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Schizosaccharomyces pombe tek hucreli, basit yapili bir ékaryot olmasi ve
memeli hiicrelerine oldukg¢a benzerlik géstermesi nedeniyle ékaryotik organizmalarin
molekuler biyolojilerinin arastiriimasinda uygun bir model organizma olarak giderek
artan bir ilgiyle kullaniimaktadir.

Bu c¢alismada S.pombe genlerinin yapi, anlatim ve regilasyonu konulariyla
ilgilenen aragtincilarin bas vuracad bir kaynak olusturmak Gzere bu maya tiranin
bir genom kitapligi kuruldu.
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SCHIZOSACCHAROMYCES POMBENIN GENOM KIiTAPLIGININ KURULMASI

Bu arastirmada, Schizosaccharomyces pombe maya turanan
genomunun yaklagsik %95’'ini kapsayan kitaplik, Escherichia coli
HB101 irkinin transformasyonu yoluyla, bir S.pombe-E.coli mekik tipi
vektéri olan pSAB1 ‘de kuruldu.

ABSTRACT

CONSTRUCTION OF GENOMIC LIBRARY OF SCHIZOSACCHAROMYCES POMBE

In this research, a library containing approximately 95% of the

genome of Schizosaccharomyces pombe yeast strain was constructed
in pSAB1, a S.pombe-E.coli shuttle vector, through transformation

of Escherichia coli HB101 strain.



1. GIRIS

Bir organizmaya ait genomun hemen tumindn temsil edildigi
kionlanmis DNA pargalarini kapsayan genom kitapligi, genlerin
yapisal ve islevsel 6zelliklerinin arasgtiriimasina yonelik
caligmalara hazirlik amaciyla kurulmaktadir. Bu galigmalar sirasinda,
konak organizma olarak, hicre organizasyonlarinin basitligi,
replikasyon slrelerinin kisa olusu ve yuksek transformasyon
etkinlikleri nedeniyle genellikle bakteriler kullanilmakta; genomik
DNA parcalarinin konak i¢cine aktarilmasi ve burada klonlanmalarini
sadlamak amaciyla da g¢esitli tipteki vektérlerden (plazmid,
bakteriyofaj, kozmid ve fazmid) yararianiimaktadir.

Okaryotik hucre vyapisinin arastirilmasinda, Saccharomyces
cerevisiae’nin yanisira genis c¢apta yararlanilan bir maya turu
Schizosaccharomyces pombe’ dir. Ik olarak 1893 yilinda Linder
tarafindan Pombe adli bir Dogu Afrika dari birasindan izole edilmis
olan, bu maya taruntn genetigi ile ilgili ilk ¢calismalar 1950’li yillarin
basinda Leupold tarafindan basglatilmistir (GUTZ ve ark., 1974).
Haploid durumda 3 kromozoma sahip olan (KOHLI ve ark., 1977)
S.pombe’'nin mayoz bélunme kusuriu mutant irklari kullanifarak
yapilan ¢aprazlamalardan elde edilen stabil diploid htcreler, izole
edilen karakterlerin dominant/resesif 6zelliklerinin test edilmesine
olanak vererek, bu maya turantin genetik c¢aligsmalarina hiz
kazandirmigtir (MUNZ ve ark., 1989).



S.pombe, basit hlucre ve genom yapisina sahip olmasinin
yaninda, hucre g¢evriminin G1, 8, G2 ve mitoz fazlarindan olugmasi
(RUSSELL ve NURSE, 1986), sentromerlerindeki 40-100kb
boyutundaki tekrarlanan dizilerin varlii (STEINER ve ark., 1993),
intron i¢ceren gen sayisinin fazla olmasi ve rRNA genlerinin
organizasyonu (SINGER ve BERG, 1991) gibi 6zellikleri agisindan,
S.cerevisiae’den daha c¢ok memelilere benzerlik géstermesi
nedeniyle, gunimuizde d&karyotik organizmalarin arastiriimasinda
tercih edilen bir model organizmadir.

Saccharomyces cerevisiae transformasyonunun basariimalasiyla
(HINNEN ve ark., 1978), mayalarda rekombinant DNA tekniklerinin
kullanimina hiz kazandiriimistir. S.cerevisiae’de izole edilen bir ¢cok
genin, S.pombe mutantlariyla komplemanter olmasi (MUNZ ve ark.,
1989). sayesinde, S.cerevisiae ig¢in gelistirilen vektdérler bazi
degisikliklerle, S.pombe’de kullanilabilmektedir.

S.pombe’de transformasyon ilk kez, BEACH ve NURSE (1981)
tarafindan S.cerevisiae’'nin 2um plazmidinin replikasyon orijinini ve
LEU2 igaret genini igceren pDB248 S.pombe-E.coli mekik tipi
klonlama vektdru kullanilarak gdsteriimisgtir.

Daha sonralari S.pombe’de, genlerin yapi ve regulasyonu gibi
konularda arastirmalar yapilabilmesi i¢in bu amaca uygun klonlama
ve ekspresyon vektérieri gelistiriimistir (RUSSELL, 1989).

Klonlama vektérlerinden olan ve S.cerevisiae’'nin 2um
plazmidinin replikasyon orijini ile igaret geni olarak LEU2 genini
tasiyan YEp (Yeast Episomal Plasmids) vektérierinden bazilari;



YEp13 (BROACH ve ark., 1979), pDB248 (BEACH ve NURSE, 1981;
BEACH ve ark., 1982), pDB 262, pWH4, pWH5 (WRIGHT ve ark.,
1986)'tir.

S.pombe’'nin ars (autonomous replication sequence) dizisini
tasiyan YRp (Yeast Replicating Plasmids) vektérierine ise; pFL20
(LOSSON ve LACROUTE, 1983), pUR18 ve pUR19 (BARBET ve ark.,
1992), pSP1 ve pSP2 (COTTAREL ve ark., 1993) 6rnek olarak
verilebilir. Bu vektoérlerin isaret genleri; pSP1’'de S.cerevisiae'nin
LEU2 geni, pSP2 ve pFL20’de URA3 geni, pUR18 ve pUR19'da ise
S.pombe’'nin URA4 genidir. Ayrica, pFL20’de, plazmidin stabilitesini
arttiran stb (stable) elementi de bulunur.

Bu caligsmada S.pombe-E.col/i mekik tipi vektérlerinden YEp
grubuna giren pSAB1 ve YRp grubundan pFL20 kullanilarak, S.pombe
genom kitapliginin kurulmasi amaciandi.



Il. MATERYAL VE METOD

I1.1. Organizmalar ve Vektérier

Schizosaccharomyces pombe Linder str Liquifaciens
(Osterwalder)’'in genom kitapligi kurulmasinda 972h~ yabani 1irki
kullanildi. Klonlama, konak olarak Eschrichia coli'nin HB101, DH5a
ve BJ5183 irklarinda gerceklestirildi (Tablo 1).

Tablo 1. Caligsmada kullanilan Escherichia coli rklarinin
genotipik 6zellikleri

Irklar Genotip Kaynak

—l___=———-

HB101 : pro leu thi lacY his20 (hsd Sg") endA recA rpsL20
| (str') ara-14 galK2 xly-5 mtl-1 subE44

SAMBROOK ve ark. (1989)

DHS5a
endA1 gyrA96 thi-1 relA1

LOSSON ve LACROUTE (1983)

¥
I
i
I
!
I
subE44 AlacU169 (©80 lacZAM15) hsdR17 recA1 : SAMBROOK ve ark. (1989)
i
I
1
1

I
BJ5183 : F~ recBC sbcB endo-1 gal met str thi bio hsd

Gen kitaphginin kurulmasinda, E.coli ve S.pombe hucrelerinde
replikasyon yapabilen iki mekik tipi vektér denendi. S.pombe’ye ait
ars (autonomous replication sequence) ve stb (stable) elementlerini
iceren pFL20 ile Saccharomyces cerevisiae’'deki 2um plazmidin
replikasyon orijinini iceren pSAB1 (Tablo 2, Sekil 1).
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Tablo 2. Calismada kullanilan plazmidierin 6zellikleri

Plazmid Bakteri igaret  S.cerevisiae Ozellikleri Kaynak
geni igaret geni
= — =

pSAB1 Amp', Tet' LEU2 2 um plazmid BEACH ve NURSE
(pDB248 (1981)

tarevi)

pFL20 Amp', Tet' URA3 S.pombe LOSSON ve

ars’,stb LACROUTE (1983)

S.pombe ve E.coli irklari ile pSAB1 ve pFL20 plazmid vektérleri
istanbul Universitesi Fen Fakultesi Biyoloji B61imu Molekiler Biyoloji
Anabilim Dah Kaltar Kolleksiyonundan saglandi.

Il. 2. Organizmalarin Uretimi ve Saklanmasi

Silika jel iginde £ﬁ°0’de uzun g,ﬁreli olarak saklanan S.pombe
972h~ yabani irkinin stogundan allgyé/n 6rnek, maya ekstreli kat1 besi
ortaminda (YEA) (Tablo 3), 30°C@%} 2 gun sure ile uretildi. Kultdrden
6ze ile alinan 6rnekler YEA besi\g}tamlna azaltma yoéntemi ile ekildi.
Ureyen kolonilerden herhangi biri minimal sivi besi ortaminda (MML)
(Tablo 3) 30°C’de, 150 deVIrIdaklka 1>gece Uretilerek prototrofiuk
kontrolt yapildiktan sonra kullamlmak uzere segildi. S.pombe 972h~



yabani irkinin, 30°C’de, 2 gin egri YEA besi ortaminda uretilerek

elde edilen aylik alt kaltarleri, +4°C’de saklandi.

Tablo 3. S.pombe’nin Uretiminde kullanilan besi ortamlari.

(*: g/l, ==: ml/l ) (Stok Az, 3 a, ve 3 b'nin icgerikleri Tablo 4’de

verildi.)

Besi ortami icerik | Miktar

Maya ekstreli kati besi ortan:;EA) = Maya ekstresi ( Yeast extract, Difco) 5
* Glukoz ( Merck ) 30
« Agar ( Difco ) 20

Maya ekstreli sivi besi ortami(YEL) = Maya ekstresi 5
* Glukoz 30

Minimal sivi besi ortamu (MML) #%Stok Ay 100
=*8tok 3 a 1
*»3tok 3 b 1
* Glukoz 10
= NaHPO,4.12H,0 1




Tablo 4. MML besi ortaminda kullanilan stok ¢ézeltiler.

(* mg/l, *x ml/l, =% |)

Stok Adi icerik Miktar
Aq * HaBO, 54
* CuS0,4.5H,0 0.4
» KCI 1
* FeCls.6H3;0 2
* MnS0,4.4H,0 53
* Na,M00,4.2H,0 1.95
* Zn80,4.7TH,O 40
A; * KH,PO4 100
* MgS0,4.7H,0 50
* NaCl 10
* CaCl,.6H,O 15
#* (NH4)2804 500
xx Stok A, 0.1
3a *Kalsiyum pantotenat 10
* Nikotinik asit 100
* Meso-inositol 100
3b = Biotin 100
w=xx %50 Etil alkol 1




%50 gliserin i¢cinde -20°C’'de saklanan E.coli irklarina ait
stoklardan alinan ornekler, Luria Broth Agar (LBA) besi ortaminda
(Tabio 5) tek koloni uretmek amaciyla 37°C’de, 1 gece birakild:.
Kolonilerden alinan érnekler, her bir irkin ampisiline ve tetrasikline
duyarliligini kontrol etmek amaciyla, bir ampisilin ilaveli bir de
ampisilin ve tetrasiklin ilaveli LBA besi ortamlarina (Tablo 5)

aktarildi ve Greme durumlari kargilagtirmali olarak izlendi.

Tablo 5. E.coli irklarinin Gretiminde kullanilan besi ortamlari.

(*: g/l, **: ml/l)

icerik LB LBA | LBA+Amp | LBA+Amp +Tet

= Bacto tryptone (Difco) 10 10 10 10

= Bacto Yeast Extract (Difco) 5 5 5 5

* Sodyum klorur 10 10 10 10
(NaCl, Merck)

= Bacto Agar (Difco) - 15 15 15

=+ Ampisilin (60 mg/mi su, Sigma) - - 1 1

»x Tetrasiklin - -
(10 mg/ml %50 etil alkol, Sigma)




Tam besi ortamlari; destile su icinde hazirlandt ve 120°C’de,
1 atmosfer basin¢ altinda, 20 dakika tutularak, besi ortamlarina
eklenen antibiyotik cézeltileri ise por ¢api 0.22 um olan filtreler
(Millipore, millex-GS) kullanilarak steril edildi.

Il. 3. Konak E. coli irklarinin Ureme Egrilerinin Gikarilmasi

E. coli irklarinin 5 ml LB (Tablo 5) iginde, 37°C’de,
150 devir/dakika, 1 gece Uretilerek elde edilen doygun kultlrlerinin
0.5 ml'si, 100 ml LB besi ortamlarina ekildi. 37°C’de,
190 devir/dakika kosullarindaki Greme esnasinda her 20 dakikada
bir 600 nm dalga boyunda okunan absorbans degerleri
spektrofotometre (Schimadzu UV-160) de fotometrik olarak 6lgalda.
Elde edilen bu dederler, 10Dgoo = 0.8x10° hucre/ml esitligi (BROWN,
1990) dikkate alinarak, hucresayisi/ml’'ye cevirildi ve her bir irkin
zamana bagli olarak hicre sayisi/mi’deki degigimlerini gdsteren

ureme grafikleri ¢izildi.

Il. 4. S. pombe’den Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonunda (WRIGHT ve ark., 1986)nin
uyguladig! yéntem degistirilerek izlendi.

S.pombe 972h~ yabani irki 50 ml YEL besi ortaminda (Tablo 4)
30°C’de, 120 devir/ dakika, 1 gece dretildi. Hicre sayisi Malassez

10



tipi sayma lami kullanilarak hesaplanan kultirden, 500 ml MML
(Tablo 4), 5x10° hucre/ml olacak sekilde ekim yapildi ve 30°C’de,
120 devir/dakika, 1 gece uretildi. Bu stre sonunda hicreler 16°C’de,
5000 devir/dakika, 8 dakika santrifGjlenerek (Hereaus, HFA 14.290
rotor) toplandi. 20 ml 20mM sitrat/fosfat tamponu (pH 5.6) eklenerek
elde edilen sUspansiyonun ml'sindeki hlicre sayisi saptandi ve ayni
kosullarda santrifijlenerek hucreler toplandi. Her 10° hucre igin 2 ml
Solusyon A (Tablo 6) eklenip 30°C’de, 45-60 dakika, hicre ¢eperinin
kismen ya da tamamen parcalanmasi i¢in, inkUbasyona birakildi. Igik
mikroskobunda hudcrelerin  yaklagik %90'inin sferoblast haline
dénusgtuagu goézlendiginde 16°C’'de, 3000 devir/dakika, 10 dakika
santrifujlenerek toplanan her 10° hticre 0.5 ml Solusyon B (Tablo 6)
icinde sUspanse edilip 65°C’'de, 15 dakika tutularak liziz meydana
getirildi. Proteinlerin uzaklastiriimasi amaciyla, liziz ortami Uzerine
yine 10° htcre igin 0.5 ml Solusyon C (Tablo 6) eklenip 37°C’de,
90 dakika tutuldu. Hucresel kalintilar 16°C’'de, 3000 devir/dakika,
10 dakika santrifujleme yapilarak uzaklastiriidi.

Ust sivida kalan genomik DNA, sezyum klorid (CsCl) yodunluk
gradienti santrifGjlemesi ile saflastirildi. Bu amagla, DNA solusyonu
Uzerine 1.05 g/ml final konsantrasyonda CsCl (Sigma) ve 0.5 mg/ml
final konsantrasyonda etidyum bromid (EtBr) (Sigma) eklenerek
20°C’'de, 50000 devir/dakika, 6 saat santrifujlendi (Sorval OTD 75 B;
T865 vertikal rotor).

11



DNA bandi, ultraviyole (UV) 1sik altinda steril bir enjektérle
alindi ve esgit hacim izoamilalkol ekstraksiyonu ile EtBr'den
arindirildi.

DNA suUspansiyonu Uzerine 4 hacim 300mM sodyum klorar (NaCl)
(Sigma) ve 2 hacim saf etil alkol (Merck) eklenerek -20°C’de, 1 gece
birakildi. +4°C’de, 14000 devir/dakika, 15 dakika santrifijlenerek
coktarulen DNA, 65°C’de, yaklasitk 1 saat kurutulduktan sonra
Tris-EDTA (TE) tamponu (Tablo 6) icinde 60°C’de, 10 dakika
tutularak ¢ézandaralda.

DNA miktarinin spektrofotometrik tayini (Schimadzu UV-160)
260 ve 280 nm dalga boylarinda alinan élcimlerlie yapildi.

Cift iplikli DNA moleklalinin konsantrasyonu, 1 OD’nin 50 pg
DNA’ya kargilik geldigi kabul edilerek, asagida verilen formule goére
hesaplandi:

DNA Konsantrasyonu = OD,g X 50 x Sulandirim Orani

DNA molekaluntin safligi, 260 nm dalga boyunda okunan
absorbans degerinin 280 nm dalga boyunda okunan absorbans
degerine oranindan (OD2s0/OD2s0) hesaplandi (SAMBROOK ve ark.,
1989). Konsantrasyonu bilinen saf DNA ¢ézeltileri +4°C’de saklandi.

12



Tablo 6. Genomik DNA Izolasyonunda Kullanilan Tampon ve
Solusyonlar

igerik Final
konsantrasyon
= — = = — —— —— —_—
TE Ethylenediaminetetraacetic Acid 1mM
(EDTA) (pH 8.0)
Tris[hydroxymethyllJaminomethane 10mM

(Trisma Base, Sigma ) (pH 8.0)

Fosfat/Sitrat Tamponu (pH 5.6) 20mM
Solusyon A Sorbitol (Merck) 1.2M
Novozym (NovoSP234,NovoBioLabs) 8§ mg
EDTA (pH 8.0) 50mM
Solusyon B Trisma Base (pH 8.5) 20mM
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS, Sigma) %1
EDTA (pH 8.0) 50mM
Solusyon C Trisma Base (pH 8.5) 20mM

Proteinaz K (Sigma) 50 pg/mi

13



Il. 5. E. coli’den Plazmid izolasyonu

Klonlamada vektér olarak kullanilan pSAB1 ve pFL20 plazmidleri
(Tablo 2, Sekil 1) iginde bulunduklari E.coli HB101 irklarindan
(Tablo 1) izole edildi (BIRNBOIM ve DOLY,1979).

Plazmid tasiyan E.coli irki, 1 litre ampisilin ve tetrasiklin iceren
LB besi ortaminda (Tablo 5) 37°C’'de, 150 devir/dakika, 1 gece
uretildi. +4°C’de, 5 dakika santrifijlenerek toplanan hicreler 5 mg/ml
final konsantrasyonda lizozim (Sigma) iceren 25 ml liziz tamponunda
(Tablo 7) suspanse edildi ve 30 dakika buz igerisinde birakilarak
hacre ceperlerinin kismen parcalanmasi saglandi. Uzerine ekienen
50 mil alkali SDS (Tablo 7) ile hucrelerin lizizi ve kromozomal
DNA'nin denatlrasyonu gerceklestirildi. Kromozomal DNA ve diger
makromolekullerin ortamdan uzaklastirilmas:i amaciyla, 37.5 ml
3M sodyum asetat (NaAc) pH 4.8 (Sigma) eklenip 60 dakika buz
icerisinde bekletildikten sonra, +4°C’de 10 dakika 15000 devir/dakika
santrifijleme yapildi. Ust sivida kalan plazmid DNA’si, 0.6 hacim
izopropanol eklenip, oda 1sisinda, 10 dakika 10000 devir/dakika
santrifGjlenerek ¢éktlraldu.

10 ml TE tamponu (Tablo 6) ig¢inde ¢dézundarialen plazmid
cObkeltisi fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1) ekstraksiyonu ile
saflastirildi: DNA ¢dzeltisi Uzerine 0.1 hacim 1M Trisma Base
(pH 8.0), 0.2 hacim fenol:kloroform:izoamilalko! eklenip, +4°C’de,
15000 devir/dakika, 10 dakika santrifij edildi ve ust faz alindi.
Ekstraksiyon islemi 0.2 hacim fenol:klorofarm:izoamilalkol ve
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0.2 hacim kloroform:izoamilalkol (24:1) kullanilarak tekrarlandi. Ust
fazda bulunan plazmid DNA’'si, 0.1 hacim 10M amonyum asetat
(NH4ACc) (Sigma) eklendikten sonra 20°C’de, 10 dakika
15000 devir/dakika santrifUjienerek ¢bkeltildi ve 6 ml TE tamponunda
¢6zundaralda.

Plazmid DNA’siI, S. pombe genomik DNA izolasyonunda oldugu
gibi (Bkz.ll.4.), CsCI/EtBr yogunluk gradienti santrifijlemesi ile
saflagtirildi. Olugsan DNA bandi steril bir enjektérle alindi ve EtBr
esit hacim izoamilalkolle ekstre edilerek uzaklasgtirildi. 2 hacim
0.5M etil alkol iginde hazirlanmis amonyum asetat (NH;Ac/EtOH)
(Sigma) eklenip oda isisinda, 30 dakika bekletildikten sonra +4°C’de,
15000 devir/dakika, 10 dakika santrifGjlenerek DNA c¢oktaralda.
Plazmid DNA’'si, 0.4 ml TE tamponunda ¢ézinduruldt ve Uzerine
2 hacim 0.5M NHsAc/ EtOH ekleyerek +4°C’de, 15 dakika,
20000 devir/dakika santrifij edildi. DNA, TE tamponu iginde
¢bzundurulmesinden sonra spektrofotometrede konsantrasyonu ve
saflik derecesi saptandi. DNA ¢6zeltisi +4°C’de saklandi.
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Tablo 7. Plazmid izolasyonunda kullanilan solusyonlar.

icerik Konsantrasyon
= —— — —
EDTA, pH 8.0 10mM
Liziz Tamponu Glukoz 50mM
Tris-HCI, pH 8.0 25mM
Alkali SDS Sodyum dodesil sulfat (SDS,Sigma) %1
Sodyum hidroksit (NaOH,Sigma) 0.2N

Il. 6. Agaroz Jel Elektroforezi

S.pombe genomik DNA’si ve plazmid DNA’lari ile bu DNA’larin
restriksiyvon enzimleriyle kesim darUnleri agaroz jel elektroforezinde
analiz edildi. Ayrica, 2-10 kb'lik S.pombe genomik DNA
fragmentlerinin diger fragmentlerden ayiriimasinda da kullaniidi.

Caligmalarda kullanilan agaroz jel, % 0.8 konsantrasyonda
olacak sekilde TBE tamponu (Tablo 8) icerisinde hazirlandi.
Isitilmayla polimerizasyon gercgeklestirildi ve 60-55°C’ye kadar
sogutulduktan sonra, ultraviyole (UV) 1s1k altinda yaydi§: floresansla
DNA’nin goértulmesini saglayan, EtBr (final konsantrasyon 0.5 ug/ml)
eklenip, hazirlanan elektroforez kasetine dékuldd.
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Final hacimde 1 konsantre olacak sekilde elektroforez yukleme
tamponu (Tablo 8) eklenen DNA ©&rnekleri, jele uygulandi ve
80V/40 mA’de, 2-2.5 saat elektrik akiminda yurataldd. Elektroforez
sonucunda 302 nm UV i1sik altinda jelde gézlenen DNA bantlarinin
degerlendirilmesi, polaroid kamerali transilluminatérde (Camag
Reprostar Il) yapildi.

Tablo 8. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan tamponlar

igerik Konsantrasyon
—=— = — —ee = == — ———

Trisma Base 1.780M
TBE tamponu (20x) Borik Asid (Sigma) 0.040M

EDTA 1.780M

Ure (Sigma) 4.000M

EDTA 0.025M
Elektroforez yiikleme tamponu (10x) | Sukroz (Sigma) %60

Bromofenol Mavisi (Sigma) %0.025

Ksilen Siyanol (Sigma) %0.025
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Il. 7. S.pombe DNA’sinin Sau3Al ile Kismi Kesimi igin Uygun
Doz Tespiti

Klonlanacak uygun boydaki genomik DNA fragmentlerini elde
etmek ig¢in, O6ncelikle, kismi kesimi gerceklestirecek Sau3Al
(Boehringer) restriksiyon enziminin uygun dozu belirlendi.

1 ng DNA igeren 15 ul'lik reaksiyon ortamlarina degisen
Unitelerde Sau3Al eklendi ve 37°C’de, 1 saat inkibasyona birakildi.
Bu sUre sonunda, inkibasyon ortami 65°C’de, 10 dakika tutularak
enzimin aktivitesi durduruldu. DNA érnekleri elektroforetik analiz igin
%0.8 agaroz jele yuklendi ve érneklerin jelde olugturduklari géranim
standart A DNA fragmentlerine (A/Hindlll, Gibco BRL) ait bandlarla
karsgilastirilarak kismi kesim i¢in uygun Sau3Al dozu belirlendi.

II. 8. Klonlama i¢in Uygun S. pombe Genomik DNA
Fragmentlerinin Jelden Geri Alinmas)

Genom kitapligini olusturmak Uzere, uygun dozda Sau3Al ile
kismi kesimi yapildiktan sonra %0.8 agaroz jele uygulanan S. pombe
genomik DNA fragmentlarinden 2-10 kb’lik iceren jel parcasi, icinde
TBE tamponu (Tablo 8) bulunan dializ tipane (Gibco BRL) alindi.
Elekroforez tankina yerlestirilen dializ tuptune, 100V/50mA’de,
2-2.5 saat elektrik akimi uygulandi (elektroeliisyon). Bu slre
sonunda tampona gecen DNA fragmentleri, 6ncelikle egit hacim
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izoamilalkol ya da fenol-kloroform ekstraksiyonu ile EtBr'den
arindirildi ve daha sonra 0.1 hacim 3M NaAc (pH 4.8) ve 2 hacim
soJuk etil alkol ile ¢oéktaraldd. Cdékelti TE iginde ¢dzundUrialerek
+4°C’de saklandi.

Il. 9. Plazmidlerin Restriksiyon Haritasi1 Ag¢isindan Kontrolii

Kionlamada vektdr olarak kullanilan plazmidlerin (pSAB1 ve
pFL20), restriksiyon haritalart, vektérierin restriksiyon enzimleri
kullanarak kesiimesiyle kontrol edildi.

Bu vektérleri tek noktada kesen enzim olarak, hedef dizisinin
tetrasiklin diren¢ geni Gzerinde olmasi ve kesim sonucu meydana
getirdigi yapiskan uglarin genomik DNA fragmentlerininkilerie
tamamlayici 6zellikte oimasindan dolayi BamHI|, birden fazia noktada
kesim yapan enzim olarak da EcoRI kullanildi.

pSAB1 ve pFL20 plazmidieri, 1 U/ug DNA BamH!| ve EcoRI
enzimleri etkisinde 37°C’'de, 1 saat birakilarak tekli ve ikili kesime
ugratildi. Enzim aktivitesi, 65°C’de, 10 dakika tutularak durduruldu.
Sonuclar elektroforetik olarak degerlendirildi.
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1l. 10. Rekombinant DNA Molekiillerinin Olusturuimasi

S. pombe genomik DNA’sinin uygun Sau3Al konsantrasyonu ile
kismi kesimi sonucu elde edilen fragmentler, BamH| endontkleazi ile
dogrusal hale getirilmis pSAB1 ve pFL20 plazmid vektérlerine
baglanarak rekombinant DNA molekdlieri olugturuldu.

I1. 10. 1. Plazmidlerin Dogrusal Bicime Getirilmesi

Plazmidier, 1U/ug DNA BamHI (Boehringer) etkisinde 37°C’de,
1 saat birakildi ve enzimin aktivitesi 65°C’de, 10 dakika tutularak
sona erdirildi. Plazmidlerin do§rusal duruma gecip gecmedigi, agaroz
jel elektroforezinde halkasal ve dogrusal DNA molekdllerinin farkli
hizlardaki hareket 6zelliklerine dayanarak kontrol edildi. Daha sonra
dogrusal plazmidler 2.2 hacim %0.2 etil alkol iginde hazirlanmisg
potasyum asetat (KAc/EtOH) (Sigma) eklenerek —20°C’de, 30 dakika
birakild: ve +4°C’de, 15000 devir/dakika, 15 dakika santrifij edilerek
coktaralda.

il. 10. 2. Plazmidlerin Defosforilasyonu

Dogrusal hale getiriimis plazmid DNA’larinin uygun kosullarda
tekrar kendi Gzerlerine kapanmamasi i¢in serbest 5’-PO,4 gruplart yok
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edildi, 100ul 10mM trisma base (pH 8.0) i¢cinde ¢ézindiraimias DNA
GUzerine 1mM spermidin (Sigma), 1 konsantre alkali fosfataz tamponu
(Boehringer), 1U/ug DNA alkali fosfataz (Boehringer) eklendi ve
karigim steril bidestile su ile 200ul’'ye tamamlandi. Reaksiyon ortami
37°C’de, 60 dakika tutuldu. Alkali fosfatazin aktivitesini durdurmak
Gzere, 10mM trisma base (pH 8.0), 10mM EDTA (pH 8.0),
100mM NaCl, %2 SDS eklenip hacim 400ul’ye tamamlanarak, 70°C’de
1 saat birakildi. Defosforile edilmis plazmid, fenol-kloroform
ekstraksiyvonundan sonra 2.2 hacim %0.2 KAc/EtOH ile ¢okturaldu ve
TE tamponunda c¢ézundurilip +4°C’de saklandi.

Defosforilasyonun gerc¢eklesip gerceklegsmedigi, T4 DNA ligaz
etkisinde birakilan defosforile vektdrlerin elektroforetik analizleri ile
saptandi.

Il. 10. 3. Ligasyon

Ligasyon ortami, pg olarak; 1:1, 1:2, 2:1 ve 4:1 oraninda
defosforile plazmid DNA’'s1 ve S. pombe genomik DNA fragmentleri,
1 U/ug DNA T4 DNA Ligaz enzimi (Boehringer), 1mM ATP ve
1 konsantre reaksiyon tamponu (Boehringer) igerecek sekilde
hazirlandi ve 12°C’'de, degisik sUrelerde (4., 8., 12. ve 24. saat)
inkGbasyona birakildi. Reaksiyonun gergekiesip gerceklesmedi§i agaroz
jelde kontrol edildi.
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ll. 11. Transformasyon

Rekombinant DNA molekullerinin klonlanmasinda E.coli'nin recA
mutanti olan HB101 ve DH5a ile recBC mutanti olan BJ5183 irklari
kullanildi (Tablo 1).

Tranformasyonda (COHEN ve ark., 1972)'nin énerdigi yéntem
izlendi: 5ml LB iginde, 37°C’de, 150 devir/dakika, 1 gecelik E. coli
kultranden alinan 0.5 ml 50mlI LB'ye ekildi ve 37°C'de,
190 devir/dakika uremeye birakildi. Kaltaran yogunlugu 600 nm dalga
boyunda 0.3-0.4 absorbans (~3x10° hlcre/ml) degerine ulasinca
10 dakika buzda bekletilerek Ureme durduruldu. Hucreler +4°C'de,
4000 devir/dakika, 4 dakika santrifajlenerek toplandi.1Omi 0.1M
soguk kalsiyum Kklorar (CaCl,) ile yapilan hucre stspansiyonu
30 dakika buzda tutuldu. Bu gekilde hucre geperindeki porlari kismen
genislemig olan hucreler tekrar +4°C’de, 4000 devir/dakika, 5 dakika
santrifujlenerek toplandi ve 2 ml 0.1M soguk CaCl, icinde suspanse
edilerek +4°C’ye kaldirildi.

Transformasyona elverigli (kompetant) duruma getiriimis
0.5-18 saatlik hlcre stspansiyonunun 200 pul’si Gzerine 0.1ug DNA
iceren 0.1-1ul DNA ¢o6zeltisi eklenip buz icerisinde 20 dakika
birakilarak konak restriksiyon sisteminin aktivitesi durduruldu. Daha
sonra 42°C’de, 90 saniye tutularak DNA’'nin hlicreye girisi sagland..
Son olarak, bu transformasyon ortami Uzerine 1 ml LB (Tablo 4)
eklenerek, kompetant hicrelerin eski durumlarini almalari ve
transformantlarin  tasidiklari  plazmid DNA’larinin  kendilerine

22



kazandirdiklar: fenotipik 6zellikleri gdésterecek genlerin anlatimlarini
yapmalarina izin veren kosgullar 37°C su banyosunda, 1 saat
tutularak saglandi.

Il. 12. Transformantlarin Seg¢imi

Transformantlarin se¢imi, pSAB1 ve pFL20 plazmidlerindeki
isaret genleri olan ampisilin ve tetrasiklin diren¢ genlerine
(Amp', Tet") gére yapildi.

Bu amagla, transformasyon karigiminin 0.1 ml’si ampisilin iceren
LBA besi ortamina (Tablo 5) ekilerek, 37°C’de, 1 gece Uremeye
birakildi. Secici besi ortaminda treyebilen transformantlar arasinda
S.pombe’ye ait DNA fragmentlerini tagiyan plazmidleri igerenleri
(rekombinantlari) saptamak UGzere koloniler steril kirdanla ampisilin
iceren LBA ile ampisilin ve tetrasiklin iceren LBA besi ortamlarina
aktarilarak 37°C’de, 1 gece uretildi. Ampisilin iceren LBA’da ureyip
ampisilin ve tetrasiklin iceren LBA da tGremeyen koloniler S.pombe’ye
ait DNA fragmentini iceren transformantlar olarak segildi.

Rekombinant kolonilerden minipreparasyonla plazmid izolasyonu
yapildi:  5ml ampisilin igeren LB besi ortaminda 37°C’'de,
150 devir/dakika, 1 gece daretilen transformantiar +4°C’de,
5000 devir/dakika, 5 dakika santrifijlenerek toplandi. Cékelti 5mg/ml
lizozim igeren 0.2 ml liziz tamponunda (Tablo 7) suspanse edilip
30 dakika buzda tutuidu. Lizat GUzerine 0,4 mi alkali SDS (Tablo 7)
eklenip 5 dakika buzda birakilarak alkali pH (pH 12-12.50)'da
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kromozomal DNA ve diger makromolekilierin denatarasyonu
saglandi. Bu ortama 0.3 ml 3M NaAc (pH 4.8) eklenerek 60 dakika
buzda birakildi ve +4°C’de, 15000 devir/dakika, 10 dakika
santrifajlenerek c¢éktaralda. Ust sivida kalan plazmid, 0.6 hacim
izopropanol eklenerek oda 1sisinda, 10000 devir/dakika 10 dakika
santrifGjlenerek ¢oéktartalda. Plazmid ¢bkeltisi 0.4 ml TE tamponunda
(Tablo 6) g¢ézunduralup 10ug/ml final konsantrasyonda RNaz
eklenerek oda isisinda 1 saat birakiidi. DNA’'nin fenol-kloroform ile
ekstraksiyonu yapildi (Bkz.2.5.). Plazmid DNA’sI Gzerine 2 hacim
0.5M NH4Ac/EtOH eklenerek -20°C’de, 30 dakika birakiimasini
takiben +4°C’'de, 15000 devir/dakika, santrifGjlendi. Coékelti TE
tamponunda ¢ézunduralda.

Transformantlardan izole edilen plazmidierin yabanci DNA
fragmentlerini tasiyip tasimadiklarinin ve bu fragmentin yaklasik
boyunun belirlenmesi amaciyla, plazmid 1U/ug DNA EcoRI ve Hindlll
restriksiyon endontkleaziary ile ayri ayri 37°C'de 1 saat tutularak
kesime ugratildi ve sonuglar elektroforetik olarak de§eriendirildi.
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Il. 13. S. pombe’nin Genom Kitaplhiginin Kurulmasi

S.pombe genom kitapligini kurmak i¢in gerekli en az klon sayisi;
Clarke-Carbon'un gelistirmis oldugu formal kullanilarak hesaplandi

(RUSSELL, 1992).

In(1- p) N: Gerekli koloni sayisi
N = a: Vektore giren DNA fragmentinin
In(1-alb) ortalama boyu

p: Her bir genin bulunma olastl
b: Genomun total boyu

Bu amacgla S.pombe’ye ait DNA fragmentlerini iceren yeterli
sayida transformant koloniler 6ze ile toplanarak 5 ml ampisilin
iceren LB besi ortaminda 37°C’de, 150 devir/dakika, 1 gece uretildi
ve %50 gliserin igcinde -20°C’de saklandi.
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lil. BULGULAR

Il. 1. 8. pombe Genom DNA’sinin ve Plazmid DNA’sinin
izolasyonu, Miktar Tayini ve Saflik Kontroli

S.pombe genom DNA’si, Novozym ile hlcre ¢eperi kismen
parcalanarak sferoblast haline getirilmis hicrelerden 1l.4.'de
anlatildigr bigimde izole edildi. Ancak Novozym etki siresinin
uzatiimasiyla protoplast haline gelen sferoblastlardan, daha fazla
miktarda DNA izole edildigi belirlendi.

Izole edilen genomik DNA ve plazmid DNA’larinin, CsCI/EtBr
yogunluk gradienti santrifGjlemesi sonunda miktar ve saflik dereceleri
spektrofotometrik olarak degerlendirildi (Sekil 2 ).

Sekil 2'de verilen, S. pombe ve pFL20 DNA’larinin
ODgjgo/ OD2so (A1/A2) oranlari her iki kaynada ait DNA’larin yeterli
derecede saf oldugunu gdsterdi.
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Sekil 2. a: S. pombe DNA’si ve b: pFL20 plazmidinin CsCI/EtBr
yodunluk gradienti santrifGjlemesi sonunda 200-300 nm dalga
boylarinda olusturdukiari spektrum egrileri.
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. 2. Rekombinant DNA Molekiillerinin Olusturuimasi

S. pombe Genom DNA’sinin Kismi Kesimi. On denemelerde,
S.pombe genom DNA’sinin kismi kesimi igin uygun restriksiyon
endontikleazi dozunu saptamak amaciyla 1 ug S.pombe genom
DNA’si1, 2-0.0078 unite arasinda dedisen dozlarda Sau3Al etkisinde
37°C’de 1 saat birakilidi. Plazmid vektdérin tasiyabilece§i maksimum
boyuttaki ve bir genin tam olarak bulunabilecedi DNA fragmentlerinin
elde edilmesi d6i¢Utine godére, 2-10 kb’iik fragmentlerin kullaniminin
uygun olacag: kabul edildi. Buna gére, elektroforetik analizle, bu
boyuttaki DNA fragmentlerini yuksek oranda meydana getiren en
uygun Sau3Al dozunun 0.0156 U/ug DNA oldugu saptand: (Sekil 3)
ve genomik DNA’'nin kismi kesimi i¢in bu doz uygulandi.
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Sekil 3. Farkli dozlarda Sau3Al kesimiyle meydana gelen
S. pombe genomik DNA fragmentlerinin agaroz jel elektroforezi
sonuclari. Enzim uygulamasiz genomik DNA (A). 0,0078 (B),
0.0156 (C), 0.03125 (D), 0.0625 (E), 0.125 (F), 0.5 (G),
1 (H), 2 (I) U/ug, A/Hindlll standart DNA fragmentieri (A).

Plazmidlerin Restriksiyon Haritasi1 Agisindan Kontrolli. Genom
kitaphi§i kurulmasinda kullanilacak olan vektérier ©&ncelikie
klonlamada énemili restriksiyon noktaiari agisindan kontrol edildi. Bu
amacla, pSAB1 ve pFL20 vektérlerinin BamHI, EcoRI ve
BamHI+EcoRI restriksiyon endontklieazlar: ile kesilerek meydana
getirdikleri fragmentler agaroz jele uygulandi. Agaroz jelde meydana
getirdikleri bantiar, standart A DNA fragmentleri ile kargilastirilarak
degeriendirildi (Sekil 4).

29



0.5

(a) (b)

Sekil 4. Plazmidlerin restriksiyon analizi. a: pSABH1,
b: pFL20 a: EcoRIl ve BamHI (A), EcoRIl (B), BamHI| (C) enzimleri ile
kesilen pSAB1, enzim uygulamasiz pSAB1 (D). b: EcoRl ve BamHI
(A), EcoRl (B), BamHI (C) enzimleri ile kesilen pFL20, enzim
uygulamasiz pFL20 (D). A/Hindlll standart fragmentleri (A).

Sekil 4 de goérulduagu gibi standart A DNA fragmentleri ile
karsilastirilarak elde edilen bulgulara gére, pSAB1, BamHI ile tek
band (10.7 kb), EcoRl ile 4 band (4.5, 4.4, 1.5 ve 0.3 kb), EcoRI ve
BamHI ikili kesimi ile 5 band (4.5, 4, 1.5, 0.4 ve 0.3 kb) olusturdu.
pFL20’nin de, BamH]I ile tek band (7.9 kb), EcoRl ile 3 band (5.5, 1.3
ve 1.1 kb) EcoRIl ve BamHI ikili kesimi ile 4 band (4.1, 1.4, 1.3 ve
1.1 kb) olusturdugu géziendi. Buna goére, vektoérlerin Sekil 1'de
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verilen restriksiyon haritalarinda belirtilen hedef dizilerinde bir
degdisim olmadi§i belirlendi.

Klonlanacak vektérler (pSAB1 ve pFL20) tetrasiklin geni iginde
tek hedef dizisi bulunan BamHI| restriksiyon endontkleazi ile
kesilerek dogrusal hale getirildi. Enzim uygulamasi yapiimamis
vektéran halkasal, agik halkasal ve dogrusal bigimlerinin, jelde
olugturdugu 3 banda karsin, BamHl uygulamasi yapilan vektér
6rneklerinde tum DNA’larin dogrusal duruma gectigi, jelde tek bir
band olusturmalariyla dogrulandi (Sekil 4 ).

Ayrica BamHI uygulamasi ile dogrusal duruma getirilmis
vektérler defosforile edilmeden &énce ve sonra T4 DNA ligaz
etkisinde,12°C’de 1 gece tutuldu ve defosforilasyonun basarilip
bagarilamadi§ elektroforetik olarak test edildi (Sekil 5).

Sekilde, pFL20 icin verilen jel fotografindan da géraldadu gibi
T4 DNA ligaz uygulanan, 5-P0O, grubu yok edilmemis dogrusal
DNA’'nin halkasal bigim almasi, buna karsin defosforile DNA'nin
bigimini korumasi defosforilasyonun gerceklestigini gésterdi.
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Sekil 5. Defosforilasyonun elektroforetik kontrold. T4 DNA ligaz
uygulamasina birakiimig dogrusal vektér (pFL20) (A), T4 DNA ligaz
uygulamasina birakilmis defosforile dogrusal vektér (B), Defosforile
vektér (C), Dogrusal vektér (D), Halkasal vektdér (E), Standart
A/Hindlll fragmentleri (A).

Rekombinant DNA molekullerinin olusturulmasinda, ligasyon
ortamindaki vektér ile S.pombe fragmentlerinin ug olarak orani ve
T4 DNA ligaz’in inkibasyon slresi agisindan optimizasyon yapildi.

Bu amagla, vektér ve S.pombe fragmentlerini 4 farkli oranda
(1:1, 2:1, 4:1, 1:2) igeren ligasyon ortamlari 12°C'de, 1 U/ug
T4 DNA ligaz etkisinde 1 gece birakildi. Sonuglar agaroz jelde
deg@erlendirildi (Sekil 6).
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A ABCDEF

Sekil 6. S.pombe ve vektér (pFL20) oraninin ligasyona etkisi.
Defosforile pFL20 (A), S.pombe fragmentleri (B). pFL20 ve S.pombe
fragmentleri orani: 1:1 (C), 1:2 (D), 4:1 (E), 2:1 (F). Standart
A/Hindlll fragmentleri (7).

Sekil 6’da da géruldaga gibi, vektér ve S.pombe fragmentlerinin
kullanilan tam oranlarinda ligasyonun meydana geldigi belirlendi.
Bununla beraber, vektdr orani S.pombe fragmentlerinin iki ve dort
kati oldugunda ortamdaki serbest S.pombe fragmentlerinin buyuk
O6lgide azaldigi, ancak vektérin ortamda fazla miktarda kaldigi
goézlendi. S.pombe fragmentleri vektérin iki kati oldugunda ise,
vektdérde buyuk dlgide azalma olmasina kargin S.pombe
fragmentlerinin ortamda fazla miktarda kaldi§i izlendi. Vektér ve
S.pombe fragmentleri esit oranda oldudu durumda serbest vektdr ve
S.pombe fragmentlerinde bluylUk 6i¢lide azalma oldugu gézlendi. Bu
gobzlemlere dayanarak, en uygun vektdér ve S.pombe fragmentleri
oraninin 1:1 oldugu saptandi.
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Daha sonra S.pombe fragmentleri ve defosforile dogrusal
plazmidler 1:1 oraninda kullanilarak, inkiibasyon slresinin ligasyon
Uzerindeki etkisine bakildi. 1 U/pg DNA T4 DNA ligaz etkisinde
12°C’de gergeklestirilen inktbasyon sirasinda 4., 8., 12. ve 24.
saatlerde alinan érneklerin jele uygulanmasi ile ligasyonun zamana
bagdl: ilerleyisi elektroforetik olarak incelendi (Sekil 7).

4. saatte defosforile vektérin (pFL20) baydk bir kisminin
dogrusal halde kaldigi, 8. saatte vektér miktarinda azalma oldugu,
12. ve 24. saatlerde bu azalmanin daha da artti§i ve vektdérdeki bu
azalmayla birlikte 8-23 kb arasinda farkhi boylarda fragmentleri
iceren rekombinant DNA moleklllerinin olugturdugu yodun bir dagilim
gbzlendi. Buna gére, T4 DNA ligaz i¢cin uygun inkibasyon stresinin
12 saat oldugu, bu sUre sonunda ligasyonun hemen hemen
tamamlandigi, inkUbasyon siresini daha fazla uzatmanin sonucu
degistirmedigi belirlendi.
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Sekil 7. InkUbasyon suresinin ligasyona etkisi. S.pombe total
genom DNA’s1 (A), 2-10 kb’'lik S.pombe fragmentieri (B), ligasyon
ortamindan 24. (C), 12. (D), 8. (E) ve 4. (F) saatlerde alinan
6rnekler, BamH| uygulamasi yaptimamig pFL20 (G), A/HindIll
fragmentleri (A).

Bu sonuclara gére, S.pombe’'nin genom Kkitapliginin kurulmasina
iliskin caligmalarda rekombinant DNA moleklllerinin olusturuimasi
sirasinda, vektdr ve S.pombe fragmentleri orani 1:1, T4 DNA ligaz
etkisindeki inkiibasyon slresi 12 saat olarak kullanildi.
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lI. 3. Transformasyon

S.pombe genom  Kkitapligini kurmak  Uzere  olusturulan
rekombinant plazmidlerin klonlanmasi E.coli transformasyonu ile
gerceklestirildi.

Transformasyon etkinliginin, kompetant hale getirilecek htcre
kaltdrinin ve konak olarak kullanilan kompetant hlcrenin yasi
acisindan optimizasyonu yaptidi.

Transformasyonda konak olarak kullanilacak E.coli irklarinin
(HB101, DH5a, BJ5183) kompetant hale getirilmeleri i¢gin en uygun
yagl belirlemek Uzere kargilagtirmali olarak GUremeleri izlendi. Ureme
sirasinda 20 dakikalik periyotlarda kulturlerden alinan érneklerde,
600 nm dalga boyunda spektrofotometrik 6lgimlerle hicre miktari
absorbans olarak saptandi ve daha sonra bu degerler hlcre sayisi/ml
cinsine c¢evrildi (Tablo 9). Elde edilen deJerlere gére, zamana karsi
kaltardeki hacre sayisindaki artigla ifade edilen UGreme egrileri
cikarildi (Sekil 8).
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Tablo 9. E. coli irklarinin 600 nm dalga boyundaki absorbans ve
hicre sayisi/ml de@erleri

Zaman HB101 DH5a BJ5183
(dakika ) | ODewo E hiicre/ml ODgoo E hiicre/ml ODgno 5 hiicre/ml

| 0%) |t 0% | b 0%

0 0.060 T: 0.48 0.062 E 0.488 0.059 i 0.464
20 }0.078 ; 0.624 |}0.070 ; 0.56 0.060 ! 0.48

40 0.098 ! 0.792 ]0.110 ; 0.8 0.081 ! 0.648

60 0.146 ; 0.117 |]0.113 ; 0.9 0.079 ; 0.632

80 0.197 ! 1.58 0.164 g 1.31 0.092 g 0.736

100 0.284 ! 2.27 0.223 ! 1.78 0.124 ! 0.992
120 0.378 ! 3.02 0.336 % 2.69 0.164 E 1.31
140 0.459 ! 3.67 0.446 ; 3.57 0.217 ! 1.74
160 | 0.561 ! 4.49 0.538 ! 4.30 0.307 ! 2.46
180 | 0.636 ! 5.09 0.620 ; 4.96 0.429 ! 3.43
200 |0.696 ; 5.57 0.667 ? 5.36 0.490 ; 3.92
220 |0.767 ! 6.14 0.734 ! 5.87 0.554 ; 443
240 |0.796 ,! 6.37 0.784 ; 6.27 0.605 ; 4.84
260 |0.806 ! 6.45 0.804 ; 6.43 0.666 g 5.33
280 |0.812 ; | 6.5 0.820 ; 6.56 0.698 ; 5.58
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Tablo 9’'un devami

Zaman HB101 DH5a BJ5183
( dakika) ODggo E hiicre/mi ODsos E hiicre/ml ODgoo i hiicre/mi

L (x10%) { (x10% : (x10°%)
300 |0.820 E 6.56 0.826 E 6.61 0.719 {F 5.75
320 |0.832 ! 6.66 0.833 ; 6.66 0.735 5 5.88
340 0.833 ! 6.66 0.832 ! 6.66 0.740 ; 5.92
360 |}0.837 ! 6.7 0.843 ! 6.74 0.755 g 6.04
380 0.835 ; 6.68 0.840 ; 6.72 0.765 ; 6.12
400 |0.833 ! 6.66 0.842 ; 6.74 0.778 E 6.22
420 ]0.827 ! 6.62 0.837 ! 6.7 0.790 ! 6.32
440 |]0.833 ! 6.66 0.840 ! 6.72 0.790 ! 6.32
460 |0.832 ! 6.66 0.840 % 6.72 0.790 ! 6.32
480 0.830 E 6.64 0.837 ; 6.7 0.792 E 6.32
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Sekil 8. E. coli irklarinin Greme egrileri.

Sekil 8'de verilen E.coli irklarina ait ureme egrilerinde, HB101
ve DH5a'nin 2. saatte logaritmik evrenin ortalarina geldigi, ancak
BJ5183'tn bu dedere 3. saatte ulasabildigi gézlendi. Buna gore,
kaltardeki hucrelerin aktif durumda bulundugu Ilogaritmik fazin
ortalarina karsilik gelen bu saatler, kompetant hicre elde edilmesi
icin gerekli uygulamalarda dikkate alindi.
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Kompetant hicre yasgini optimize etmek Uzere 0.5, 18 ve 42
saatlik kompetant hucrelere (HB101) 0.1ug pSAB1 transfer
edildi. Selektif besi ortaminda ureyen kolonilerin bu verilere gére
cizilen grafigi Sekil 9'da verildi.

Bu sekilden de anlagildigi gibi, en yuksek transformasyon
etkinliginin 18 saatlik kompetant hdudcrelerinin transformasyonda
kullanilmasiyla saglandigi goézlendi. Bununla beraber 0.5 saatlik
kompetant hucrelerin trasformasyon etkinliginin olduk¢a yldksek
oldugu, ancak 42 saatlik kompetant hiacre kullanildiginda bu dederin
hemen hemen yariya distaga belirlendi.

Transformant sayisi/jugDNA

Kompetant hiicrenin yasgi (saaf)

Sekil 9. 0.5, 18, 42 saatlik kompetant HB101 hcrelerinin
transformasyon etkinligi.
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Bu verilere gdre, ¢alisma suresince logaritmik evrenin
ortalarindaki (~3x10®% hucre/ml) E.coli kulturlerinden kompetant hale
getirilmis 18 saatlik hucreler, 0.1ug/10° hicre oraninda rekombinant
molekullerin kullaniimasiyla transformasyona ugratildi.

Ill. 4. Transformantlarin Segimi

pSAB1 ve pFL20 vektérleri, transformasyon etkinliklerinin
yukseltilmesi amaciyla optimize edilen transformasyon kosullarinda,
E. coli HB101, DH5a ve BJ5183 irklarina transfer edildi.
Transformasyon calismalarinda, konak olarak E. coli HB101 ve DH5«a
irkfarinda basarili sonuglar alindi. Bunlardan ylksek transformasyon
etkinligi gésteren HB101 irki, pSAB1 ve pFL20 vektérieri kullanilarak
rekombinant plazmidlerin transformasyonunun yapilmasi i¢in segildi.

Transformantlarin se¢imi amaciyla ampisilin iceren besi ortamina
ekimler yapildi. 90ug pSAB1 vektéri kullanarak 8200 tane, 70ug
pFL20 vektdra kullanarak da 1600 tane transformant koloni
belirlendi. Bu koloniler daha sonra, ampisilin ve tetrasiklin igeren
besi ortamlarina aktarildi ve pSAB1 vektéra igin 7364 tanesinin, pFL20
vektord igin ise 900 tanesinin rekombinant koloni oldugu saptandi.

Buna goére, pSAB1 vektériu kullanilarak yapilan transformasyon
caligsmalari sonucunda rekombinasyon frekans: %89, pFL20 vektéra
kullanilarak yapilan transformasyon c¢aligsmalari sonucunda ise
rekombinasyon frekansi %56 olarak hesaplandi (Tablo 10).
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Tablo 10. Fenotipik gdzlemlere gére segilen transformant ve
rekombinant sayilari

Transformant | Rekombinant ;| Rekombinasyon
|
Vektor sayisi sayisi ! frekansi (%)
pSAB1 8200 7364 { 89
Ir
pFL20 1600 900 | 56

Rekombinant oldukiari fenotipik dizeyde saptanan klonlardan
rastgele secilen érneklerden plazmid izolasyonu yapildi. Plazmidlerin
yabanci DNA’yl tasiyip tasimadiklarini test etmek amaciyla izole
edilen DNA’lar hem EcoRlI hemde Hindlll ile kesildi. Sonuglar,
standart fragmentler ve ayni enzimlerle Kkesilen vektére ait
fragmentlerle karsilagtirilarak degerlendirildi.

Klonlama vektérid olarak pSAB1’'in kullanimiyla elde edilen
rekombinant klonlara ait 9 plazmid &rnedinin elektroforetik analiz
sonuglari Sekil 10’de verildi. Bazi 6rneklerin (A, C, H), bayuk
olasilikla S. pombe’ye ait ¢ok kicik fragmentieri i¢erdikleri igin,
vektérankine benzer bantlar olusturduklari gézlendi. Buna karsilik,
sekilde B, D, E, F, | ve J olarak isaretlenen 6rneklerde S. pombe’ye
ait oldukga buyuk fragmentlerin varligi saptandi. Bunlarin bazilarinda
EcoRI ve/veya Hindlll i¢in hedef dizilerin bulundugu belirlendi.

42



A AB C DEF GH | J A

6.6 (a)

A A BCDETFGHI Ja
|

(b)

Sekil 10. a: Rekombinant plazmidlerin (A-F ve H-J) ve pSAB1’in

(G) EcoRI, b: ayni DNA d&rneklerinin Hindlll kesim daranleri,
A/Hindlll fragmentleri (A).
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Il. 5. S.pombe’nin Genom Kitaphiginin Kurulmas:i

S. pombe genom kitapliginin kurulmasi igin, gerekli minimum
rekombinant klon sayisi (N), Clarcke ve Carbon tarafindan gelistirilen
formiale go6re (RUSSELL,1992) hesaplandi. Total genom boyutu
14000 kb (b) olan (MORENO ve ark., 1991) S.pombe genom Kkitapligi
kurulurken bu Kkitapligin genomun yaklagik %95’ini kapsamasi
(p=0.95) amagland:i ve Sau3Al kesimi ile elde edilen genom
fragmentlerinin ortalama boyu 6 kb (a) olarak alindi.

In(1— 0.95)

In(1 - 6/14000)

Caligma sirasinda pSAB1 vektéra kullaniidiginda,
transformasyon etkinliginin, elde edilen rekombinant klon sayisinin
ve buna baglh olarak rekombinasyon frekansinin, pFL20’den daha
yuksek degerde oldugu belirlendi. Bu nedenle, S. pombe’'nin
genomunun hemen tamint kapsayacak bir genom Kkitaphigt igin
(yukaridaki formulde verilen) gerekli rekombinant klon sayisina
pSAB1 vektdra ile daha kolay ulagildi.

Buna goére, S.pombe’'nin genomunun %95'inden daha fazlasini
kapsayan genom kitapligi pSAB1 vektérunde kuruldu.



IV. TARTISMA VE SONUG

Genom kitapliklari organizmalara ait genlerin yapi1 ve
fonksiyonlarinin arastirilmasinda temel olugturur. Bu c¢aligsmada
ileride S.pombe’ye ait genlerle yapilacak bu tipteki caligsmalarda
kullanilmak Gzere, bu organizmanin genom Kitapliginin pSAB1 ve
pFL20 vektoérlerinde kurulmasi amaglandi.

Klonlanacak DNA fragmentlerinin se¢ciminde, bir genin tam olarak
bulunabilecedi dusunitlen minimum buyuakliakteki DNA pargalar: ile,
caligsmadaki vektérlerin (pFL20 ve pSAB1) tasiyabilecekleri
maksimum baydklikteki parcalari verecek doz dikkate alinarak,
Sau3Al enziminin kullanildi§i kismi kesim sonucu, 2-10 kb'lik
fragmentler olugsturulmaya c¢aligildi.

Rekombinant DNA molekulleri olusturmada, vektér ve S. pombe
fragmentlerinin molekuler agirhiklarinin ve ligasyon ortamindaki
oranlarinin énemli oldudgu bilindiginden (RODRIGUEZ ve TAIT, 1983),
6n denemelerde S. pombe fragment ve vektdér oranlari pg olarak;
1:1, 1:2, 1:4 ve 2:1 olacak gekilde ligasyon ortamlari hazirlandi.
Bunlarin arasindan 1:1 oraninda hazirlanan ortamda en basarili
ligasyonun olugtudu goéziendi ve bu durum d6zellikle pFL20 (7.9 kb) ve
S. pombe fragmentierinin (ortalama 6 kb) esit oranda bulundugu
ligasyon ortaminda gésterildi.

Kompetant hale getirilecek E. coli hidcreleri, canli hdcre oraninin
yuksek oldugu logaritmik fazin ortalarindaki kiltirden alindi. Bunun
icin ¢alismada kullanilan konak organizmalarin (HB101, DH5a ve
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BJ5183) hangi saatte bu evreye ulastiklari UGreme egrilerinden
yararlanilarak belirlendi. Rec A mutanti olan HB101 ve DH5a‘nin
ikinci saatte, Rec BC mutanti olan BJ5183’(n ise 3. satte bu evreye
ulastig! saptandi. Bu sonu¢ Rec BC mutantlarinda hicre geligsiminin
yavas olmasindan (AUSUBEL ve ark., 1989) kaynaklanmaktadir.
Ayrica caligma sirasinda, yukaridaki veriye uygun olarak, BJ5813'tn
digerlerine gére daha kug¢ik ¢apli koloniler olusturdugu gézlendi.

Kompetant hale getirilen hicrelerin transformasyonda etkin bir
sekilde kullanilabilirligini arastirmak Uzere, bu hucreler ardisik 3 gun
(0.5., 18. ve 42. saatlerde) transformasyona ugratildilar. Hacrelerin
transformasyon etkinliginin 18. saatte en yuksek olduju, ama daha
sonra (42. saat) diastigu saptandi. Benzer sekilde (DAGERT ve
EHRLICH, 1979) yaptiklari galigmada da ilk 12-24 saat igcerisinde
transformasyon etkinliginin 4-6 kat arttigini ve ilerleyen saatlerde ise
azaldigini g6éstermisierdir.

Calismada belirlenen en uygun kosgullarda olusturulan
rekombinant plazmidlerle E. coli HB101 transformasyonu yapildiginda
pSAB1 vektéruyle 8200, pFL20 ile ise 1600 transformant elde edildi.
Buna gére pSAB1’'in kullanildigi durumda rekombinasyon frekansi
%89 bulunurken pFL20 i¢in bu oranin olduk¢a disuk (%56) oldugu
saptandi.

YEp vektérlerinin S. pombe igerisine sokulduklarinda kopya
sayllari az (5-10) oimakla birlikte segici ortamlardaki stabilitelerinin
yuksek oldudu bilinmektedir (RUSSELL, 1992). Bu nedenle bir YEp
vektdrta olan pSAB1'de kurulan gen kitapliginin ileride yapilacak olan
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S. pombe’ye ait genlerin izolasyonu ve klonlanmasina iligkin
caligsmalarda basaril bir sekilde kullanilabilecegdi diaguniimektedir.

YRp vektérierinin kopya sayilarinin fazla olmasina kargin
stabiliteleri oldukga dusuktar (RUSSELL, 1992). Bununla beraber, bu
gruptan olan pFL20, yapisina eklenmig olan “stb” elementleri
sayesinde kazandig:i stabilite nedeniyle S. pombe genom
kitapliklarinin olugturulmasinda tercih edilen vektérlerden biri haline
gelmistir (LOSSON ve LACROUTE, 1983). HEYER ve ark. (1986)
pFL20 ve pSAB1'In tlreviendigi pDB248 vektérlierini kullanarak
S. pombe’de yaptiklari transformasyon c¢alismalarinda her iki
vektdrun de transformasyon etkinliginin ayni oldugunu saptamalarina
kargin, pFL20'deki stabilitenin (tasidigi stb elementieri nedeniyle),
pDB248’e gbre daha yuksek oldugunu belirlemiglerdir.

Bu calismanin suresi icerisinde pSAB1'e gére E.coli’'deki
transformasyon etkinli§inin ve ayni zamanda rekombinasyon
frekansinin dustk olmasi nedeniyle, pFL20 ile S. pombe genomunun
bayak bir kismini (6rnedin %95’ini) kapsayan klon sayisina
ulagsilamadi. Bununla beraber S. pombe hicresi igerisinde kopya
sayisinin fazla olmas: ve yukarida deginildi§i gibi stabil olmalari
nedeniyle S. pombe genom Kkitapliginin bu vektérde de kurulma
caligsmalari surddralmektedir.
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V. OZET

SCHIZOSACCHAROMYCES POMBENIN GENOM KiTAPLIGININ KURULMASI

Okaryotlarin molekiler biyolojisinin arastirilmasinda bir model
organizma olarak kullanilan Schizosaccharomyces pombe’'nin genom
kitapliginin kurulmasinda, iki farkli S.pombe-Escherichia coli mekik
tipi vektéra (pSAB1 ve pFL20) denendi.

S.pombe’'nin genom DNA’si1 Sau3Al ile kismi kesime ugratild: ve
2-10 kb'lik fragmentler segildi. Vektérler, BamH! ile dogrusal hale
getirildikten sonra defosforile edildi.

Ligasyon ve transformasyon asamalart ile ilgili optimizasyon
caligsmalarindan sonra, S.pombe DNA fragmentleri ve defosforile
dogrusal plazmidler (1:1 oraninda) 12 saat ligasyon kosullarinda
tutularak, rekombinant DNA molekilleri olusturuldu. Kompetant hale
getirilmis 18 saatlik E.coli hucreleri 0.1ug DNA ile transformasyona
ugratildi. Secgici besi ortamlarinda transformantlarin secimi yapildi.

Vektor olarak pSAB1’in kullanildigi transformasyon

calismalarinda 7364, pFL20'nin kullanildi§gr c¢aligsmalarda ise
900 rekombinant koloni elde edildi.

Buna gé6re; S.pombe genomunun yaklasik %95’'ini igeren genom
kitapligi pSAB1 vektérinde kuruldu.
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SUMMARY

CONSTRUCTION OF GENOMIC LIBRARY OF SCHIZOSACCHAROMYCES POMBE

Two different S.pombe-E.coli shuttle vectors (pSAB1 and pFL20)
were tested in the construction of the genomic library of S.pombe
using as a model organism in the researchs of molecular biology of
eukaryotes.

The genomic DNA of S.pombe was partially digested with
Sau3Al, and then 2-10 kb fragments were selected. The vectors were
dephosphorylated, after linearization with BamHI.

After the optimization studies related to ligation and
transformation steps, S.pombe DNA fragments and dephosphorylated
linear plasmids (1:1 proportion) were kept in the conditions of
ligation for 12 hours, recombinant DNA molecules were obtained.
18 hours competant E.coli cells were transformed with 0.1ug DNA.
The selection of transformants was done on the selective medium.

7364 recombinant colonies were obtained when pSAB1 used as

P

vector in the transformation studies while 900 colonies were obtained
with pFL20.

As a result, the genomic library containing approximately 95% of
genome of S.pombe was constructed in the pSAB1 vector.
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