin geni primerleri, negatif kontrol; d. Kanamisin geni primerleri ve 11 no’lu koloni; e.
Kanamisin geni primerleri ve pFA6-KanMX4 plazmidi; f. Kanamisin geni primerleri, negatif
kontrol; M. 1 kb DNA Ladder.

4.5.5. Olas1 gual Mutant1 972h” Hiicrelerinin Morfolojik Olarak Incelenmesi

Olast gual mutantt 972h- kolonisine ait S. pombe hiicreleri mikroskobik olarak
incelendiginde sekil 4.14°teki goriintii elde edildi. Hiicreler (Sekil 4.14-A) mikroskobik
olarak incelendiginde hiicrelerin yabani ik 972h” (Sekil 4.14-B) hiicrelerine gore ¢ok

kiiciik oldugu ve bu hiicrelerin kiimelesme gosterdigi gézlendi.
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Sekil 4.14 : 972h- transformant (A) ve yabani itk 972h- (B) S.pombe hiicrelerinin faz kontrast
mikroskobu goriintiileri.
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5. TARTISMA VE SONUC

Piirin niikleotidleri, hiicre sinyalinde 6nemli metabolik diizenleyicilerdir. Kimyasal
enerji tastyicilart ATP ve GTP ile nikotinamid adenin diniikleotid (NAD), flavin adenin
diniikleotid (FAD), S-adenozilmetionin, koenzim A gibi koenzimlerin bilesenleridir.
Deoksiriboniikleik asit (DNA) ve riboniikleik asit (RNA) metabolizmasi gibi pek cok
biyokimyasal siire¢ i¢in gereklidir (Stryer, 1995). Ayrica siklik adenozin monofosfat
(cAMP) ve siklik guanozin monofosfat (cGMP) gibi bazi niikleotidler hiicrede ikincil
haberci olarak goérev almaktadir (Lehninger ve dig., 2005). Hiicresel onemleri ve
kemoterapik hedef olarak potansiyel olmalart nedeniyle piirin de novo ve kurtarma

yolaklari gesitli organizmalarda genis 6l¢iide galisilmaktadir (Jancso ve dig., 2001).

S. pombe, dizisi tamamlanmis altinci 6karyotik organizmadir (Decottignies ve dig.,
2003). S.pombe’nin RNAi yolagi, tekrarli sentromer yapisi, G2/M hiicre dongiisii
kontrol noktasi, sitokinez ve kompleks heterokromatin yapist ve alternatif kirpilma
(Sabatinos ve Forsburg, 2010; Rhind ve dig., 2011) gibi siireglere sahip olmasi
nedeniyle iyi bir model oldugu bildirilmektedir (Frost ve dig., 2012). Hiicre siklusu ve
kontrol noktasindaki mekanizmalar1 S. pombe’yi kanser hastaligi gelisim yolagi
caligsmalar1 i¢in iyi bir model organizma haline getirmektedir (Wood ve dig., 2002).
Mayalar, insanda temel hiicresel siiregler ve metabolik yolaklarin anlagilmasinda 6nemli
rol oynamakta ve bircok hastalilk geninin molekiiler diizeyde analizini

kolaylastirmaktadir (Suter ve dig., 2006).

Genlerin fonksiyonlarinin belirlenmesi ve ¢esitli molekiiler ¢alismalara katki saglamak
amactyla Saccharomyces Genom Delesyon Projesi “Saccharomyces Genome Deletion
Project (http://www-sequence.stanford.edu/group/yeast_deletion_project/ deletions3.
html)” diger organizmalarda gen delesyon projelerinin gerceklestirilmesine onciiliik
etmistir. Gilinlimiizde Kore BIONEER Ortakligi uzun oligoniikleotid yoOntemini
kullanarak tiim fizyon mayas1 genlerinin “knock-out” edilmesi igin girisimde

bulunmustur (http://pombe.bioneer.co.kr). Bu amagla S.pombe ORF’lerinin %99’u


http://www-sequence.stanford.edu/group/
http://pombe.bioneer.co.kr/
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delesyona ugratilmistir (Spirek ve dig., 2010) ve calismada delesyonunu amacladigimiz

gual geni heniiz delesyona ugratilamamis olan %1 °lik kisimda yer almaktadir.

Mutant organizma ve hiicre hatlarnin analizi spesifik proteinlerin fonksiyonlarinin
belirlenmesinde Onemlidir. Gilinlimiize kadar mutantlar mutasyon sonrast belirli
fenotipik degisiklikler i¢in secilim sonrasi meydana getirilirken, giiniimiizde homolog
rekombinasyon aracilifiyla gen hedeflemedeki teknolojik ilerlemeler istenen herhangi

bir gende mutasyon olusturmay1 miimkiin hale getirmistir (Mortensen, 2002).

Model organizmalarda gen veya ORF delesyona ugratildiginda ya da gen iirlinii inaktive
edildiginde bilinen genler veya tahmin edilen ORF’lerin fonksiyonu biiyiime kusurlar
ya da diger fenotipler degerlendirilerek analiz edilebilmektedir (Suter ve dig., 2006).
Okaryotik organizmalarin genom boyutunda gen delesyon koleksiyonlar1 temel
biyolojide molekiiler mekanizmalarin arastirilmasi, medikal uygulamalar ve
biyomiihendislikte hedef olabilecek yolaklarin tanimlanmasi i¢in 6nemli olanaklar
saglamaktadir. Sistematik gen delesyon koleksiyonlarinin olusturulmast zordur. RNA
interferens (RN A1) cogu organizmada gen aktivitesini baskilamada popiiler alternatif bir
yaklasim saglamasina ragmen RNAi yaklasgimi gen anlattimimmin kismi olarak

engellenmesi ve hedef disi etki gibi olumsuzluklara sahiptir (Kim ve dig., 2010).

S.pombe’de gual geni 2. kromozomda sentromerik bolgede yer almaktadir (Oraler ve
dig., 1990; Karaer ve dig., 2006) ve gual geninin anlatimi sonucu piirin
metabolizmasinda anahtar rol oynayan IMPDH enzimi meydana gelmektedir. IMPDH
enzimi pirin niikleotidlerinin de novo biyosentezinde gorev almaktadir ve anahtar
enzim olarak IMPDH ¢ogalan hiicrelerde fazla miktarda anlatim yapmaktadir.
Immiinosupressif ve antiviral kemoterapinin baslica hedefi haline gelmekte ve
antifungal, antibakteriyal, antiprotozoal ve antikanser hedef olarak biyiik ilgi
¢ekmektedir (Morrow ve dig., 2012). Gual geninin delesyonu IMPDH enziminin gesitli
hiicresel yolaklar iizerindeki etkisinin belirlenmesi ve klinik biyoloji gibi alanlarda

ilerleme seklinde bilime katki saglayacaktir.

Bu calismada Kim ve arkadaslarmin (2010) onerdigi sekilde gual genine ait “knock-
out” kaseti olusturularak genin delesyonu gergeklestirildi. ki asamali PCR sonrasi elde

edilen ve gual genine komsu diziler ile kanamisin diren¢ geninden olusan “knock-out”
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kasetinin S. pombe yabani irk (972h-), uradh- mutant wk ve diploid wrklarina
transformasyonu gerceklestirildi. Olusturulan kaset transformasyon oncesi niikleotid
dizi analiziyle kontrol edildi. Kontrol sonrasi kaset uradh-, 972h- ve diploid wrklara
Gregan ve arkadaslarinin (2006) 6nerdigi lityum asetat yontemiyle transformasyon
prosediiriine gore aktarildi. Aktarim sonrasi secici besiyerlerinde {iireyen 3604
transformant 972h- S. pombe hiicresinden 56 koloni, 95 transformant ura4h-
kolonisinden 9’u, 1067 diploid koloniden se¢ilen 53 koloninin haploidizasyonuyla elde
edilen haploid kolonilerden 21’1 segici besiyerlerinde beklenen fenotipi gosterdi.
Fenotipik olarak secilen koloniler “koloni PCR” ile kontrol edildi. Bu kolonilerin kalip
olarak kullanmldigi koloni PCR sonucunda, konak olarak 972h- irkindan elde edilen
yalnizca 1 tane olasi transformant koloni kanamisin genine ait primerlerle yapilan PCR
Urliniiniin agaroz jel elektroforezinde bant olusumu gozlenirken, guanin geni
primerleriyle gergeklestirilen reaksiyonda bant olusumu goézlenmedi. Transformasyon
sonucu elde edilen segici besiyerinde iireyen kolonilerden 85’inin “knock-out” kasetini

genomuna dahil ettigi ancak istenen bolgeye almadigr diistiniildii.

Olas1 guanin mutantt oldugu diisiiniilen hiicreler mikroskopik olarak incelendiginde
Fernandez-Alvarez ve arkadaslarinin (2009) sonuclarina benzer sekilde hiicrelerin
kiicik oldugu ve kiimelesme gosterdigi gozlendi. Besiyerinde fenotipik olarak
incelendiginde bu koloninin yabani tip kolonilere gore daha basik bir koloni yapisina
sahip oldugu gorildi. Jiang ve arkadaslart (2010) fungal insan patojeni Candida
albicans’ta gual genini delesyona ugratmayr amaclamis ve elde ettikleri gual/gual
mutant diploid kolonilerin +4°C’de 1 haftadan daha fazla siirede canli kalamadigini
belirtmistir. Bu ¢alismada elde edilen olasi gual mutanti hiicrelerin de benzer sekilde

+4°C’de canliliklarini siirdiiremedigi goriildii.

Decottignies ve arkadaslar1 (2003) S.pombe gen delesyonuyla ilgili pilot bir ¢alisma
yapmuslardir. Decottignies ve arkadaslarinin ¢alismasina gére PCR kullanilarak tiim S.
pombe ORF’lerinin sistematik delesyonu S. cerevisiae’daki benzer ¢aligsmalarla
kargilagtirildiginda daha zor meydana gelmektedir. Bunun nedeni homolog
rekombinasyon etkinliginin S. cerevisiae’ya goére S. pombe’de daha diisik olmasidir
(Kaur ve dig., 1997). Aymi ¢alismada S. pombe 2. kromozomunda 18 kb’lik bir bolgede

9 genden 8’ini delesyona ugratamamislardir. Diploid kolonilerde 85 genden 65’ini
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delesyona ugratmayr basarmislardir. Delesyon prosediirii altidan fazla sayida
tekrarlanmis olmasina ragmen delesyona ugratamadiklari 20 genden 3’ilinde delesyon
kasetinin PCR c¢ogaltim1 gergeklestirilememis, 17’sinde ise dogru sekilde delesyona

ugratilmis “geneticin” direngli koloniler elde edilememistir.

Decottignies ve arkadaslarina gore bu sonuglara neden olan olasiliklardan biri bu
bolgede kromatin yapisinin farkli olmasi ve gen transkripsiyonunun diisiik seviyede
gergeklesmesidir. Ayrica hedeflenen genin delesyonunun diisiik etkinliginin nedeninin
genomun bazi bolgelerinin kapali kromatin yapili diisiik anlatim yapan genleri icermesi
oldugunu diistinmektedirler. Buna alternatif olarak diger olasilik ise delesyon kasetinin
genoma girisinin gerceklesmesi fakat heterokromatin yapt nedeniyle kanamisin direng
geninin yetersiz anlatim yapmasidir (Decottignies ve dig, 2003). Diploid ve haploid
kolonilerden elde edilen toplam 4766 transformant koloniden sadece 1 tanesinde olasi
gual delesyonlu irka rastlanmasi Decottignies ve arkadaslarinin bulgularini destekler

niteliktedir.

Sonu¢ olarak bundan sonraki calismamizda elde edilen mutant irkin gual geni
bakimindan dizi analizi yapilacaktir. Elimizde bulunan insan guanin geninin, bu
calismada elde ettigimiz gual geni delesyonlu olan irka transforme edilmesi ve genin
anlatim regiilasyonu ile ilgili ¢alismalarin yapilmasi planlanmaktadir. Bunun yaninda
genin ayrintili yapist da (protein-DNA etkilesimi, enzimin aktif bolgesinden sorumlu

dizilerin belirlenmesi) ortaya konulacaktir.
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