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OZET

KEMOTERAPI AJANI DOKSORUBISIN’IN Escherichia coli UZERINDEKI
ETKIiSi VE DIRENCLE ILGILI GENLERIN GENOM BOYU KUTUPHANE VE
TARAMA CALISMALARI iLE ARASTIRILMASI

CURNA A.A. 2020, Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Program Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2020

Kanser hastaliklarinin tedavisinde kullanilan kemoterapik ilaglara karsi, kanser hiicreleri
zaman zaman direng gosterebilmektedir. Kanser hiicresi, baz1 genlerin yapisini ve ifadesini
degistirerek ilagtan kagabilmekte ve kanserin niiksetmesi ile Olimcilil sonuglar
goriilebilmektedir. Direncin molekiiller mekanizmasinda gorevli olabilecek genler ve
proteinlerin tespiti, hem temel bilimler agisindan, hem de tedavi acilimlari sunmasi
bakimindan 6nemlidir.

Doksorubisin, kanser tedavisinde rutin olarak kullanilan, ayn1 zamanda da antibakteriyel
etkiye sahip, yaygin bir kemoterapik ajandir. Bu ila¢ bir hiicreye verildigi zaman, DNA’ya
hasar vermekte ve hiicrenin Oliimiine neden olmaktadir. Ancak, bu ilaca karsi da kanser
hiicresinin direng gelistirebildigine dair raporlar mevcuttur. Ilacin hem molekiiler hedeflerinin
bulunmasi, hem de diren¢ gelisiminde dogrudan veya dolayli olarak rolii olan genlerin tespit
edilmesi farkli hiicresel sistemlerde arastirilmalidir.

Bu tez calismasinin amaci, bakteri hiicresini model olarak kullanarak, artan doksorubisin
konsantrasyonlarinda, 4123 genin taranarak, hiicreye diren¢ kazandiran gen adaylarinin
arastiritlmasidir. Burada, Escherichia coli genlerinin bir ekspresyon plazmidine klonlanmasi
ile elde edilen ASKA klon seti kullanilmistir. 57 adet mikroplakadan olusan bu set, 4123 adet
gen ile ilag iliskisini farkli agidan irdelememizi saglayan essiz bir genomik kaynaktir. Her bir
genin ifadesi IPTG ile indiiklenebildigi i¢in, genler taranabilmekte ve yabanil tipin 61diigii ilag
konsantrasyonunda yasayan klonun icerdigi gen, diren¢ fenomeni ile dogrudan veya dolayl
olarak iliskili oldugu yaklasimi esas alinmaktadir.

Bu ¢aligmada, ilk olarak, birkac farkli E. coli yabanil tip bakteri suslari ile yapilan 6n
deneylerde, doksorubisinin hangi E. coli susunu, hangi konsantrasyonda 6ldiirdiigli, minimum
inhibe edici konsantrasyon (MIC) deneyleri, bliyiime egrisi deneyleri, spot testleri ve disk

difiizyon yontemleri ile belirlenmistir. Daha sonra, 4123 adet klonun “genom boyu plazmid
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kiitiiphanesi” stoklar1 kullanilarak, 1s1 soku yontemi ile E. coli D10Hb susuna transforme
edilmistir. Optimizasyon deneylerinden elde edilen konsantrasyon verileri kullanilarak,
goreceli olarak yliksek doksorubisin igeren ortamlarda yasayabilen klonlarin tespit edilmesi
amactyla, gradient ekim, direkt ekim ve zenginlestirme ile seleksiyon deneyleri
gerceklestirilmistir. Doksorubisin toleransina sahip, 129 adet koloni ile onaylama c¢aligsmalari
yapilmistir. Daha sonra goreceli olarak en yiiksek tolerans degerine sahip 34 koloni
secilmigtir. Segilen rekombinant plazmidlerin icerdikleri gen dizileri, sanger sekanslama
analizi ile belirlenmistir. Elde edilen sekanslar kullanilarak, Blast analizleri ile gen bilgileri
bulunmustur.  Calismalar ~ sonucunda,  goreceli  olarak  yiiksek  doksorubisin
konsantrasyonlarinda yasayan E. coli klonlarinin plazmidlerinde yer alan genlerin recA (n=23
klon) ve mdtK (n=11 klon) oldugu tespit edilmistir. Bu genlerin DNA hasar1 onariminda ve
Na" kanallarin1 kullanarak ilaci hiicrenin disina atabilmede gorevli olabilecegi tartisilmigtir.
Ayrica bu genlerin insan genomunda homologlar1 aragtirilmistir.

Bu calisma, binlerce genin (n=4123) bir ilagla iliskisini tarayan ve bakteriyel model
hiicre yaklasimi ile kanser konusuna farkli bir acgidan yaklasan, molekiiler biyoloji,
mikrobiyoloji ve genomik disiplinlerini kullanan, kapsamli, orijinal ve yol gosterici sonuglar

veren bir tez ¢aligmasidir.

Anahtar Kelimeler: Direncg, doksorubisin, Escherichia coli, gen, genomik, mdtK, recA
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF THE CHEMOTHERAPY AGENT
DOXORUBICIN ON ESCHERICHIA COLI AND THE GENES RELATED TO
RESISTANCE BY GENOME-WIDE LIBRARY AND SCREENING STUDIES

CURNA A.A. 2020, Aydin Adnan Menderes University Institute of Health Sciences
Medicine Faculty Clinical Biology Program Master Thesis, Aydin, 2020

Cancer cells may occasionally develop resistance against chemotherapeutic drugs used
in the treatment of cancer diseases. The cancer cell can escape from the drug by changing the
structure and expression of some genes, and with cancer recurrence, fatal results can be seen.
The identification of the genes and proteins that may be involved in the molecular
mechanisms of resistance is important both in terms of basic science and in terms of offering
treatment options.

Doxorubicin is a common chemotherapeutic agent that is routinely used in the treatment
of cancer, but also has an antibacterial effect. When this drug is given to a cell, it damages
DNA and can cause the death of the cell. However, there are reports that the cancer cell can
also develop resistance to this drug. The determination of the molecular targets of the drug
and the identification of the genes that have a direct or indirect role in the development of
resistance should be investigated in different cellular systems.

The aim of this thesis study is to find the gene candidates that provide resistance to the
cell, and to achieve this, 4123 genes will be screened at increasing doxorubicin concentrations
by using the bacterial cell as a model. Here, the ASKA clone set obtained by cloning the
genes of Escherichia coli into an expression plasmid was used. This set, composed of 57
microplates, is a unique genomic source that allows to examine the relationship between the
drug and 4123 genes in a different manner. Since the expression of each gene can be induced
by IPTG, screening can be conducted at various expression levels. The approach is based on
the following criteria. The clone that survives at the drug concentration in which the wild type
dies is determined and the gene within the particular clone is considered to be related to
resistance phenomena directly or indirectly.

In this study, first, the preliminary experiments with several different E coli wild-type

bacterial strains were conducted and the concentrations that have bactericidal effect on the
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strains were determined using minimum inhibitory concentration (MIC) experiments, growth
curve experiments, spot tests and disc diffusion methods. Then, "genome-wide plasmid
library" of 4123 clones was transformed into E. coli D10HD strain by the heat shock method.
Using concentration data obtained from optimization experiments, selection experiments were
carried out with gradient cultivation, direct cultivation and enrichment in order to identify the
clones that can live in environments with relatively high doxorubicin. Validation studies were
carried out with 129 colonies that had doxorubicin tolerance. Then 34 colonies with the
highest tolerance were selected. The gene sequences contained in the selected recombinant
plasmids were determined by Sanger sequencing analysis. Using the sequences obtained, gene
information was found by Blast analysis. As a result of the studies, it was determined that the
genes in the plasmids of E. coli clones living at relatively high doxorubicin concentrations
were recA (n =23 clones) and mdtK (n = 11 clones). It has been discussed that these genes are
involved in repairing DNA damage and expelling the drug out of the cell using Na* channels.
In addition, homologs of these genes in the human genome were searched.

This thesis study, approaching the topic of cancer from a different angle, where the
bacterial cell is used as a model system has successfully analyzed the relationship between
thousands of genes (n=4123) and a drug using molecular biology, microbiology and genomic

disciplines and ended up in producing comprehensive, original and guiding results.

Key words: Doxorubicin, Escherichia coli, gene, genomics, mdtK, recA, resistance
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1. GIRIS

Antrasiklin grubu ilaglar, kanser tedavisinde kullanilan en ©nemli kemoterapik
ajanlardan bir tanesi olarak bilinmektedir. Bunlar, DNA’ya interkalasyon yaparak, DNA
heliks yapisint bozmaktadir. Bu sekilde, DNA replikasyonu ve transkripsiyonunu
Oonlemektedir. Bunu DNA’nin guanin ve sitozin bazlar1t arasina  yerleserek

gerceklestirmektedir (Rabbani ve ark, 2004).

Doksorubisin (Adriamycin®), antrasiklin grubu, yani hem kemoterapik 6zellige, hem de
antibiyotik 6zellige sahip olan, kanser tedavilerinde kullanilan, en etkili ilaglardan bir tanesi
olarak bilinmektedir. Bir¢ok kanser tiiriiyle miicadeledeki etkinligi nedeniyle, kemoterapide
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yiizden ve kirmizi renginden de dolayr “kirmizi kemo
seytan” olarak da adlandirilmistir (Carvalho ve ark, 2009). Hiicrelerin bu ilaca kars1 nasil bir
cevap verdigi, hiicrelerin direng mekanizmalarinin bilinmesi, siklikla tercih edilen bu ilacin

daha etkin kullanilabilmesi i¢in 6nem tagimaktadir.

Diren¢ mekanizmalari ile ilgili ¢aligmalar1 dkaryot hiicreleri ile yapmak oldukca zor ve
cok zaman almaktadir. Bu nedenle, arastirmalarda daha kolay ve hizli bir yontem planlamak
onemlidir. Baz1 ¢aligmalarda bakteriler veya diger tek hiicreli canlilar model organizma olarak
kullanilmaktadir. Boylece spesifik anti-kanser veya anti-bakteriyel ajanlara karsi direng
mekanizmasinda yer alan gen veya genleri daha kisa zamanda belirlemek miimkiin

olmaktadir.

Insan hiicreleri, bakterilerin olusturdugu flora ile birlikte yer almaktadir. Bu flora, dogal
diren¢ mekanizmalarindan biridir. Bu nedenle flora, insanin fizyolojisi ve hastaligini biiyiik
Ol¢iide etkilemektedir. Bununla birlikte, bakterilerin kemoterapétik ilaclara verilen tepkiye
katkis1 ya da etkisi halen yeterince iyi anlasilmamistir. Ornegin, insan bagirsaginda yasayan
bakteriler, ¢esitli hastaliklarin etiyolojisinde rol oynamaktadir. Dahasi, onlarca ilag bagirsak
mikrobiyomu unsurlar1 tarafindan metabolize edilmektedir ve insan saglig1 i¢in baska etkileri
de olabilmektedir. Bu nedenle, uygun model organizmalar kullanilarak, kemoterapik ilaglarin,

ozellikle genler ve proteinlerle olan iliskilerinin bulunmasi 6nemlidir.

Literatiire bakildiginda, ge¢cmiste yapilan mikrobiyal genetik ¢alismalarinda, bir genin
bircok fenotip i¢in test edilmesi yaklasimi esas alinmistir. Ancak son yillarda, genomik

bilimlerin gelismesiyle, bakteride bir fenotip i¢in binlerce genin test edilmesi s6z konusudur.



Bu tez calismasinda, genomik yaklagimla, binlerce E. coli geninin her birinin ayr1 ayri
fazla ifadesinin (up-regiilasyonunun), bir anti-kanser ajani oldugu bilinen Doksorubisin

toleransi lizerinde etkisinin arastirilmasi hedeflenmistir.

Bu amag¢ dogrultusunda 4123 klonu igeren ASKA klon seti kullanilmistir. Bu klon seti
sayesinde her bir geni tek tek asir1 ifade eden klonlar, doksorubisin seleksiyonundan
gecirilmistir. E. coli bakterisinin doksorubisin ilacina karsi gdstermis oldugu tolerans
seviyesi, seleksiyon kriteri olarak belirlenerek, bu toleransin lizerindeki konsantrasyonlarda
iireme gosteren klonlarin segilmesi ve bu klonlarda artmis toleransla iligkili, olas1 genlerin

belirlenmesi, ¢alismanin temel prensibini olusturmaktadir.

Oncelikle, calismalarda kullanilacak doksorubisin konsantrasyonlar1 belirlenebilmesi
icin, E. coli bakterisinin doksorubisin ilacina karsi gosterdigi tolerans seviyesi, ¢esitli
optimizasyon c¢alismalar1 ile tespit edilmistir. Ardindan, ASKA klon setinin igerdigi,
genomdaki tiim genlerin ayr1 ayr1 plazmidlere klonlanarak olusturulan plazmid gen havuzu E.
coli DH10b susuna transforme edilerek, DH10b ASKA gen havuzu elde edilmistir. Bu klon
kiitiiphanesi, Zenginlestirme (Enrichment), Direkt ekim, Gradient ekim gibi ¢esitli seleksiyon
yontemlerinden gegirilerek, bir genin asir1 ifadesi ile iligkili olarak tolerans seviyesi artan
suslar tespit edilmistir. Yabanil tipe oranla daha yiiksek toleransa sahip klonlardaki asir1 ifade
edilen genlerinin tespit edilmesi i¢in, rekombinant plazmidleri izole edilmis, tasidiklar insert
genleri sekanslanmis ve gen dizilerine ulagilmistir. Gen dizileri, biyoinformatik teknikler
kullanilarak degerlendirilmis ve bu dizilerin aktivite bilgilerine ulagilmistir. Boylelikle E. coli
bakterisinde doksorubisin diren¢ mekanizmas:1 ile iligkili oldugu diisiiniilen genler

belirlenmistir.

ASKA setinin kullanilmasi ile bulunan genler {izerinden, biyoinformatik yaklagimlar
kullanilarak insanda doksorubisin direnci ile iliskili olabilecek homolog genler
yorumlanmistir. Bu bilgi 1s18inda ilaglarin daha etkin bir kemoterapi etkisi saglamasi
acisindan, bu direnci kirmaya yonelik tiirevlere cevrilebilmesi veya ek kombine ilaglarin
hedeflerinin belirlenmesinde faydali olabilecek somut gen bilgileri literatiire kazandirilmistir.
llerleyen boliimlerde bu tez ¢aligmasinda basvurulan strateji ve metodoloji, géreceli olarak

daha detayli bir sekilde ele alinarak sunulmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kemoterapi ve Kemoterapik Ajanlar

Kemoterapi, ilk olarak 1900’lerde Alman doktor Paul Ehrlich tarafindan kullanilmaya
baslanmistir. Kemoterapi terimi “sentetik olanlar basta olmak {iizere, kimyasal maddeleri
viicuttaki patojenik mikroorganizmalari imha etmek i¢in kullanmaktir” seklinde agiklanmastir.
Hayvanlar iizerinde bir dizi bilesik ile yapilan ¢alismalar sonucunda, arsfenamin bilesiginin
kullanimiyla sifilis patojeninin tedavisinde bagarili olunmustur (Ehrlich ve Hata, 1910;
Ehrlich, 1911; Strebhardt ve Ullrich, 2008). Ancak bu yillarda, gerek kimyasallarin temini
gerekse anlamli etkiye sahip olanlarin tespit edilmesi ve bunlar ile klinik deneylerin
gerceklestirilmesi olduk¢a zor olmaktaydi. Zaman igerisinde ila¢ olma olasiligi bulunan
kimyasallarin sayisinin fazla olusu ve her bir kimyasalin kanser hastalar1 iizerinde denenmesi
mimkiin olamayacagindan, timor modellerinin gelistirilmesine baglanmistir. Bu modeller
sayesinde, anlamli antikanser ajanlar secilebilmis ve insanlar {izerinde kullanilmaya
baslanmadan o6nce bu sekilde denenmislerdir. Sarkoma 37 (S37), Sarkoma 180 (S180),
Ehrlich Fare Karsinomu ve Ehrlich Assit Tiimord, bu yillarda gelistirilmis, nakledilebilir
hayvan tiimorii modellerine 6rnek olarak gosterilmistir (Craigie, 1952; Worley ve Spater,
1952). Ancak, 1980’li yillarin sonlarinda daha pratik olan in vitro hiicre hatlari ile ¢alisiimasi

tercih edilmeye baglanmistir (Sausville, 2011).

Yirminci yiizyilin baglarinda gergeklesen birinci diinya savasinda, savas sirasinda
kullanilan kimyasal silahlarin insanlar tizerindeki fizyolojik etkileri gdzlemlendiginde, ilgi
cekici bilgiler elde edilmistir. Savas sirasinda tesadiifi gozlemlerin kemoterapotik ajanlar
hakkinda bilgi edinilmesinde etkisi bilinmektedir. Bunlardan en belirgin 6rneklerden bir
tanesi, ikinci Diinya savasi sirasinda Italya’da gerceklesen bir bombardimanda, denizcilerin
hardal gazina (siilfiir hardal) maruz kalmasi sonucunda, kemik iliklerinde ve lenf nodlarinda
atrofi gozlemlenmesidir (Gilman, 1946; Goodman ve Wintrobe, 1946). Bu gdzlemlerin
degerlendirilmesi ile hardal gazinin dokularda hiicre boliinmesini olumsuz etkiledigi ve buna
bagli olarak bazi kanserlerin tedavisinde kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir (Mattes,1986).
Bunun {izerine bilim adamlari, Louis Goodman ve Alfred Gilman tarafindan hardal bilesenleri
tizerinde kemoterapotik etkilerin arastirilmasina baglanmistir. Hardal bilesenlerinden biri olan
mekloretamin ile yapilan c¢aligmalarda, lenf tiimorii ilizerinde Onemli oOlgiide iyilesme

gbzlemlenirken, lenfoma hastalarinda belirgin, ancak gecici bir etki gosterdigi kaydedilmistir.



Yapilan bu caligmalar ile mekloretamin, antikanser etki sagladigi goriilen ilk sitotoksik ajan
olmustur (DeVita, 2008; Galmarini, 2012; Morrison, 2010; Colvin, 2003; Gilman ve Philips,
1946; Goodman ve Wintrobe;1946).

Francis Crick ve James Watson’in 1953’te DNA’nin ¢ift sarmalli yapisini agiklamasi ile
(Watson ve Crick, 1953) kimyasallarin etki mekanizmlarinin anlasilmasi i¢in 6nemli bir adim
atilmistir. Kimyasallarin DNA ile reaksiyona girmesi sonucunda hiicrenin zarar gordigii
anlasilmistir. Bu bilgi yeni kemoterapotik ajanlarin gelistirilmesi i¢in onemli bir bilgi

olmustur (Baguley, 2002).

Antineoplastik ajanlar olarak da adlandirilan kemoterapotik ajanlar, hizla biiyliyen
hiicrelerin ¢ogalmasini dogrudan veya dolayli olarak inhibe etmek i¢in kullanilmaktadir.
Kemoterapotik ajanlar, farklt 6zellik ve kriterlere gore cesitli sekilde karakterize edilip
siniflandirilabilmektedirler. Buna gore kemoterapik ajanlar kimyasal yapilarina, etki
mekanizmalarina ya da elde edildikleri mikroorganizmalara gore siniflandirilabilmektedir. Bu
ajanlar igerisinden, sitotoksik kemoterapotikler, hiicre dongiisiiniin herhangi bir evresinde,
hiicresel fonksiyonlarin etkilenmesine neden olmaktadir. Hiicre bdliinmesinin inhibisyonu,
apoptotik ya da nekrotik hiicre 6liimleri gibi mekanizmalar ile hiicrelere zarar veren ajanlardir

(Bezabeh ve ark, 2001; Ricci ve Zong, 2006).

Kemoterapotik ajanlar etki mekanizmalarina gore alkilleyici ajanlar, antimetabolitler,

antimikrotiibiil ajanlar1 ve sitotoksik kemoterapotikler olarak siniflandirilmaktadirlar.

Bu tez caligmasinda kullanilan doksorubisin kemoterapotik ajani, sitotoksik bir
kemoterapoik ajan olup, topoizomeraz II inhibitorii olarak gorev yapmaktadir. Ayrica, etki
mekanizmasi incelendiginde antrasiklin grubuna dahil olan bir kemoterapotik ajan oldugu

goriilmektedir (Weiss ve ark, 1992; Arcomone ve ark, 1969).

2.2. Sitotoksik Kemoterapotik Ajanlar

Sitotoksik antibiyotikler, ¢esitli etki mekanizmalarina sahip ila¢ gruplaridir. Kemoterapi
endikasyonlarinda paylastiklar1 ortak tema, hiicre boliinmesini inhibe etmeleridir. En 6nemli

alt gruplari, antrasiklinler ve bleomisinlerdir (Stefan ve Rosenthal, 2008).

Antrasiklinler arasinda doksorubisin ve daunorubisin kemoterapotik ajanlari ilk bulunan

ve Streptomyces peucetiu bakterisinden elde edilen ajanlardir (Stefan ve Rosenthal, 2008b).



Bu bilesiklerin tiirevleri epirubisin ve idarubisindir. Antrasiklin grubunda klinik olarak

kullanilan diger ilaglar pirarubisin, aklarubisin ve mitoksantrondur (Koeller, 1988).

Antrasiklinlerin etki mekanizmalar1 arasinda DNA interkalasyonu ile (DNA'nin iki
seridi arasina yerlestirilen molekiiller), hiicreler arasi molekiile baglanarak, topoizomeraz
inhibisyonunu saglayan yiiksek oranda serbest radikallerin iiretilmesi bulunmaktadir (Minotti,

2004).

Aktinomisin, DNA'y1 birlestiren ve RNA sentezini 6nleyen karmasik bir molekiildiir
(Sobell, 1985). Streptomyces verticillus'tan izole edilen bir glikopeptid olan bleomisin, ayni
zamanda DNA'y1 birlestirir, ancak DNA'ya zarar veren serbest radikaller tiretir. Bu durum,
bleomisin’in bir metal iyonuna baglandiginda, kimyasal olarak azaldiginda ve oksijenle
reaksiyona girdiginde meydana gelir (Dorr, 1992; Airley, 2009). Mitomisin ise DNA
alkilleme kabiliyetine sahip sitotoksik bir antibiyotiktir (Verweij, 1990).

2.3. Sitotoksik Kemoterapotik Ajanlar, Antrasiklinler

Antrasiklinler, Streptomyces bakterisinden elde edilen (Fujiwara, 1985) kanser
kemoterapisinde kullanilan bir ila¢ sinifidir (Trevor, 2010). Bu bilesikler, 16semi, lenfoma,
meme, mide, uterin, yumurtalik, mesane kanseri ve akciger kanseri gibi bircok kanseri tedavi

etmek i¢in kullanilmaktadir (Brunnberg ve ark, 2012).

[k kesfedilen antrasiklin, bir aktinobakteri tiirii olan Streptomyces peucetius tarafindan
dogal olarak iiretilen daunorubisin (ticari adi Daunomisin)’dir. Klinik olarak en 6nemli

antrasiklinler doksorubisin, daunorubisin, epirubisin ve idarubisindir (Weiss ve ark, 1992).

Daunorubisin, 1960'larin basinda kesfedilen kirmizi pigmentli bir ilagtir. Di Marco ve
arkadaslar1 tarafindan Streptomyces peucetius susundan izole edilmistir. italya'daki Farmitalia
Research Laboratories ¢alisanlar1 bu ilaca daunomisin adin1 vermistir (Dimarco ve ark, 1964).
Ayni zamanda bu bilesik, Fransa'daki Dubost ve arkadaslari tarafindan da kesfedilmistir ve
rubidomisin adi verilmistir (Dubost ve ark, 1964). Farkli isimlendirmelerin yaratabilecegi
sorunlarin ortadan kaldirilmasi adina, Daunorubicin, bu kemoterapétik ajan i¢in uluslararasi

isim olarak kabul edilmistir (Weiss ve ark, 1992).

[k antrasiklinlerin ¢ok basarili etkiler gostermesi ile birlikte, terapotik uygulamalarda
kullanilmak iizere yeni analoglarin iiretilmesi icin zemin olusturulmustur. Oncelik olarak,

diinya c¢apinda kullanim i¢in sadece epirubisin ve idarubisin kullanilmistir. Epirubisin,



doksorubisine benzer bir aktiviteye sahiptir, ancak kardiyotoksik yan etkileri daha da
azaltilmus bir ajandir (Arcamone ve ark, 1975). Idarubisin ise yagda ¢dziinen bir daunorubisin
cesidi olup oral olarak biyoyararli oldugu bildirilmistir. Bu kemoterapdtik ajanlarin
baslangicta, murin (faregillere ait tlimorler) tiimorlerine karsi aktiviteye sahip oldugu
goriilmiis ve daha sonra klinik c¢aligmalarda l6semi ve lenfomalara karst aktif oldugu

bulunmustur (Weiss 1992; Arcamone ve ark, 1976).

Antrasiklinler simdiye kadar gelistirilen en etkili antikanser tedaviler arasinda yer
almaktadir. Bu grupta yer alan ilaglarin diger herhangi bir kemoterapétik ajan siifindan daha
fazla kanser tiirline karsi etkili oldugu bilinmektedir (Weiss ve ark, 1992; Minotti, 2004;
Peng, 2005).

Antrasiklinler, en yaygin kullanilan kemoterapétik ajanlarin bazilar1i olmaya halen
devam etmektedirler. Ancak potansiyelleri, doz sinirlayici toksisiteleri ile sinirlanmaktadir.
Halen daha iyi anti-tiimor etkinligi olan veya farkli nanoteknoloji tabanli ilag dagitim
sistemleri kullanilarak azaltilmig yan etkileri olan antrasiklinlerin arastirilmasi ig¢in birgok
calisma yliriitilmeye devam etmektedir. Antrasiklin grubu ilaglar, hiicrede DNA
metabolizmas1 ve RNA iiretimi ile etkilesim igerisindedirler. Sitotoksisite, temel olarak
hiicrede topoizomeraz II enzimlerinin inhibe edilmesinden kaynaklanmaktadir (Cagel ve ark,

2017; Poon ve Borys, 2009; Mukai ve ark, 2017; Nishiyama ve ark, 2016).

Antrasiklinlerin temel yapisi, bir glikosidik baglantiyla bir seker kismina baglanmus,
antrakinon omurgasina sahip olan bir tetrasiklik molekiildiir. Bir hiicre tarafindan alindiginda,
dort halka yapis1t DNA baz ciftleri arasinda birlesirken, seker kiiclik oluk i¢ine oturmakta ve
bitisik baz ciftleri ile etkilesime girmektedir.

Mikro molekiiller, kovalent veya DNA’nin baz ciftleri arasina aromatik gruplarin
sokulmasiyla, kovalent olmayan etkilesimler sayesinde niikleik asitlerle etkilesime
girebilmektedirler (Waring, 1981, Lerman, 1961). Bunun sonucunda lokal ¢6ziilme, uzama
veya DNA’da bazi yapisal degisikliklere neden olabilmektedirler. Cogunlukla DNA’nin genel
yapist korunurken, meydana gelen biyolojik fonksiyonlardaki degisikler interkalasyondan
kaynaklanmaktadir (Lerman, 1961, Li ve Crothers, 1969, Waring, 1970). Bu birlesme
sayesinde, terapdtik uygulamalar gelistirilerek, kanser tedavisinde ayrica ¢esitli mikrobiyal
enfeksiyonlar: tedavi etmede kullamlmistir (Martinez ve Chacon-Garcia, 2005). Ornegin;
antrasiklin grubu Daunorubisin (doksorubisin dnciisii) interkalasyon sayesinde akut I6semide

kullanilmistir (Brunnberg, 2012).



Interkalasyonun molekiiler mekanizmasinin arastirilmasi, 1960’1 yillarda antrasiklin
grubu ilaclarinda kesfedilmesiyle hiz kazanmigtir. Fakat interkalasyonun DNA’nin dogal
heliks yapist ile mi yoksa ilaca bagli bosluk olusumuyla mi1 gerceklestigi tam olarak
anlasilamamaktadir. Geg¢miste yapilan caligmalar, mekanizmanin DNA baz ¢iftlerinin
birbirinden ayrilip, bosluk vermeden gerceklestigini desteklese de tam olarak
aciklanamamaktadir (Li ve Crothers, 1969). Literatiire bakildiginda, antrasiklin grubu
ilaglarin baglanma bolgeleri tespit edilerek, yeni yaklagimlar kazandirilmaya g¢alisilmistir.
Ornegin, Chaires JB ve arkadaslarinin yaptig1 calismada Daunorubisin baglanma bdlgesinin,

5'ATGC ve 5'ATCG dizilerinin sonunda bulundugu tespit edilmistir (Chaires ve ark, 1990).

2.4. Doksorubisin

1960’11 yillarda ilk bulunan antrasiklin grubu ilaglardan olan Doksorubisin, mutasyona
ugramis bir S. peucetius varyantindan (var. caesius) izole edilmistir. Daunorubisin'den sadece
karbon 14 pozisyonunda bir hidroksil grubunun eklenmesiyle ayrildigi goriilmektedir (Sekil
1). Bu modifikasyon, ilacin aktivitesini, ¢ok cesitli kat1 tlimorlere, 16semi ve lenfomalara karst
olduk¢a etkili kilan, biiyiik Ol¢iide degisiklige sebep oldugu yapilan calismalar ile
gosterilmistir (Arcamone ve ark, 1969; Blum ve Carter, 1974; Minev, 2011; Takemura ve

Fujiwara, 2007).

CH30 0 HO 0 CHy0 O HO O
cn CH3
HO HO
NH2 NH,
DAUNORUBICIN (DNR) DOXORUBICIN (DXR)

Sekil 1. Daunorobisin ve Doksorubisinin molekiiler yapilari

DNA replikasyonunda, helikaz enziminin a¢tigt DNA zincirinde katlanmalar meydana
gelmektedir. Bu asir1 katlanmis DNA zincirinin agilmast ve diiz bir hale gelerek tekrar
kapanmadan replikasyonun devam etmesi gerekmektedir. Karmagsik bir yap1 halinde
katlanmis DNA zincirini uygun noktalardan keserek, stresi ortadan kaldiran enzim grubu

topoizomerazlardir. Tirozinler, topoizmerazlarin aktive edilmesinde gorev almaktadir.
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Doksorubisin, tirozinlere baglanip ara bir bilesik olusturarak, topoizomerazlarin aktive
edilmesini engellemektedir. Topoizomerazlar, gorevini yerine getiremedigi yani inhibe
edildigi zaman, hiicrede stres olusturan bu karmasik yap1 coziilememektedir. Boylece
replikasyon ve devaminda transkripsiyon siirdiiriilememektedir. Ayrica, karmagik yapinin
coziilememesiyle birlikte DNA sarmali koparak, DNA hasar1 meydana gelmektedir. DNA
hasar1 meydana geldikten sonra p53 proteini translasyonu artmaktadir. Devreye giren p53,
tamir edilemeyecek vaziyette olan hiicreyi apoptoza gotiirebilmektedir (Woods ve Vousden,
2001). Yani doksorubisin kanserli hiicreye hedeflendirildigi zaman apoptoza neden

olmaktadir.

2.5. Kemoterapotik Ajanlarin Gelistirilmesi ile Kanser

Kanser giiniimiizde c¢ok yaygin olarak goriilen hastaliklar arasinda yer almaya
baslamistir. Gelismis iilkelerde her ii¢ kisiden birini etkiledigi bilinmekte ve kardiyovaskiiler

hastaliklar ile birlikte 6liimlerin 6nde gelen iki nedeni olarak rapor edilmektedir.

Antrasiklinlerin kanser-malign neoplazmlarin kemoterapisinde kullanilmasi, kanser
tibbinin en biiyiik basarilarindan biri olmustur. Ornegin; ¢ocukluk cagi kanserinde, kanserin
ilk 5 yilinda sag kalim oranlar1 1960'larda %30 civarindayken, antrasiklin grubu ilaglarin
kullanilmasiyla giiniimiizde bu oranin %70’lere ¢iktig1 goriilmektedir (Gatta ve ark, 2002;
Jemal ve ark, 2006).

Kanser sonuglari, erken teshis ve daha yeni hedeflenen tedaviler nedeniyle iyilesmeye
devam etmekte olup, antrasiklin kemoterapisi, kanser tedavisinin modern ¢aginda 6nemli bir
rol oynamaktadir. Doksorubisinin onclisii olan daunorubisin'den sans eseri kesfedilmesi,
kanser tedavilerinde bir doniim noktast olmustur (Rimal ve ark, 2015). Antrasiklinler Diinya
Saghk Orgiitii (WHO) temel ilaglarm model listesinde yer almaktadir (WHO, 2015).
Kesfedilmesinden elli yil sonra, antrasiklin anti-tiimor ve kardiyotoksik mekanizmalar, temel

bilim ve klinik denemeler aragtirmalarina biiyiik ilgi géstermeye devam etmektedir.

Yeni biyolojik ve kiigiik molekiillii tedaviler, son 15 yilda bir¢cok kanser icin tedavi
goriinimiinii ¢arpict bir sekilde gelistirmistir (Kantarjian ve ark, 2002; Richardson ve ark,
2005; Slamon ve ark, 2001). Bu yeni gelismelerle birlikte, antrasiklin kemoterapi rejimlerinin
halen bircok kanser tedavisinde 6nemli rol oynadigi goriilmektedir. Ornegin, meme kanseri
hastalarinin %32'si (Giordano ve ark, 2012), yash lenfoma hastalarinin %57 ila %70'
(Nabhan ve ark, 2015; Chihara ve ark 2016) ve ¢ocuklarin %50 ile %60"mmin bir antrasiklin
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rejimi ile tedavi edildikleri bildirilmistir (Smith ve ark, 2010; Armstrong ve ark, 2016, Patnaik
ve ark, 2011).

Kemoterapotik ajanlarin gelistirilmesi ile kanser hastaliklarindan sag kalimlarda oran
%5; meme, lenfoma, melanom ve uterus kanserlerinde yaklasik %80 ve daha yiiksek oranlara
yiikselmistir. Bu oranlar degerlendirildiginde, gelismis ekonomilerde hayatta kalma
oranlarinda ylisek seviyede bir artis oldugu goriilmektedir (Coleman ve ark, 2011). Birlesik
Krallik'ta, hayatta kalma egilimleri kemoterapi ile birlikte son 40 yilda yetiskinlerde ikiye
katlanmis ve 1960'lardan bu yana c¢ocuklarda ise iige katlandigr rapor edilmistir

(CancerResearchUK, 2012).

2.6. Doksorubisin ile Tedavilere Yaklasim

30 yili agkin siiredir kullanilan doksorubisin, karsinomalar, sarkomlar ve hematolojik
kanserler gibi birgok kanser tiirliyle miicadeledeki etkinligi nedeniyle, kemoterapide yaygin
olarak kullanilmaktadir (Carvalho ve ark, 2009). Kitle tiimorlerinin (6zellikle meme kanseri,
kiigiik hiicreli akciger kanseri, yumurtalik kanseri vb) tedavisinde kullanilan en etkili
ilaglardan birisidir. Ayrica idrar torbasi, mide, karaciger, tiroid, yumusak doku sarkomasi,
noroblastoma, myeloma, bir¢ok ¢esit 16semi, T-hiicre lenfoma ve ¢esitli kemik tiimdrlerine
karst da etkili bir aktiviteye sahiptir (Cortes-Funes ve ark, 2007). Doksorubisinin, DNA’ya
interkalasyon yaparak, sitotoksik etkisini, c¢oklu molekiiler hedefleri etkileyerek

gerceklestirmektedir (Tacar ve ark, 2013).

Pek ¢ok ila¢ gibi, doksorubisin de pasif diflizyon yoluyla hiicrenin igine girerek,
cogunlukla karacigerde birikime ugramakta ve orada metabolize edilmektedir. Ayrica,
doksorubisin'in kemik iligi ve beyaz kan hiicrelerindeki konsantrasyonunun, plazmadan 200-
500 kat daha fazla oldugu bilinmektedir. Dokulara olduk¢a etkili bir sekilde niifuz etme
kabiliyetine sahip olan doksorubisinin, terminal yarilanma Omrii 12-18 saat olarak
bilinmektedir. Bu da ilacin alimina istinaden, dokudan uzaklastirilmasinin ¢ok daha uzun
stirdiiglinii gostermektedir. Doksorubisin, dokulara hizla dagitildigindan, bu dagitim hizi,
kandaki doksorubisin seviyelerinin hizli diismesi ile uyusmaktadir. Ilacin kararli dagilimi
toksisite riskini azaltmak i¢in sarttir. Bu nedenle dozajlama ¢ok biiylik 6nem tagimaktadir

(Tacar ve ark, 2013).

Tiimorlerin ilaca diren¢ (MDR-multi drug resistance) kazanmasi, genellikle kanser

tedavisinde basarisizliga neden olabilmektedir. Bu yiizden tedavilerde miimkiin olan en diigiik
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ila¢ konsantrasyonu tercih edilmektedir. Yapilan bir ¢alismada, 5 farkli doksorubisin tiirevi
hazirlanarak, MCF-7/ADR hiicresi (doksorubisine direng¢li gogiis adenokarsinomu) iizerinde
etkinligi incelenmistir. Elde edilen bulgulara goére, en umut verici doksorubisin tiirevi olan
(DOX-N2H-Palm konjugat), dogal doksorubisine gore 4 ile 10 kat daha fazla etkili oldugu
goriilmistiir. Ayn1 zamanda IC50 degerini, 32.9 uM'den 16.8 puM'a diistirdiigli bulunmustur.
Bu doksorubisin tiirevi, belirtilen aktiviteyi palmitik asite baglanarak gergeklestirmektedir.
Doksorubisin yapisina, palmitik asit konjugati eklenince, hiicre meydana getirilmis bu yeni
ilag kompleksini kendindenmis gibi goriip, ona diren¢ gostermemektedir (Akasov ve ark,

2017).

2.7. Doksorubisin Direnci ile fliskili Mekanizmalar

Doksorubisin, farkli kanserlerin tedavisinde kullanilan en Onemli kemoterapdtik
ajanlardan biri olarak kabul edilmektedir. Buna ragmen, doksorubisin ile gergeklestirilen
kemoterapide ¢esitli mekanizmalar direng gosterebilmektedir. Mekanizmalar tam olarak
¢oOziilebilmis olmasa da, arasgtirmalar doksorubisin direncinin gelisiminin ¢esitli faktorlere
bagli kaynaklanabilecegini gostermektedir. Kemoterapi baslangicinda bu direng goriilebildigi
gibi, baz1 timorler tedaviye cevap vermesine karsilik, ilerleyen tedavi siirecinde direng

gosterebilmektedir.

Cesitli kanser ilaglarina ve doksorubisine kars1 direng, basta ¢oklu ilag direng proteinleri
(Multi Drug Resistance-MDR) olmak {iizere, p53 ekspresyonu, NF-kB ekspresyonu, FOXO3
ekspresyonu ve mikroRNA’lardaki MAP kinase ekspresyonu gibi diger mekanizmalarla

gerceklesebilmektedir (Mansoori ve ark, 2017).

MDR, ABC tastyict ailesinin belirli tiyelerini kullanarak ilaglara diren¢ saglamaktadir
(Borst ve ark, 2000). ATP’ye bagl olarak tagima islemini gerceklestiren MDR mekanizmasi,
bu islevini hiicre i¢i ¢oklu ila¢ tasima proteinlerini (MRP1-MRP9) ve hiicre dist P-
glikoproteinleri kullanarak gergeklestirmektedir (Schinkel ve ark, 1993, Roy ve ark, 2015).

Bunlara ek olarak diger mekanizmalara baktigimizda, 6nemli bir transkripsiyon faktorii
ve hiicre dongiisiiniin durdurulmasinda gérev yapan FOXO3’iin doksorubisin ile tedavi edilen
meme kanseri, akciger kanseri gibi kanserlerde biriktigi, boylece doksorubisin duyarlilig: ile
iliskilendirildigi goriilmiistiir. (Farhan ve ark, 2017) Bu nedenle, artan FOXO3 ekspresyonu
doksorubisine kars1 bir direng olarak degerlendirilmektedir (Hui ve ark, 2008).
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Tiimdr baskilayict bir gen olarak bilinen p53, DNA hasarin algilayip, Bax ve Bak gibi
cesitli apoptoz faktorlerini uyararak, Bcl-2 gibi antiapoptotik faktorleri baskilamaktadir (Ryan
ve ark, 2001). Amerika’da Uluslararas1 Kanser Enstitiisii’nde (National Cancer Institute) 60
hiicre hattinda, 100 kanser ilac1 ile yapilan bir ¢alismada sitotoksik ilaglar ile p5S3 mutasyonu
arasinda bir iliski oldugu tespit edilmistir (Wang Z ve Sun Y, 2010). Yapilan g¢esitli
calisamalarda mutasyona ugramig p53’iin asir1 ekspresyonu doksorubisin gibi sitotoksik

ilaglara kars1 direng gosterme egiliminde oldugu bildirilmistir (Hientz ve ark, 2017).

PI3K/Akt yolag1 hiicre 6liimii ve apoptozisin baskilanmasi gibi durumlarda gérevli olup,
doksorubisine kars1 direngli olan kanserlerde bu yolagin aktivitesinin arttig1 goriilmektedir
(Zhang ve ark, 2011). Kodlama yapmayan miRNA’larin bir kismu doksorubisine
duyarliligiyla iliskilendirilirken, bir kism1 direncin artisiyla iliskilendirilmektedir (Tormo ve
ark, 2015). MAP kinaz yolaginin bir aktivatorii olan EGFR inhibisyonu, doksorubisine kars1

artan hassasiyet ile iligskilendirilmistir (Manov ve ark, 2011).

2.8. Kanser Etki Mekanizmalarmmin Belirlenmesinde Molekiiler Tekniklerin

Kullanilmasi

Diren¢ mekanizmalar ile ilgili calismalar yapmak, okaryotik hiicrelerde ile ¢ok zaman
almaktadir. Bu nedenle arastirmalarda daha kolay ve hizli bir yontem planlamak 6nemlidir.
Baz1 caligmalarda bakteriler veya diger tek hiicreli canlilar, model organizma olarak
kullanilmaktadir. Ornegin; Stenotrophomonas maltophilia’da bulunan, ilaglara kars1 direng
gosterdigi diisilintilen smrA geni, E.coli SM1411 susuna transforme edilerek, gen ekspresyonu
sonucu cesitli ilaglar ile iligkisi ¢alisilmistir (Al-Hamad ve ark, 2009). Boylece spesifik anti-
kanser veya anti-bakteriyel ajanlara karsi direncin kazanilmasinda veya olugmasinda rol
oynayan gen veya genleri avlamak daha miimkiin olmaktadir. Bu amag i¢in E.coli bakterisi en

¢ok kullanilan bakterilerden biridir.

Escherichia coli K-12, molekiiler biyolojide en 1yi karakterize edilmis organizmalardan
biri oldugundan dolayi, mikrobiyolojik ve molekiiler ¢aligmalarda model organizma olarak
tercih edilmektedir. Bu bakteri, ¢ubuk seklinde, 0,1-0,5 pm c¢apinda ve yaklasik 1-2 um

uzunlugunda olan gram negatif bir bakteridir (Fux ve ark, 2005).

Organizmalarin molekiiler diizeyde arastirilmasi i¢in bir¢cok teknik gelistirilmistir. Bu

geligmeler ile birlikte, genom dizilerinin kullanim1 6n plana ¢ikmistir. Boylelikle, kimyasallar
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tipta kullanilan ilaglar ve birgok etken maddenin hiicre ile etkilesimleri sadece fizyolojik
diizeyde kalmayip, gen-genom boyutunda arastirilabilir hale gelmistir. Escherichia coli
bakterisinin MG1655 (Blattner ve ark, 1997) ve W3110 (Hayashi ve ark, 2006) suslariin tiim
genom dizilerinin aciga kavusturulmasi ile bu suglar genom dizi ¢alismalarinda kullanilmaya
baslanmistir. E.coli K-12 MG1655 susunun genomu 4,639,221 baz ¢ifti uzunlugundadir. Bu
genomda, protein kodlayan, 4288 genin bulundugu rapor edilmistir ve %62’sinin fonksiyonu
bilinmekte iken %38’inin fonksiyonu heniiz bilinmemektedir (Blattner ve ark, 1997). E.coli

bakterisi, kapsamli molekiiler, genomik ve proteomik ¢alismalari i¢in ideal bir organizmadir.

Giliniimiizde kanser i¢in dogal tedaviler adi altinda da birtakim Oneriler sunulmaktadir.
Var olan bu oOnerileri bilimsel gergeklerle desteklemek veya ¢iiriitmek hem canlilar hem de
bilimin gelecegi agisindan biiyiik énem tasimaktadir. Ornek vermek gerekirse; Zerdagal’in
kanser tedavisine katki sagladig: diisiiniilmektedir. Literatiire bakildiginda Xanthorrizol’in
farmakolojik aktivitesinin olup, anti-kanser kullanimda uygun olduguna yonelik ¢aligmalar
bulunmaktadir (Oon ve ark, 2015). Xanthorrizol, zerdagalin rizomundan izole edilen gii¢lii bir
antimikrobiyal bilesiktir. Ancak mekanizmasi heniiz aydinlatilamamistir. Muhtemel hedefleri
taramak i¢in ASKA seti plazmid kiitliphanesi havuzu olusturulmus ve zenginlestirme
(enrichment) ile artan Xanthorrizol konsantrasyonlarinda direngli klonlar secilmistir. DNA
sekans analizi ile direngli klonlarin igerdigi genler belirlenmis ve literatiire sunulmustur
(Yogiara, 2015). Bu kapsamda bu ilag i¢in hedef olan esansiyel bir gen, fadA, bilim diinyasina

kazandirilmastir.

2.9. ASKA (A Complete Set of E. coli K-12 ORF Archive)

E. coli K12 susu'nun genom sekans datasi temel alinarak, fonksiyonel genomik analizler
icin, bireysel genleri kodlayan klonlarin bir seti olusturulmustur (Kitagawa ve ark, 2005).
Baglama ve sonlanma kodonlar1 hari¢ tahmin edilen ORF'larin herbiri PCR ile cogaltilip,
multicopy plazmid vektoriiniin (pCA24N) icine klonlanmistir. Her {iriin, N-terminal ucunda
Histidin-tag igermektedir. Klonlanan genlerin ekspresyonu, IPTG tarafindan aktive edilen,
fakat normalde cis kisminda igerdigi Lacl? tarafindan baskilanan, pT5-lac promotorii ile
yonetilmektedir (Kitagawa ve ark, 2005). Bu sekilde, ASKA klon setinde, 4123 adet gen
pCA24N vektoriine basartyla klonlanmistir. Hiicrelerin biiyiitiilmesi i¢in, kloromfenikol
iceren Luria-Bertani (LB) besi yeri kullanilmistir. Klonlanan genlerin ekspresyonu i¢in, 0,1

mM Isopropyl-b-D-thiogalactoside (IPTG) kullanilmast énerilmistir (Kitagawa ve ark, 2005).
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E. coli ORF (open reading frame)’larinin arsivinin toplu bir seti olarak olusturulan bu klon
setinin (ASKA (A Complete Set of E. coli K-12 ORF Archive)) direng genlerinin

arastirilmasinda kullanildig1 goriilmektedir.

Bu tez ¢alismasi ile doksorubisin kemoterapotik ajaninin hiicrede etkisinin arastirilmasi
ve bulunan yeni bilgi ve hipotezlerin literatiire kazandirilmasi amaglanmistir. Doksorubisin
ilacinin hiicrede hangi genler ile etkilesim igerisinde oldugunun tespit edilmesi ileride
diizenlenecek yeni ilaglarin da yapilabilmesi i¢in 6nemli bilgiler sunmaktadir. Bu amag
dogrultusunda, E.coli bakterisinin 4123 geninin doksorubisin iceren ortamlarda
degerlendirilmesi ile hiicreye tolerans kazandiran genlerin tespiti gergeklestirilmistir. Bu tez
caligmasi, binlerce genin doksorubisin ile muhtemel iligkisini irdeleyen kapsamli ve orjinal bir

tez caligmasidir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER

Bu tez calismasinda kanser tedavisinde kullanilan ve 6nemli kemoterapik ajanlardan
biri olan doksorubisin ilac1 ve molekiiler biyoloji ¢alismalarinda tercih edilen E.coli bakterisi
temel gereclerimizi olusturmaktadir. Bunlarin yani sira laboratuvarimizin biinyesinde bulunan
bircok cihaz ve kimyasal kullanilarak tez tamamlanmistir. Detaylar1 basliklar halinde

aciklanmistir.

3.1.1. ASKA Klon Seti

ASKA (A Complete Set of E. coli K-12 ORF Archive) E. coli susuna ait ORF (open
reading frame)’larinin arsivinin toplu bir setidir. Bu set, E.coli bakterisine ait 4123 adet genin
tek tek PCR ile ¢ogaltilarak vektorlere klonlanmasi ile olusturulmustur. Bunun i¢in kullanilan
vektor pCA24N plazmididir. Bu vektor de ORF (open reading frame)’ler Stul restriksiyon
endoniikleaz tanima boélgelerine klonlanmistir ve rekombinant pCA24N plazmidleri
olusturulmustur (Sekil 2) (Kitagawa ve ark., 2005). Bu tez c¢aligmasinda, 4123 genin her
birinin asir1 ifade edilmesi ile bakterinin doksorubisin toleransinda artis olup olmadigi

taranmustir ve bu set kullanilarak E. coli doksorubisin direng genleri tespit edilmistir.

caccat acqgatccqqocctgaqc!ct atgcggecgecagt
BamHI StuIx NotI

Sfix

CXHASTAY. c ccccvvecsccnsse LeuCysGlyArgSer (GFP) ->
> /*’”’"’f_
pT5-lac ", GFPuv4
lacl 6xHis
T-rrnB
pCA24N
\ 5240 bp /

e cat

Sekil 2. pCA24N klonlama plazmidi ve klonlama bolgesinin gosterilmesi.
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3.1.2. Kullanilan Plazmid

Deneylerde pCA24N plazmidi kullanilmistir. Bu plazmid, pMBI1

replikasyon

orijininden modifiye edilmistir. Kloromfenikol diren¢ kasedi (CmR) tasimaktadir. Bu vektore

klonlamasi gergeklesen ORF (Open Reading Frame) bolgesi, IPTG tarafindan indiiklenen T5-

lac promoter tarafindan kontrol altindadir (Sekil 3). Ayrica yiiksek kopya sayisina sahip bir

plazmiddir (Kitagawa ve ark, 2005).

Bamtl 218

EcoFI 152
Ehol 72

Hotl 240

Heol 408

Hpal 4736 Wdal 473

EcoR¥ 4680

1
promoter TS-lac
Stal 233 ST 239

lacIg

acnd (GFPuvd)

Pstl 984
EcoRI 1115

AB052891-Cloning vector pCA24N
5240 bp

rep_origin

Sekil 3. pCA24N plazmid haritast.

3.1.3. Kullamlan fla¢

terminator (mmB-T1)

Bu tez c¢alismasinda, Doksorubisin (Goldbio #Cat No: D-490-1) ilac1 kullanilmistir.

Hidroksidaunorubisin, adriamisin gibi farkli isimlerle de bilinen Doksorubisin, kanser

kemoterapisinde siklikla kullanilan ilaglardan biridir. Bu ilag 543,52 g/mol molar kiitlesine

sahip, yarilanma omrii 12—18.5 saat olan bir kimyasaldir (Boucek ve ark 1987). Kimyasal

formiilii C,7H,9NOq; olarak bilinmektedir (Sekil 4).
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OH
NH,

Sekil 4. Doksorubisin kemoterapotik ajaninin molekiiler yapisi.

3.2. YONTEM

Tez galigmasi boyunca bir¢ok mikrobiyoloji ve molekiiler biyoloji tabanli tekniklerden
yararlanilmistir. Oncelikle kullanilacak olan doksorubisin konsantrasyonunu belirlemek adina
cesitli optimizasyon deneyleri gergeklestirilmistir. Bunun icim MIC (Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonu) Yontemi, Biiylime Egrisi, Disk Diflizyon Yontemi ve Spot testleri
kullanilmistir. Ardindan toleransli kolonilerin tespiti i¢in de Zenginlestirme (Enrichment) ile
seleksiyon yontemi, Direkt Ekim ile Seleksiyon Yontemi, Gradient ile Seleksiyon Yontemi,
Cizgi Ekim ile Seleksiyon Yontemi gibi farkli tekniklerden yararlanilmistir (Wilkinson ve
ark, 2003; Zgoda ve ark, 2001; Zwietering ve ark., 1990). Her bir teknik i¢in kendi icerisinde

optimizasyon caligsmalar1 yapilmistir.

3.2.1. Calismada Kullanilmasi Planlanan Doksorubisin Konstrasyonunun Belirlenmesi

Caligma i¢in yapilan literatlir taramalari sonucu doksorubisin konsantrasyonlarini
belirlemek amaciyla optimizasyon deneyleri gergeklestirilmistir. Bunun i¢in MIC yontemi,

bliylime egrisi, disk difiizyon yontemi ve spot testleri yapilmstir.

3.2.1.1. MIC Yontemi

Mikroorganizmalarin ilaglara kars1 duyarliliginin belirlenmesinde kullanilan en 6nemli
yontemlerden birist MIC (minimum inhibe edici konsatrasyon) olarak bilinmektedir. Bu tez

calismasinda, E.coli’deki doksorubisin direng genlerini bulmak amaciyla literatiir 1s18inda
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belirlenen 0, 2, 5, 10, 12, 15, 17, 20, 25, 30, 40, 50 pg/ml 12 farkli doksorubisin
konsantrasyonlari1 belirlenmistir. Bunun i¢in 96 well plakalara 200°er pl LB-cm besi yeri
dagitilmistir. Ardindan, her bir kuyucuga belirtilen konsantrasyonlarda doksorubisin
eklenmistir. MIC icin ASKA klon setinden rastgele secilen cobT, asr, cha, yiel suslari
kullanilmigtir. Her bir kuyucuga ODggo 0,5 olacak sekilde bakteri susu eklenmistir. 37 °C’de

gece boyu inkiibasyona birakilmistir. Her giin ODgq 6l¢limii yapilarak degerlendirilmistir.

3.2.1.2. Biiyiime Egrisi

Biiyiime egrisi, siv1 besi yerinde bakterilerin ireme dongiisiinii izlemek ve optimizasyon
yapabilmek amaciyla ¢alisilan 6nemli yontemlerden biridir. Bu tez ¢alismasinda, doksorubisin
iceren ortamda inkiibasyon devam ederken her saat, bakterilerin McFarland (McFarland,
1907) degerleri Olgiiliip kaydedilerek, bakterilerin doksorubisinli ortamdaki biiylime
dinamikleri gézlemlenmistir. 50 mg/ml doksorubisin stok konsantrasyonundan 0; 16; 32; 48;
64; 96; 128; 256; 512 pg/ml olacak sekilde kullanilmistir. 50 pg/ml konsantrasyonunda
kloramfenikol iceren 5 ml LB siv1 besi yerine McFarland 0,5 olarak ayarlanmis suslardan 1
ml eklenerek, 37 °C’de galkalamali inkiibatorde inkiibsayona birakilmistir. Bu galismada,
ASKA kiitiiphanesi (pooled library) ve negatif kontrol olarak E.coli W3110 suslar
kullanilmistir. Doksorubisin renkli bir ilag oldugu igin, kontrol olarak bakteri igermeyen
tiiplerde ayn1 konsantrasyonlarda doksorubisin i¢in Sl¢iim yapilmistir. Doksorubisin sivi besi
yerinde kalinti  biraktifi  i¢in  McFarland olgtimleri  direkt ve  vortekslenerek
gerceklestirilmistir. Biiylime egrisi Ol¢limleri 1’er saat araliklarla yapilarak kaydedilmis ve

sonuglar degerlendirilmistir.

3.2.1.3. Disk Difiizyon Yéntemi ile Doksorubisin Diren¢ Seviyelerinin Belirlenmesi

Antimikrobiyal duyarlilik testleri arasinda yer alan, Kirby-Bauer tarafindan gelistirilen
ve kendi isimleriyle de anilan “disk difiizyon testi” uygulamasi basit ve ucuz bir yontemdir
(Brown ve Kothari, 1975). Kagit disklere emdirilen ilacin, duyarlilig1 arastirilan organizmanin
inokiile edildigi besi yerine difiize olmasiyla, duyarliligin/esik degerin tespit edilmesi
amaclanmistir. Bu tez calismasinda, ASKA susu ve kontrol olarak E.coli DH10b susu
kullanilmistir. Deneyde kullanilacak olan tek koloni ekimi halinde bulunan ASKA susu 50
pg/ml konsantrasyonunda kloramfenikol iceren 5 ml LB, DH10b susu ise 5 ml LB si1v1 besi

yerinde gece boyunca 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Disk diflizyon yonteminde top agar
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(%0,7)  kullanilmistir. Gece boyunca biiyiiyen orneklerin McFarland degeri 0,5 olarak
ayarlanmistir. Ardindan 6rneklerden 150 pl alinarak 3 ml top agara eklenmistir. Elde edilen
karistm hafif vorteks yapildiktan sonra IPTG’li (100 pum) ve IPTG’siz 50 pg/ml
konsantrasyonunda kloramfenikol iceren LB ve LB kat1 besi yerlerine eklenmistir. Top agarin
homojen yayilmasi i¢in petri sekiz ¢izer gibi hareket ettirilmistir. 1 mg/ml konsantrasyonda
DMSO ile ¢oziilerek hazirlanan doksorubisin 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 16 pg/ml
konsatrasyonlarda 20 pl olacak sekilde disklere emdirilmistir. Pozitif kontrol olarak 2 mg/ml
Ampisilin, negatif kontrol olarak ise DMSO eklenmistir. Emdirilen diskler yaklasik 20 dk

sonra agarin lizerine yerlestirilmistir. 37°C’de gece boyunca inkiibasyona birakilmistir.

3.2.1.4. Spot Testi ile Doksorubisin Diren¢ Seviyelerinin Belirlenmesi

Bu test genellikle farkli ortamlardaki bakteri hiicrelerinin biiyiime hizin1 kontrol etmek
veya mikroorganizmalarin seri seyreltme testlerini yapmak i¢in kullanilmaktadir (Thomas ve
ark, 2015). Optimizasyon i¢in kullandigimiz bu yontemde E. coli bakterisinin
DHI10b(pCA24N), W3110(pCA24N) ve P34G8 AGI1(pCA24N::aceK) suslart kullanilmistir.
Gece boyu inkiibasyon sonucu biiylimiis suslardan ODggy 0,5 olacak sekilde, 200 pl alinarak
1/1 dilisyonlu tiiplere aktarilmistir. 2 ml’lik ependorf tiiplere 100’er pl 1X steril PBS
eklenmistir. Ekim yapilmadan once seri diliisyonlarla 1/1, 1/2, 1/4, 1/8 ve 1/16’lik bakteri
siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Her bir ependorf tiipten, 5 farkl diliisyondan (1/1, 1/2, 1/4, 1/8
ve 1/16) 5’er ul alinmis ve petrilerdeki besi yerlerine noktalar seklinde ekim yapilmistir.
Ekimler 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120 pg/ml konsatrasyonlu doksorubisin ve 50 pg/ml
konsantrasyonunda kloramfenikol iceren iceren LB kati besi yerine yapilmistir. Gece boyunca
37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Her giin 6rneklerin biiyiime durumu gézlemlenmistir. 5
giin inkiibasyon sonucunda iireme olup olmadigina bakilarak bakterilerin doksorubisin
toleranslart degerlendirilmistir. Son olarak, bakteri gelisimleri not edilmis ve fotograf

¢ekilmistir.

3.2.2. DH10b(pCA24N) Susunun Eldesi

Yapilan optimizasyon deneylerinden elde edilen sonuglara bakarak, seleksiyon
calismalarinin DH10b susunda gerceklestirilmesi uygun goriilmiistiir. ASKA kiitiiphanesi
suslar1 ve suslara ait plazmid havuzu laboratuvarimizda stok halinde bulunmaktadir. Bunun

icin ASKA plazmid havuzunun DH10b susuna transformasyonu yapilmis ve seleksiyon
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calismalarinda bu havuzun kullanilmasina karar verilmistir. Ayrica kontrol olarak gerekli olan
DHI10b(pCA24N) susu olusturulmustur. Bunun i¢in 6ncelikle CaCl, yontemi kullanilarak
(Dagert ve Ehrlich, 1979). Kompetant E.coli DH10b suslar1 elde edilmistir. Ardindan
pCA24N plazmidi, 1s1 soku (Heat Shock) yontemi ile DH10b susu igerisine transforme

edilmistir.

3.2.2.1. Kompetant DH10b suslarimin eldesi

Hiicreler, transformasyon i¢in CaCl, kompetant yontemi (Dagert ve Ehrlich, 1979) ile
kompetant hale getirilirken, ilk olarak stoktan tek koloni ekimleri yapilmistir. Ertesi giin tek
diisen koloniden kiirdan ile 5 ml LB siv1 besi yerine inokule edilmistir. Gece boyunca
37°C’de inkiibasyona birakildiktan sonra, 1 ml’si 50 ml LB besi yerine aktarilmistir. ODggo
degeri 0,3-0,4 araligina geldiginde 50 ml steril falkon tiipe aktarilmistir. Ardindan 5000
rpm’de 5 dakika +4°C’de santrifiij edilmistir. Siipernatant kisimlar1 atilmistir. Buzun iizerinde
pellete 12 ml 0,1 M MgCl, eklenerek ¢oziilmiistiir. Ardindan 5000 rpm’de 5 dakika +4°C’de
santrifiij yapilmistir. Siipernatant kisimlari atildiktan sonra pellet, 12 ml 0,1 M CaCl,
eklenerek ¢ozlilmiistiir. Tekrar 5000 rpm’de 5 dakika +4°C’de santrifij yapilmistir.
Stipernatant kismi atildiktan sonra pellet, 2,15 ml CaCl, ve 350 ul %100 gliserol eklenerek

stok haline getirilmistir. Stoklar 1,5 ml ependorf tiiplere ayrilmis ve -20°C’de saklanmaistir.

3.2.2.2. Is1 soku (heat shock) ile transformasyon

Kompetant DH10b suslar1 elde edildikten sonra, bu hiicrelere 1 pl plazmid eklenip,
sirastyla; 30 dakika buz {izerinde, 2 dakika 42°C’de, 2 dakika tekrar buz iizerinde
bekletilmistir. Daha sonra, hiicrelerin iizerine 1 ml LB besi yeri eklenerek, 37°C’de 2 saat
calkalamali (150 rpm) olarak inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda, biiyiiyen
hiicreler 8000 rpm’de 3 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasi1 slipernatanlar1 dokiilerek,
pellet kisimlar1 100 pl LB besi yeri ile ¢oziilmiistiir ve kloromfenikol iceren LB besi yerine 70
ul olacak sekilde eklenerek, drigalski ile yayma ekim yapilmistir. Gece boyu 37°C’de
inkiibasyon sonrasinda sonuclar degerlendirilmis ve seleksiyon caligmalarinda kullanilmak

tizere pCA24N plazmidini igeren DH10b susu olusturulmustur.
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3.2.2.3. Stok alinmasi

Transformasyon deneyinde kati besi yerinde tek koloni olarak biiyliyen
DH10b(pCA24N) susuna kiirdan ile dokunularak, 5 ml 50 pg/ml kloramfenikol iceren LB s1v1
besi yerine brrakilmistir. Gece boyunca 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonucu biiyliyen hiicreden 500 pl alinarak, 500 pl %30 gliserol ile ¢oziilerek homojen hale

getirilmis ve -80 °C’de saklanmugtir.

3.2.3 Doksorubisin Seleksiyonu I¢in Kullanilan Teknikler

Optimizasyon ¢alismalari sonucunda elde edilen bulgularla kullanilacak olan
doksorubisin  konsantrasyonlarina karar verilmistir. Direngli genlerin tespiti  igin
gerceklestirilecek olan seleksiyon caligmalarinda gradient yontemi, direkt ekim yontemi,

zenginlestirme yontemi ve ¢izgi ekim yontemi kullanilmistir.

3.2.3.1. Gradient yontemi

Bu yontem seleksiyon caligsmalarinda kullanilan basarili sonuclarin elde edilebildigi
onemli yontemlerden bir tanesidir. Ayrica elde edilen iyi goriintiiler seleksiyon i¢in énem
tasimaktadir. Gradient besi yeri, Bacto Agar (BD-214010) ve LB Broth (L.475) kullanilarak
hazirlanmistir. Gradient kati besi yerinin birinci kati i¢in 35 ml besi yerine, 25 mg/ml
kloramfenikol’den son konsantrasyon 30 pg/ml olacak sekilde 42 ul ve 100 mM IPTG’den
son konsantrasyon 33 uM olacak sekilde 11 ul eklenmistir. %3 egim olacak sekilde kare petri
ayarlanmis ve birinci kat besi yeri dokiilmiistiir. Doksorubisin (Smg/ml) DMSO ile ¢oziilerek
taze olarak hazirlanmis, son konsantrasyon 300 pg/ml olacak sekilde gradientin ikinci kat besi
yerine eklenmistir. Hazirligr tamamlanmis olan ikinci kat besi yeri 45 dk sonra dokiilerek
donmaya birakilmistir. Caligma giintinden bir giin 6nce -80°C’de bulunan DH10b susu
icerisinde olusturulan ASKA havuzu (pooled) ve 4°C’de bulunan kontrol olarak kullanilan
DH10b(pCA24N) E.coli susu, 30 pg/ml klormfenikol (cm) igeren 5 ml LB sivi besi yerine
aktarilmis, gece boyu inkiibasyona birakilarak canlandirma islemi yapilmistir. Canlandirilan
stoklar inkiibasyon sonrasinda ODgo 0,6 olacak sekilde 50 pl ¢ekilerek, cift katli hazirlanmis
olan LB-cm(30 pg/ml) gradient kat1 besi yerine yayma ekimi yapilmistir. Gece boyunca
37°C’de inkiibasyona birakilmustir.
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3.2.3.2. Direkt ekim yontemi

Direkt ekim yontemi i¢in Doksorubisin’i daha tutumlu kullanabilmek ag¢isindan kiiciik
boyutlu 60 mm’lik petriler kullanilmistir. 60 mm petriler i¢in 8 ml besi yeri hazirlanmasinin
uygun oldugu belirlenmistir. Besi yeri, Bacto Agar (BD-214010) ve LB Broth (L475)
kullanilarak hazirlanmistir. Her bir petriye dokiilecek olan 8 ml besi yeri, ayr1 ayrt cam
tiiplere aktarilmistir. Otoklavlanan besi yerlerine 25 mg/ml cm’den son konsantrasyon
30ug/ml olacak sekilde 9,6ul ve 100 mM IPTG’den son konsantrasyon 33uM olacak sekilde
2,64 pl eklenmistir. Doksorubisin (Smg/ml stok) calisma sirasinda DMSO ile ¢oziilerek taze
olarak hazirlanmisg, son konsantrasyonlar 60 pg/ml, 90 pg/ml, 125 pg/ml, 175 pg/ml, 250
pug/ml, 500 pg/ml olacak sekilde besi yerine eklenmistir (Sekil 5). ODgoy 0,6 olacak sekilde
orneklerden her bir petri i¢in 25 pl alinarak direkt ekim gergeklestirilmistir. Gece boyunca

37°C’de inkiibasyon sonrasinda sonuglar gozlemlenmistir.

dH10b-pcA24N o pg/ml 60 pg/ml 90 pg/ml 125 pg/ml 175 pg/mi 250 pg/ml 500 pg/ml

dH10b-ASKA pooled

0 pg/ml 60 pg/ml 90 pg/ml 125 pg/ml 175 pg/ml 250 pg/ml S00 pg/mi

Sekil 5. Direk ekim yontemi i¢in kullanilan deney dizayni.

3.2.3.3. Zenginlestirme yontemi

Bu yontem kullanilarak hiicreler belirli saat araliklarinda tekrar tekrar doksorubisine
maruz birakilmistir. Doksorubisin sivi ve kat1 besi yerinde farkli dinamikler gdsterdigi igin
ozellikle siv1 besi yerinde baslayip kat1 besi yerinde devam edecek olan ve 2 ana asamadan

olusan bu deneyde, biiyiik dikkat ve hassasiyet gosterilmistir.

[k asamada suslar s1v1 besi yerinde farkli konsantrasyonlarda doksorubisin ile muamele
edilerek, 12’ser saatlik 3 tekrar gerceklestirilmistir. 12 saatlik her bir dongii siireci ilacin
yarilanma Omrii olarak bilinen 12-18,5 saat verisine gore belirlenmistir. Laboratuvar
stoklarinda bulunan DH10b pCA24N::ASKA Pooled stogundan 1 ml alinarak 5 ml LB-cm
sivl besiyerine birakilmistir. Kontrol olarak kullanilan DH10b(pCA24N) ise tek koloniden
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kiirdan ile dokunularak 5 ml LB besi yerine ekimi yapilmistir. Gece boyunca biiyiiyen
hiicrelerden ODggy degeri 0,2 olacak sekilde alinarak 50 ml LB sivi besi yerine birakilmistir.
Yaklagik 3,5 saatlik inkiibasyon sonrasinda ornekler 5 ml’lik doksorubisin igeren farkli
konsantrasyonlu (0 pg/ml, 125 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml) besi yerlerine ODgg 0,2 olarak
eklenmistir. 37 C’de 150 rpm’de calkalamali inkiibatorde 12 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasi her bir &rnekten 200 pl almarak, yeni 5 ml farkli doksorubisin
konsantrasyonlu besi yerine aktarilmistir. Ayni islem toplamda 3 kez tekrarlanarak,
zenginlestirme tamamlanmistir. Her bir dongli sonunda ODgyy Ol¢limii yapilip, degerler

kaydedilmistir (Sekil 6).

CANLANDIRMA

DH10bpCA24N DH10b pCA24N
OmM ASKAPooled
OmM 0D:0,2'ye gelecek
W sekilde ekim yapilir.
&
1X
12hsonunda
0 pg/ml 125 pg/ml | (1 250 pg/ml | 500 pg/ml 0 pg/ml 125 pg/ml || 250 pgml | 300 pgml oD:
2X
12hsonunda
0 pg/ml 125 pg/ml ) (250 pg/ml ) 300 pg/ml 0 pg/ml 125 pg/ml || 250 pgiml || 500 pg/ml | OD:
3X
_ _ 12hsonunda
0 pg/'ml 125 pg/ml | [ 250 pg/ml (500 pg/ml 0 pg/ml 125 pg/ml | (250 pg/ml | 500 pgfml | OD:

Sekil 6. Zenginlestirme (Enrichment) ile seleksiyon yonteminin ilk asamasinin sematik gosterimi.

Ikinci asamada 3. dongii sonucunda elde edilen &rneklerden 25 pl almarak, farkli
doksorubisin konsantrasyonlar1 iceren kati besiyerlerine, yayma ekimleri gergeklestirilmistir

(Sekil 7).
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3X

12hsonunda

0 pg/ml 125 pg/ml ) (250 pgml | 500 pg/ml 0 pg/ml 125 pg/ml ) (( 250 pg/ml | 500 pg/ml | OD:
¢ ¢ PETRIYE
Opgml | [ Opgml Opgml [ 0pgml 0 pg/ml 0 p g/ml 0 pg/ml 0 p g/ml EKIM
OD:
125 125 125 £ 125 125 12
1 g/ml 1 g/ml 1 g/ml 1 g/ml p g/ml 1 g/ml
250 £ 250 250 £ 250 250 250 250 250
1 g/ml 1 g/ml K g/ml 1 g/ml 1 g/ml 1 g/ml 1 g/ml 1 g/ml
350 350 350 /350 350 350 350 350
1 g/ml 1 g/ml 1 g/ml 1 g/ml 1 g/ml pg/ml 1 g/ml 1 g/ml
500 500 500 500 [ 500 500 500 £ 500
1 g/ml p /ml P g/ml M g/ml 1 g/ml K g/ml M g/ml 1 g/ml

Sekil 7. Zenginlestirme (Enrichment) ile seleksiyon yonteminin ikinci agamasinin sematik gosterimi.

3.2.3.4. Cizgi Ekim Yontemi

Cizgi ekim yontemi bir¢ok deneysel ¢alismada farkli teknikler sonucunda elde edilen
bakteriyel kolonilerin farkli ortamlarda degerlendirilebilmesi ve ayrica saflagtirilmasi i¢in de
kullanilabilen pratik yontemlerden bir tanesidir. Bu yontem, farkli kat1 besi yerinde iireyen
kolonilere tek tek kiirdan ile dokunularak, Cizgi ekim i¢in hazirlanmis olan kat1 besi yerine
diiz bir ¢izgi halinde ekilmesi seklinde gerceklestirilmektedir. Bu tez ¢calismasinda bu yontem
hem bir seleksiyon yontemi olarak, hem de tespit edilen degerli olabilecegi diisiiniilen
kolonilerin ¢ogaltilmast i¢in iki ama¢ dogrultusunda kullanilmistir. Bu teknikte hazirlanan
kat1 besi yeri petrisinde, bakterilerin ekilecegi yerler cama yazar kalem ile cigiler seklinde
isaretlenmektedir. Ardindan bu isaretler {izerinden kolonilerin ekimi, steril kiirdan yardimai ile
gerceklestirilmektedir. Deney diizenegi sekil 8’de gosterilmektedir. Cizgi ekim yodntemi

sonucunda ila¢ igermeyen (0 pg/ml) besi yerinde hedef kolonilerin ¢ogaltilmasi
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gerceklestirilmekte, ayrica, artan doksorubisin konsantrasyonlar igeren kat1 besiyerlerinde ek
bir  seleksiyon da  saglanmaktadir.  Bdylelikle

tolerant  kolonilerin  se¢imi
gergeklestirilmektedir.

Artan Doksorubisin Konsantrasyonlari

>
Steril kiirdan
yardimiile
koloniler tek
S q e o cizgi seklinde /
/ - ekillr J T Usee  cw— J e e cemm e s Ot ey O —
. ..:..... — — — —— —— Se— — - — — —
. .
. ML

se 0 pg/ml 250 pg/ml 350 pg/ml 500 pg/ml

Sekil 8. Cizgi Ekim Yontemi i¢in deney dizayni.

3.2.3.5. Tek Koloni Ekim Yontemi

Seyreltme ekimi olarak da bilinen bu yontemde istenilen bakteri susunun kati besi yerine
tek koloni diisliriilmesi amaclanmaktadir. Steril kiirdan yardimiyla gergeklestirilen bu

yontemde, kati1 besi yerinde farkli ¢izgisel hareketler uygulanarak bakterilerin tek koloni
olarak diismesi saglanmaktadir (Sekil 9).

Steril kiirdan

yardimiile \
koloniler
/S @ o o farkl cizgisel
A .'. e g0 hareketlerile
.o°.0‘ o ekilir
L 8 .o‘o
oy ®

Sekil 9. Tek koloni (Seyreltme ekim) tekniginin gosterilmesi.
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3.2.4. Tolerant Kolonilerin Plazmidlerindeki Gen Bilgilerinin Tespit Edilmesi

Seleksiyon c¢aligmalarinda elde edilen kolonilerin gen bilgilerini tespit etmek i¢in
secilen tolerant kolonilerin icerdigi pCA24N::gene rekombinant plazmidleri izole edilerek
sekansa gonderilmistir. Rekombinant plazmidin izolasyonu icin, Geneall Exprep Plasmid SV
mini (CatNo:101-150) kiti kullanilmistir.  Kitin protokolu uygulanarak rekombinant
plazmidlerin izolasyonlar1 gerceklestirilmistir. Elde edilen rekombinant plazmidler, %0,8’lik
agaroz jelde yiiriitiilerek DNR MiniBIS pro UV gériintiilleme cihazinda goriintiilenmistir.
Yeterli miktarda elde edildiginden emin olunan plazmidler insert gen igeriklerinin
belirlenmesi adina sekansa gonderilmistir. Insertler, F-CA primeri
(5 CATTAAAGAGGAGAAATTAACTATGAGAGG 3’°) ile tek yonlii olarak, sanger

teknigi kullanilarak, hizmet alim1 ile sekanslanmistir (Macrogen, Hollanda).

3.2.4.1. Plazmid izolasyonu

Yapilan seleksiyon c¢aligmalart sonucunda elde edilen ve doksorubisine karsi toleransl
oldugu goriilen koloniler segilerek, plazmid izolasyonu yapilmasi i¢in hazir hale getirilmistir.
Bunun i¢in hedef tolerant koloniler dncelikle tek koloni ekimi yapilmistir. Ardindan tek
koloniden kiirdan ile 5 ml LB siv1 besi yerine inokule edilerek, gece boyunca 37 °C’de
inkiibasyona birakilmistir. Plazmid izolasyonu i¢in yeterli derecede hiicre elde edildikten
sonra, hiicreler santrifiijlenerek (17000 g’de 3 dk) pelletleri elde edilmistir. Pelletlere,
kullanilan kit (GeneAll, CatNo:101-150) protokolu uygulanarak plazmid izolasyonlar
gerceklestirilmistir

Bunun i¢in oncelikle yeterli miktarda hiicre elde edildikten sonra, plazmid izolasyonu
yapilacak olan hiicreler pellet haline getirilmistir. Pellet, 250 pl Buffer S1 solusyonu ile
¢Oziilmiistiir. Ardindan 250 pl Buffer S2 solusyonu eklenmis ve hafifce kaistirildiktan sonra
350 pl Buffer S3 solusyonu eklenmistir. Solusyonlar karistirildiktan sonra 10 dakika
santriijlenmistir. Supernatan SV column’a aktarildiktan sonra 30 saniye santrifiij islemi
gerceklestirilmistir. Ardindan SV column iizerine 700 pl Buffer PW eklenerek, tekrar 30
saniye santrifiij islemi gerceklestirilmistir. Tekrardan 1 dakika boyunca bos SV column
santrifiijlenerek, columnlarm bufferlardan iyice temizlenmesi saglanmistir. Uzerlerine 50 pl
eliisyon tamponu eklenerek 1 dakika santrifiij sonucu, kolona baglanan rekombinant

plazmidler izole edilmistir.
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3.2.4.2. izole edilen 6rneklerin agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmesi

Calismalarda % 0,8’lik agaroz (Sigma, CatNo:A9539-500G) jel kullanilmistir. %0,8’lik
agaroz jel hazirlamak i¢in, 0,8 gram agaroz tartilarak 100 ml 1X TAE igerisinde ¢oziilmiistir.
Agarozun homojen olarak c¢oziilmesi i¢in mikrodalga firinda kaynayana kadar yaklasik 5
dakika tutulmustur. Ardindan ortalama 50°C’ye gelene kadar sogumasi beklenmistir. Ierisine
10ul EtBr (10mg/ml) (Etidyum Bromiir) (Sigma, Cat No:E8751-1G) eklenmistir. Jel kabinin
lastikleri takilarak, diizenege tarak yerlestirildikten sonra jel dokiilmiistiir. Oda sicakliginda
yaklasik 25 dakika jelin donmasi beklenmistir. Donan jelin kabindaki yan lastikler ¢ikartilmis
ve kap, 1X TAE (Tris-EDTA Tamponu; 40 mM Tris, 20 mM acetic acid, and 1 mM EDTA)
bufferla dolu olan elektroforez tankina kuyucuklar siyah tarafa yani katoda bakacak sekilde
oturtulmusgtur. Tarak dikkatlice ¢ikartilmistir. Her bir kuyucuga izolasyon 6rneklerinden 3 pl,
6X Loading Dye’dan 2 pl ve 1x TAE’den 5 pl eklenerek, total hacim 10 pl olacak sekilde
yiikkleme islemi gerceklestirilmistir. Son olarak, 1kb DNA marker’dan (Thermo, Cat No:
SMO0311) 2 pl yiiklendikten sonra tankin gii¢ kaynagiyla baglantis1 yapilmistir. Jele yliklemesi
gerceklestirilen plazmidler, 90 V’da 30 dakika katoddan anoda dogru yiiriitiilmiistiir. Siire

sonunda jel goriintiisii alinmistir.

3.2.4.3. Sekansa gonderilmesi

[zolasyon fiiriinleri toplamda yaklasik 100 ng olacak sekilde, 1 ml eppendorf tiiplere
aktarilmigtir. Plazmidlere ait jel goriintiileri Ornekler ile eslestirilerek, rapor haline
getirilmistir. Plazmidlerin igerdikleri insert dizilerinin sekanslanmasi i¢in hizmet alimi
yapilmistir. Plazmid sekansina ait formlar doldurularak, pCA24N plazmidine ait primerler ve
ornekler uygun sekilde paketlenerek sekanslanmak iizere sekansa gonderilmistir. Sekans

Primeri: 5 CATTAAAGAGGAGAAATTAACTATGAGAGG 3’.

3.2.5. Sekans Sonuc¢larmin Degerlendirilmesi ve Blast Analizleri

Hizmet alimi sonucunda elde edilen sekans sonuclar1 incelenmistir. Oncelikle sekanslara
ait kromotogramlar degerlendirilmistir ve sekanslarin okuma kalitesinden emin olunmustur.
Ozellikle sekansin baslangici ve sonlanmasi esnasinda gerceklesen, kalitesiz olarak

degerlendirilen sekans dizileri ¢ikartilmistir (trimmed).
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Sonuglardan elde edilen sekanslarin trimmed araliklar1 belirlenerek elde edilen kaliteli
sekans dizileri NCBI ve ECOCYC veritabanlarinda E. coli genomu igerisinde taranmistir

(Sekil 10 ve Sekil 11). Blast sonuglarina gore sekanslarin gen bilgileri, aktiviteleri, uyumluluk

kaliteleri ve yayin bilgileri belirlenmistir.

m) U.S. National Library of Medicine NCBI National Center for Biotechnology Information Sign in to NCBI

BLAST®

Home Recent Results Saved Strategies Help

Basic Local Alignment Search Tool

End of updates for BLAST+ version 4 databases (dbV4)
BLAST finds regions of similarity between biological sequences. The program
compares nucleotide or protein sequences to sequence databases and
calculates the statistical significance. Learn more

Start moving to the new version 5 databases!

Fri, 27 Sep 2019 16:00:00 EST More BLAST news....

Web BLAST

AN

Sekil 10. NCBI Blast veritabani internet ekran goriintiisti.

7 Two-day Introduction to LOGIN | Why Login? | Create New Account
E Pathway Tools Tutorial
#EEcoCYC ;

[Enter s gene, protein, metabolite or pathway Quick Search| Gene Search |
===+ § member of the BloCyc database clection an 18-17, 2020 | | |
Early Registration by Dec 12

Searching Escherichia coli K-12 substr_4G1655 (EcoCyc) _change organism database |

Sites = ‘ Search v ‘ [o— | Metabolism v | Analysisv | SmartTables + ‘ Help + |

Pathway Tocls BLAST Search Page

This page allows users to submit a sequence to BLAST against a single genome within BioCye or against all BieCyc gencmes. The output contains links to the BicCyc pages for any genes or proteins that produce hits

This service uses BLAST+. For more information about BLAST+ and the various options available, see the BLAST+ page at NCBI

Database to be searched. | Current Organism v
Type of query sequence: | Nuclectide ¥ | Type of database to search against: | Nucleotide v
Program: | thlastx *

Enter your query sequence here in FASTA format:

| |Search|

Sekil 11. ECOCYC veritabant internet ekran goriintiisii.
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4. BULGULAR

4.1. Optimizasyon Cahsmalar1: Doksorubisin Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi i¢in

Yapilan Calisma Sonuclar

Optimizasyon c¢alismalarinda MIC yontemi, Disk diflizyon yontemi, Biiylime Egrisi ve
Spot Test yontemleri kullanilmistir. Bu teknikler yardimi ile seleksiyon i¢in kullanilacak olan

konsantrasyonlar ve sus belirlenmistir.

4.1.1. MIC Yontemi Sonuclar

Literatiir 15181nda belirlenen 12 konsantrasyon kullanilarak MIC yontemi uygulanmustir.
Calismada kullanilan suslar stokta bulunan ASKA klon seti arasindan se¢ilmistir. Bakteriler,
MIC testi igin, baslangig olarak ODgyy 0,05 konsantrasyonunda inokiile edilmistir. Ureme
olup olmadigr 3 giin siireyle ODggo Olctimleri yapilarak kaydedilmistir. Suglara ait ODggp
degerleri Tablo 1’°de verilmistir. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde doksorubisinin sus
lizerinde iliremeyi azalttigi fakat 6ldiirmedigi, liremenin devam ettigi goézlemlenmistir. Bir
sonraki optimizasyon c¢aligmasinda (biiyiime egrisi) konsantrasyonlarin artirilmasina ve farkl

suglarin da denenmesine karar verilmistir.

28



Tablo 1. Farkli klonlara ait MIC yontemi sonucunda elde edilen ODg, degerleri.

E.coli Suslar Opg/ml 2pg/ml  Spg/ml 10 pg/ml 12 pg/ml 1S pg/ml 17 pg/ml 20 pg/ml 25 pg/ml 30 pg/ml 40 pg/ml 50 pg/ml

1.giin P15B8_cobT 0,401 0,347 0,291 0,236 0,226 0,203 0,193 0,207 0,186 0,167 0,162 0,167
2.glin P15B8_cobT 0,609 0,635 0,548 0,448 0,406 0,360 0,322 0,315 0,265 0,248 0,218 0,193
3.glin P15B8_cobT 0,625 0,601 0,555 0,466 0,463 0,407 0,375 0,399 0,352 0,303 0,233 0,211
l.giin P48El1_asr(kont) 0,232 0,266 0,243 0,217 0,202 0,174 0,164 0,181 0,144 0,151 0,125 0,144
2.giin P48E11_asr(kont) 0,416 0,488 0,448 0,418 0,376 0,301 0,273 0,274 0,234 0,207 0,171 0,180
3.giin P48El11_asr(kont) 0,479 0,501 0,463 0,454 0,423 0,403 0,338 0,368 0,331 0,280 0,207 0,185
1.giin P16G9_chaC 0,218 0,248 0,230 0,208 0,186 0,163 0,148 0,173 0,155 0,131 0,118 0,132
2.giin P16G9_chaC 0,257 0,309 0,301 0,271 0,234 0,231 0,213 0,231 0,214 0,188 0,157 0,156
3.glin P16G9_chaC 0,303 0,330 0,345 0,300 0,238 0,219 0,211 0,246 0,245 0,205 0,180 0,178
1.glin P44G9_yieLL 0,222 0,298 0,297 0,186 0,178 0,146 0,140 0,155 0,136 0,122 0,105 0,121
2.glin P44G9_yielL 0,275 0,348 0,313 0,250 0,240 0,215 0,201 0,228 0,208 0,179 0,144 0,171
3.glin P44G9_yieLL 0,318 0,362 0,329 0,333 0,252 0,227 0,216 0,255 0,229 0,211 0,151 0,195

ODgoo degerleri incelendiginde, ila¢ konsantrasyonu arttik¢a iiremenin azaldigi ancak; 1. 2. ve 3 giinlere ait degerler incelendiginde
{iremenin devam ettigi, bu yiizden doksorubisinin bu konsantrasyonlarda test edilen suslar igin ldiiriicii olmadigi tespit edilmistir. Ornegin
plazmidinde cobT genini igeren klonun, doksorubisin igermeyen besi yerinde ODgoo degerleri, 1. Gilin 0,401, 2.giin 0,609, 3.giin 0,625 olarak
Olclilmiistiir. En yiiksek konsantrasyon olarak calisilan 50 pg/ml doksorubisin igeren besi yerinde iireme i¢in ODggg degerleri, 1. Giin 0,167, 2.giin
0,193, 3.giin 0,211 olarak ol¢iilmiistiir. Bu degerler karsilastirildiginda, doksorubisin i¢cermeyen besi yerinde gergeklesen iireme ile arasindaki

fark goriilmektedir ancak bu konsantrasyonun seleksiyon icin yeterli olmadig1 degerlendirilmistir.
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4.1.2. Biiyiime Egrisi ile Yapilan Calisma Sonuclari

Literatiire bakilarak ilk olarak belirlenen doksorubisin konsantrasyonlari 0 pg/ml, 0,5

pg/ml, 1 pg/ml, 2 pg/ml, 4 pg/ml, 8 pg/ml, 16 pg/ml, 32 ug/ml, 64 ug/ml olmustur. ASKA

klon seti havuzu ve negatif kontrol olarak karar verilen segilen W3110 (pCA24N) susu ile bu

konsantrasyonlarda ayri ayr1 biiyiime egrileri gerceklestirilmistir. Bunun i¢in &rneklerin

McFarland degerleri oOlgiilerek 0,2 konsantrasyonundan baslatilacak sekilde biiyiimeye

birakilmis ve her saat basi degerleri Olgiilerek kaydedilmistir (Tablo 2 ve Tablo 3). Bu iki

ornek i¢in elde edilen degerler grafik haline doniistiiriilerek biliylime egrileri ortaya

cikartilmistir (Sekil 12 ve Sekil 13).

Tablo 2. ASKA klon seti havuzunun birinci biiyiime egrisi degerleri.

Saat Opg/ml 0,5pg/ml  1pg/ml  2pg/ml  4pg/ml 8ug/ml 16pg/ml  32pg/ml  64pg/ml
06:37 0 0,2 0,3 0,2 0,2 0,2 0,3 0,2 0,2 0,2
07:40 1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0,2 0,2 0,2 0,1
08:44 2 0,3 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,3 0,2 0,3
09:50 3 0,7 0,7 0,6 0,6 0,7 0,6 0,6 0,6 0,6
10:55 4 1,1 1,1 1 1 1 1 1 1 0,9
11:58 5 1,6 1,6 1,5 1,5 1,5 1,4 1,4 1,4 1,3
13:21 6,5 2,2 2,2 2,1 2,2 2,1 2 1,9 1,9 1,7
14:27 7,5 2,9 2,7 2,7 2,5 2,6 2,5 2,4 2,1 1,8
15:30 8,5 3,3 2,9 3 3 3,1 3 2,7 2,3 2
16:39 9,5 3,9 34 3,5 3,5 3,5 34 3,1 2,7 2,3
17:40 10,5 42 3,6 3,7 3,7 3,8 3,6 3,3 2.9 2,5
18:48 11,5 4.4 3,9 4,1 4.4 4,1 4 3,7 3,2 2,6
19:52 12,5 4,5 4 42 4,7 4.4 4,1 3,7 3,3 2,7
21:47 14,5 5,5 4,2 4,7 5 49 4.5 4 3,6 3,3
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Tablo 3. Kontrol olarak secilen W3110 pCA24N 6rneginin biiyiime egrisi degerleri.

Saat Opg/ml 0,5pg/ml 1pg/ml 2pg/ml 4pg/ml 8pg/ml 16pg/ml 32pg/ml 64pg/ml
06:28 0 0,3 0,3 0,3 04 0,3 0,3 0,3 0,3 0,2
07:30 1 0,3 0,3 0,3 04 0,3 0,3 0,3 0,3 0,1
08:38 2 0,9 0,8 0,8 0,9 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
09:43 3 2,2 2 2,1 2,1 2 2,2 23 2,1 24
10:51 4 3,2 3,1 3.4 32 32 3.4 34 3 3.3
11:53 5 4,3 4,3 4,5 4,2 4,3 4,5 4.4 4 4,6
13:24 6,5 4,8 4,6 4,9 4,5 4,7 4,9 4,8 4,5 4,6
14:30 7,5 5 4,8 5 4,6 4,9 5.1 5 4,7 4,7
15:30 8,5 S 5.1 5.4 4,7 5,1 5.4 5 4,7 4,7
16:36 9,5 5.3 52 5.5 4,8 5,2 5.8 5,6 5 4,9
17:42 10,5 53 53 5,6 4,8 53 5.9 5,7 5.4 5.1
18:44 11,5 54 54 5.9 5 55 6,1 59 5.4 5.1
19:48 12,5 55 5.5 6 4,9 5,6 6,2 6 5.5 5.1
21:44 145 58 6,6 7,6 53 7,2 8 7,7 7 5,1

—8—0ug/ml

—&—0,5ug/ml

1lug/ml
—o—2ug/ml

—o— Jug/ml

McFarland Degeri
(W)

8ug/ml
—@—16ug/ml
—e—32ug/ml

—o—64ug/ml

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Inkiibasyon (Saat)

Sekil 12. ASKA klon seti havuzunun birinci biiyiime egrisi grafigi.
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Sekil 13. Kontrol olarak segilen W3110 pCA24N 6rneginin birinci bilylime egrisi grafigi.

Ik biiyiime egrisi icin, belirlenen konsantrasyonlar (0 pg/ml, 0,5 pg/ml, 1 pg/ml, 2
png/ml, 4 pg/ml, 8 pg/ml, 16 pg/ml, 32 pg/ml, 64 pg/ml) ile baslatilan bu deneyde herhangi
bir oldiirticii esik konsantrasyonu belirlenemedigi i¢in konsantrasyonlar artiralarak deney
tekrarlanmistir. Olgiilen McFarland degerleri Tablo 4 ve Tablo 5’de verilerek, sekil 14 ve
sekil 15°de grafikleri gosterilmistir ( Tablo 4 ve Tablo 5, Sekil 14 ve Sekil 15).

Tablo 4. ASKA klon seti havuzunun ikinci bilyiime egrisi degerleri.

Saat Opg/ml 64pg/ml 128pg/ml 256pg/ml 512pg/ml
12:10 0 0,2 0,1 0,1 0,4 1,6
13:14 1 0,2 0,1 0,1 0,4 1,6
14:21 2 0,3 0,2 0,8 0,7 2,2
15:28 3 0,5 0,3 0,7 0,9 2,2
16:33 4 0,7 0,4 0,8 1 2,1
17:33 5 1,1 0,5 0,8 1,1 2,3
18:41 6 1,6 0,5 0,9 1,2 23
19:45 7 2 0,6 0,9 1,3 2,5
21:41 9 2,9 0,6 0,9 1.4 2,6
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Tablo 5. Kontrol W3110 pCA24N 6rneginin ikinci biiylime egrisi degerleri.

Saat Opg/ml 64pg/ml 128pg/ml 256pg/ml 512pg/ml
12:10 0
13:14 1 0,3 0,3 0,7 0,2 0,7
14:21 2 0,9 0,9 1,3 2,1 1,3
15:26 3 2,2 1,9 2,5 2,5 2,1
16:30 4 3,7 3,7 3,3 2,6 2,7
17:36 5 43 4,2 3,8 3,2 3
18:38 6 4,5 4.4 4,1 3,5 3,5
19:43 7 4.8 4,6 43 3,8 3,6
21:39 8 5,1 4,9 4,2 4 3,8
4
3,5
3
E{l 2,5
3 —8— OQug/ml
E 2 —8— G4ug/ml
E . 128ug/ml
E 1.5 256ug/ml

1 / —e—512ug/ml

Inkiibasyon (Saat)

Sekil 14. ASKA klon seti havuzunun ikinci bilylime egrisi grafigi.
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Sekil 15. Kontrol olarak segilen W3110 pCA24N 6rneginin ikinci bilylime egrisi grafigi.

Doksorubisin sivi besi yerinde farkli biiyiime dinamikleri gostermistir. Artan ilag
konsantrasyonlarinda DMSO igerisinde gerektigi kadar ¢6ziinemeyen doksorubisin ¢okelti
olusturmustur. Homojen bir karisim elde edilemedigi i¢in her asamada anlamli sonuglar elde

etmek miimkiin olmamustir.

4.1.3. Spot Test ile Doksorubisin Direng¢ Seviyelerinin ve Uygun Susun Belirlenmesi

Yontem kisminda anlatildig: tizere, uygulanan Spot testi suslarinin isimleri ve yerlesimi
Tablo 6’da gosterilmektedir. Bu yontem o6zellikle dogru susun secilimi i¢in énemli bir yol
gosterici olmustur. Gece boyu inkiibasyon sonrasinda (1.giin) gerceklesen iiremeler sekil

16’da gosterilmistir.

Tablo 6. Spot testi icin kullanilan E.coli suslari

Petri Sira No E.coli Susu Ad1
la DH10b(pCA24N)
1b DHI10b(pCA24N)
2 W3110(pCA24N)
3 P34G8 AG1(pCA24N::aceK)
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Sekil 16. E. coli W3110 (pCA24N), E. coli P34G8 AG1 (pCA24N:aceK) ve E. coli DH10b(pCA24N)
suslarinin farkli doksorubisin konsantrasyonu i¢eren besiyerlerinde spot testi sonuglari.

Kontrol (0 pg/ml yani doksorubisin igermeyen besi yerine) grubuna yapilan ekim
sonucunda tim suslarda iireme gOriilmistir. Doksorubisin konsantrasyonu artmaya
basladikca E. coli DH10b susunun iiremesinin azaldigi ve ardindan tiremenin durdugu
goriilmektedir. E. coli W3110 (pCA24N) ve E. coli P34G8 AG1 (pCA24N:aceK) susunun ise

tiim konsantrasyonlarda iiredigi tespit edilmistir. Deney 5 giin siireyle takip edilmistir.

4.1.4. Disk Difiizyon Yéntemi ile Konsantrasyon Belirlemesi

Disk difiizyon yontemine ait detaylar yontem kisminda verilmistir. Bu teknik ile seri
diliisyonlarla DMSO igerisinde ¢oziilerek hazirlanan 6 farkli konsantrasyona (16 pg/ml,
31.75 pg/ml, 62.5 pg/ml, 125 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml ) sahip doksorubisin disklere

emdirilerek disk difiizyon yontemi ¢aligilmistir.

Ayrica, [IPTG’nin doksorubisin duyarlilig: ile iligkisinin de anlasilabilmesi i¢in rastgele
secilen bir ASKA susu hem IPTG igeren (Seki 18) hem de IPTG icermeyen (Sekil 17) kat1
besi yerinde disk difiizyon yontemi ile ¢alisilmistir. Yapilan bu c¢alismada IPTG igeren kati

besi yeri ve IPTG igermeyen kat1 besi yerinde herhangi bir farklilik tespit edilmemistir.
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Sekil 17. IPTG icermeyen kat1 besi yerinde Aska susu disk difiizyonu.

Disklerin etrafinda olusan zonlara bakarak degerlendirilmeler yapilmistir. Ampsilin
etrafinda 18mm zon olugmustur. DMSO etrafinda zon olusumu goriilmemistir. Bu bulgu
DMSO’nun ASKA klon setinde herhangi bir lethal etkisinin olmadigimi gostermektedir. 500

pg/ml doksorubisin emdirilen disk etrafinda 10 mm zon olusumu tespit edilmistir.

Sekil 18. 33 uM IPTG igeren kat1 besi yerinde Aska susu disk diflizyonu.

Gen regiilasyonunu arttirtigr bilinen IPTG igeren kati besi yerinde calisilan disk
difiizyon deneyinde 500 pg/ml I’de IPTG igermeyen kati1 besi yerinde oldugu gibi yaklagik 10
mm zon olusumu tespit edilmistir. Ayni sekilde pozitif kontrol ampisilin etrafinda 18 mm zon
olusumu gozlenirken, DMSO emdirilen disk etrafinda herhangi bir zon olusumu tespit

edilmemistir.

36



Bu teknikten once calisilan, spot testi sonuglarina gore E. coli suslarindan DH10b’nin
doksorubisine karsi duyarli oldugu tespit edilmistir. Bunun {izerine c¢alismalara bu sus ile
devam edilmesine ve ASKA pooled kiitiiphanesinin DH10b susu icerisine gonderilmesine
karar verilmistir. Bu yiizden, oncelikle bu sus icin kullanilacak konsantrasyonlara karar
verilmesi adina disk difiizyon teknigi kullanilmistir. DH10b susunun doksorubisine karsi

duyarlilig1 disk difiizyon yontemi ile ¢alisilmistir ve tespit edilmistir (Sekil 19).

Sekil 19. DH10b susu ile yapilan disk difiizyonu.

Spot testi sonucunda doksorubisine karsi duyarli oldugu goriillen DH10b ile calisilan
disk difiizyon yonteminde 125 pg/ul’den baglayan ve giderek artan konsantrasyonlarda zon
olusumlar1 tespit edilmistir. Kontrol olarak kullanilan DMSO etrafinda herhangi bir zon

olusumu goriilmezken, ampisilin etrafinda 18mm zon olugumu tespit edilmistir.

ASKA susu i¢cin 500pg/ml’de zon olusumu baslarken, DHI10b susu i¢in 125 pg/ml
konsantrasyonunda zon olusumunun basladigi goriilmektedir (Sekil 19). Zon olusumu,
doksorubisinin suslar tizerinde lethal, tireme engelleyici etkisinin oldugunu ifade etmektedir.

Disklerin etrafindaki zon olusumlari ve diger ayrintilar Tablo 7°de yer almaktadir.
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Tablo 7. Zon olusumu degerlendirmesi.

Sekil 17.

Zon Olusumu

Sekil 18.

Zon Olusumu

Sekil 19.

Zon Olusumu

Bolim Disk icerigi Konsantrasyon Sus: Aska Susu
Sus: Aska Susu Sus: DH10b
Besi yeri: LB_33
Besi yeri: LB Besi yeri: LB
pM IPTG
1 Ampisilin 2 mg/ml 18 mm 18 mm 18 mm
2 DMSO Yok Yok Yok
3 Doksorubisin 500 pg/ml 10 mm 10 mm 16 mm
4 Doksorubisin 250 pg/ml Yok Yok 12 mm
5 Doksorubisin 125 pg/ml Yok Yok 8 mm
6 Doksorubisin 62,5 ng/ml Yok Yok Yok
7 Doksorubisin 31,25 pg/ml Yok Yok Yok
8 Doksorubisin 16 pg/ml Yok Yok Yok

Yapilan g¢aligmalar sonucunda Doksorubisine karsi DH10b susu en duyarli sus olarak tespit

edilmistir.

4.1.5. Kullanilacak Sus ve Doksorubisin Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Optimizasyon ¢aligmalar1 sonucunda elde edilen bulgular degerlendirilerek, seleksiyon
caligmalarinda kullanilacak olan konsantrasyonlar ve sus belirlenmistir. Amag direng saglayan
genleri tespit etmek oldugu i¢in elde edilen verilere bakilarak ASKA klon seti susu yerine
daha duyarli oldugu tespit edilen DH10b susuyla g¢aligmalara devam edilmesine karar
verilmistir. Bu karar ile birlikte ASKA klon setinden E.coli gen havuzu (pooled) elde

edilerek, DH10Db igerisine transformasyonu gerceklestirilmistir.

Seleksiyon i¢in 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml konsantrasyonlarmin ve DH10b
icerisine transformasyonu gerceklestirilen gen havuzunun kullanilmasina karar verilmistir.

4.2. DH10b- ASKA Havuzunun Elde Edilmesi (DH10b-ASKA Pooled)

Optimizasyon ¢alismalarinda daha duyarli oldugu ve seleksiyon ¢aligmalar1 i¢in uygun
oldugu belirlenen DH10b E.coli susunun deneylerde kullanilabilmesi icin ASKA plazmid

havuzunun elde edilip, kompetant DH10b igerisine transforme edilmesi gerekmektedir.
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Bu tez ¢alismasinda ASKA plazmid havuzu Mugla SK Universitesi’nde Dog Dr. Bekir
COL tarafindan daha 6nce ASKA klon setinden elde edilen stoklar temin edilerek
kullanilmistir. ASKA Plazmid gen havuzu (ASKA Pooled) yontemler kisminda anlatilan 1s1
soku (heat shock) ile transformasyon yontemi kullanilarak E.coli DH10b susu igerisine
transforme edilmistir. Transformasyon sonucu binlerce koloni elde edilmistir (Sekil 20).
DHI10b igerisinde olusturulan bu kiitiiphane ile (DH10b ASKA gen havuzu) ile ¢alismalara
devam edilmistir. Ayrica herhangi bir gen icermeyen pCA24N plazmidi kompetant hale
getirilen DH10b susu igerisine transforme edilmistir. Boylece deneylerde kontrol olarak
kullanilmak tizere DH10b(pCA24N) susu elde edilmistir (Sekil 20). Elde edilen kolonilerden
tek koloni ekimi yapilarak, kontrol susu olan DH10b(pCA24N) saflastirilarak kullanilmistir
(Sekil 20).

Sekil 20. ASKA Plazmid havuzunun ve herhangi bir gen igermeyen pCA24N plazmidinin DH10b susu
igerisine transformasyonu sonucu elde edilen koloniler.

Sekil 20°de, a. ve b. ASKA plazmid havuzunun kompetant E.coli DH10b susu igerisine
gonderilmesi sonucunda elde edilen binlerce koloni. c¢. Negatif Kontrol olarak herhangi bir
plazmidin transforme edilmedigi E.coli DH DH10b 10B susu’nun kloramfenikol iceren besi
yerine ekilmesi sonucu elde edilen petri fotografi. d. Herhangi bir gen icermeyen pCA24N
plazmidinin DHIOb susu igerisine transformasyonu sonucu elde edilen Kkoloniler

gorilmektedir.
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4.3. Doksorubisin ile Seleksiyon Calismalari

Optimizasyon caligmalar1 sonucunda elde edilen verilere gore, seleksiyon caligmalar
planlanmis ve gerekli hesaplamalar yapilmistir. Seleksiyon asamasinda Gradient Yontemi,
Direkt Ekim Yontemi, Zenginlestirme (Enrichment) Yontemi ve Cizgi Ekim Yontemi

kullanilmaistir.

4.3.1. Gradient Yontemi ile Tespit Edilen Tolerant Koloniler

DHI10b ASKA gen havuzu seleksiyon yontemlerinden biri olan gradient yontemi ile
doksorubisin seleksiyonundan gegirilmistir. Burada doksorubisin konsantrasyonu 300
pg/ml’den baslatilarak 33 pM IPTG igceren LB-cm kati besi yerinde gradient olarak
azaltilmistir. Hazirlanan besi yerine kiitliphane’nin yayma ekimi gergeklestirilmistir ve
37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucu diisiik konsantasyondan yiiksek
konsantrasyona dogru iiremenin azaldigi ve yiiksek konsantrasyonda doksorubisin igeren

bolge de kolonilerin tek tek segilebildigi gozlemlenmistir (Sekil 21).

Sekil 21. Gradient yontemi ile seleksiyon da kolonilerin gradient besi yerinde tireme yogunluklarini
gosteren petri fotografi.

ASKA gen havuzundaki 4123 adet geni iceren DH10b susunun (DH10b-ASKA pooled)
en yiksek 300 pg/ml doksorubisin konsantrasyonu iceren gradient kat1 besi yerinde gece boyu
inkiibasyon sonuglar1 degerlendirilmistir. Sonuglar gézlemlenmis ve fotograflanmistir (Sekil

22).
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Sekil 22. Gradient yonteminde inkiibasyon sonucunda iireyen (DH10b-ASKA pooled) kolonileri.

a. Gradient petrisinin disaridan ¢ekilmesi sonucu elde edilen petri goriintiisii. b. Gradient petrisinin

iceriden ¢ekilmesi sonucu elde edilen petri goriintiisii

300 pg/ml konsantrasyon ile dokiilen gradient besi yerinde sekilde goriildiigii gibi
doksorubisin miktart az olan bdlgede yogun iireme, doksorubisin konsantrasyonu arttik¢a da
iiremenin azaldigr goriilmektedir. Konsantrasyon araliklarinin belirlenebilmesi i¢in petri

iizerinde grafiklendirme ¢aligmasi yapilmistir (Sekil 23).
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Sekil 23. Gradient Yontemi kullanilarak hazirlanan besi yeri lizerinde bolgesel konsantrasyonlarin
gosterilmesi.

Ureyen kolonilerin hangi konsantrasyon aralifinda iirediklerini tespit etmek icin petri
tizerinde yapilan ¢izimler sonucunda tolerant kolonilerin yaklasik gosterdikleri tolerans
seviyeleri belirlenmistir. Petri iizerinde yapilan ¢izimler sonucunda gosterilen konsantrasyon
araliklarinda bulunan koloniler titizlikle isaretlenerek belirlenmistir. Secilen koloniler,

tiredikleri bolgeleri ifade edecek sekilde isimlendirilmistir (Sekil 24).

150 pg/ml konsantrasyon iizerinde doksorubisin igeren bolgelerdeki koloniler hedef
koloniler olarak belirlenmistir. Petri iizerinde, 150 pg/ml-200 pg/ml; 200 pg/ml-250 pg/ml
ve 250 ng/ml-300 pg/ml konsantrasyon aralifinda oldugu bilinen ii¢ konsantrasyon araligi
belirlenmistir. Bu konsantrasyon araliklarinda lireme gosteren kolonilerin tolerant olduklari

tespit edilmistir.

Gradient petrisi lizerinde yapilan 6zenli degerlendirmeler sonucunda tolerans: diger
kolonilere gore daha yiiksek olduguna karar verilen 43 koloni secilmistir. Bu toleransl
koloniler gradient petrisinde bulunduklar1 lokasyonlara gore isimlendirilerek listelenmis ve
yaklasik tolerans degerleri not alinmistir. Gradient yontemi ile seleksiyon sonucu segilen

tolerant koloniler ve bilgileri Tablo 8’de yer almaktadir.
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Sekil 24. Gradient yontemi ile seleksiyon sonucu segilen tolerant kolonilerin gradient petrisinde
isimlendirilmesi ve gosterilmesi.

Tablo 8. Gradient ile seleksiyon yontemi sonucu tespit edilen tolerant koloniler.

Ornek Secilen Konsantrasyon Ornek Secilen Konsantrasyon
No Lokasyon Araligi No Lokasyon Aralig
1 Ad.1 250-300 pg/ml 23 B5.15 200-250 pg/ml
2 A5.1 250-300 pg/ml 24 B5.16 200-250 pg/ml
3 A5.2 250-300 pg/ml 25 B5.17 200-250 pg/ml
4 B2.1 200-250 pg/ml 26 B5.18 200-250 pg/ml
5 B2.2 200-250 pg/ml 27 B5.19 200-250 pg/ml
6 B3.1 200-250 pg/ml 28 B5.20 200-250 pg/ml
7 B3.2 200-250 pg/ml 29 B6.1 200-250 pg/ml
8 B4.1 200-250 pg/ml 30 B6.2 200-250 pg/ml
9 B5.1 200-250 pg/ml 31 B6.3 200-250 pg/ml
10 B5.2 200-250 pg/ml 32 B6.4 200-250 pg/ml
11 B5.3 200-250 pg/ml 33 B6.5 200-250 pg/ml
12 B5.4 200-250 pg/ml 34 B6.6 200-250 pg/ml
13 B5.5 200-250 pg/ml 35 B6.7 200-250 pg/ml
14 B5.6 200-250 pg/ml 36 B6.8 200-250 pg/ml
15 B5.7 200-250 pg/ml 37 C2.1 150-200 pg/ml
16 B5.8 200-250 pg/ml 38 C2.2 150-200 pg/ml
17 B5.9 200-250 pg/ml 39 C2.3 150-200 pg/ml
18 B5.10 200-250 pg/ml 40 C3.1 150-200 pg/ml
19 B5.11 200-250 pg/ml 41 C3.2 150-200 pg/ml
20 B5.12 200-250 pg/ml 42 C3.3 150-200 pg/ml
21 B5.13 200-250 pg/ml 43 Kontrol 0-50 pg/ml
22 B5.14 200-250 pg/ml
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Segilen tolerant koloniler arasindan hipertolerant kolonilerin segilmesi amaciyla bu
koloniler ¢izgi ekim yontemi ile degerlendirilmistir (Bakiniz, ¢izgi ekim ile seleksiyon
sonuglar, Sekil 39). Yiiksek konsantrasyonlu bolgelerde iireyen koloniler secilerek,

plazmidleri sekans analizine gonderilmistir.

4.3.2. Direkt Ekim Yontemi ile Tespit Edilen Tolerant

Direkt ekim yontemi ile seleksiyonda, kontrol olarak DHI10b(pCA24N) susu ve
seleksiyon icin DHIOb ASKA gen havuzu (DH10b ASKA gene pooled) hiicre
konsantrasyonu ODgg 0,5 olacak sekilde 0 pg/ml, 60 pg/ml, 90 ng/ml, 125 pg/ml, 175 pg/ml
250 pg/ml, 500 pg/ml doksorubisin konsantrasyonlu, 33 puM IPTG iceren LB-cm besi

yerlerine ekilmistir ve 37 °C’de gece boyunca inkiibasyona birakilmustir.

Gece boyunca inkiibasyon sonucunda kontrol DH10b(pCA24N) susu ve DH10b ASKA
gen havuzu kiitiiphanesinde 0 pg/ml doksorubisin konsantrasyonlu besi yerinde ayni {ireme
goriilmistiir. Kontrol DH10b(pCA24N) susunun ekimlerinde 0 pg/ml’den sonraki artan
doksorubisin konsantrasyonlarinda iireme goriilmemistir. ASKA gen havuzu kiitiiphanesinin
ekimlerinde ise 60 pg/ml’den, 500 pg/ml konsantrasyonuna kadar tiim konsantrasyondaki

besi yerlerinde iireme azalan sekilde gortilmiistiir (Sekil 25 - 31).

Sekil 25. 0 ug/ml doksorubisin igeren kati besi yerine DH10b- ASKA pooled ve kontrol DH10b-pCA24N
direkt ekimi.

DH10b(pCA24N) susu ve DHI10b ASKA gen havuzu kiitiiphanesinde 0 pg/ml
doksorubisin konsantrasyonlu besi yerinde ayni iireme goriilmiistiir. Bu sonug bize hiicreleri

uygun ve esit konsantrasyonda ektigimizi gostermistir.
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Sekil 26. 60 pg/ml doksorubisin igceren kat1 besi yerine DH10b-ASKA pooled ve kontrol DH10b -
pCA24N direkt ekimi.

60 pg/ml doksorubisin igeren kati besi yerinde DH10b(pCA24N) susunda hi¢ lireme
goriilmez iken DH10b ASKA gen havuzu kiitiiphanesinde binlerce koloni goriilmiistiir.

Sekil 27. 90 pug/ml doksorubisin igeren kati besi yerine DH10b -ASKA pooled ve kontrol DH10b-
pCA24N direkt ekimi.

90 pg/ml doksorubisin iceren kati besi yerinde DH10b(pCA24N) susunda hi¢ iireme
goriilmez iken DH10b ASKA gen havuzu kiitiiphanesinde binlerce koloni goriilmiistiir. 90
pg/ml  doksorubisin  konsantrasyonunda kontrol susa gore toleransli olan suslar

gozlemlenmistir.
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Sekil 28. 125 pg/ml doksorubisin igeren kati besi yerine DH10b-ASKA pooled ve kontrol DH10b-
pCA24N direkt ekimi.

125 pg/ml doksorubisin igeren kati besi yerinde DH10b(pCA24N) susunda hi¢ {ireme
goriilmez iken DH10b ASKA gen havuzu kiitiiphanesinde binlerce koloni goriilmiistiir. Bu
konsantrasyonda 60 pg/ml ve 90 pg/ml konsantrasyonlarina gore kismen daha az koloni

goriilmiistiir.

Sekil 29. 175 pg/ml doksorubisin igeren kati besi yerine DH10b-ASKA pooled ve kontrol DH10b-
pCA24N direkt ekimi.

175 pg/ml doksorubisin igeren kati besi yerinde DH10b(pCA24N) susunda hi¢ ilireme
goriilmez iken DH10b ASKA gen havuzu kiitiiphanesinde binlerce koloni goriilmiistiir. Bu
konsantrasyonda 60 pg/ml, 90 pg/ml ve 125 pg/ml konsantrasyonlarina gére kismen daha az

koloni goriilmiistiir.
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Sekil 30. 250 pg/ml doksorubisin igeren kati besi yerine DH10b-ASKA pooled ve kontrol DH10b-
pCA24N direkt ekimi.

250 pg/ml doksorubisin igeren kat1 besi yerinde DH10b(pCA24N) susunda hi¢ lireme
goriilmez iken DH10b ASKA gen havuzu kiitiiphanesinde binlerce koloni goriilmiistiir. Bu
konsantrasyonda 60 pg/ml, 90 pg/ml, 125 pg/ml ve 175 pg/ml konsantrasyonlarina gore
kismen daha az koloni goriilmiistiir. DH10b ASKA gen havuzu kiitiiphanesindeki klonlarin
tireme durumlart degerlendirildiginde, kolonilerin tek tek diismesi de gbéz Oniinde

bulundurularak, bu konsantrasyonda secilim yapilmasi uygun goriilmistiir.

Sekil 31. 500 pg/ml doksorubisin igeren kati besi yerine DH10b-ASKA pooled ve kontrol DH10b-
pCA24N direkt ekimi.

En yiliksek doksorubisin konsantrasyonu olarak 500 pg/ml doksorubisin igeren besi

yerinde kontrol DH10b(pCA24N) susunda hi¢ lireme goriilmez iken DH10b ASKA gen
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havuzu kiitiiphanesinde onlarca koloni goriilmiistiir. Bu koloniler direkt ekim seleksiyonu i¢in

en degerli koloniler olarak not alinmistir.

Direkt ekim ile seleksiyon yontemi degerlendirildiginde, koloni sayilar1 ilag

konsantrasyonu arttik¢a azaldig goriilmiistiir (Sekil 32).

3000 -+
2500 M Koloni sayisi

2500 A 2150
2000 - 1990 1750
1400

1500 -

1000 -

500 -

29
0 T T T T T T 1

60 pug/ml 90ug/ml 125ug/ml 175 pg/ml 250 pug/ml 500 ug/ml

Koloni sayisi

Doksorubisin konsantrasyonu

Sekil 32. Direkt ekim ile seleksiyon yonteminde Doksorubisin konsantrasyonu ve koloni sayist iliskisinin
grafik ile gosterlimesi.

Direkt ekim ile seleksiyon sonucunda, 250 pg/ml ve 500 pg/ml doksorubisin i¢eren
besiyerlerinden tolerant oldugu diisiinlilen koloniler se¢ilmistir. 250 pg/ml doksorubisin
iceren besi yerinden 24 koloni, 500 pg/ml doksorubisin igeren besi yerinden 19 koloni
secilmistir. Toplamda secilen 43 adet tolerant oldugu disiiniilen kolonilerden
hipertolerantlarin se¢ilmesi i¢in ¢izgi ekim seleksiyon yontemi kullamilmistir (Bakiniz, ¢izgi

ekim ile seleksiyon, Sekil 38).

4.3.3. Zenginlestirme (Enrichment) Yontemi ile Seleksiyon

Seleksiyon calismalarinin en Onemlilerinden biri olan Zenginlestirme ile seleksiyon
yontemi iki agsamada gergeklestirilmistir. Birinci asamada, kontrol DH10b(pCA24N) susu ve
DH10b ASKA gen havuzu kiitiiphanesinde bulunan klonlar 0 pg/ml, 125 pg/ml, 250 pg/ml,
500 pg/ml konsantrasyonlarinda doksorubisin ve 33 uM IPTG igeren LB-CM besiyerlerinde,
her 12 saatte bir doksorubisinli besiyerleri tazelenerek, 3 tekrar seklinde biiyiitiilmiistiir. Ikinci

asamada, biiyiitiilen kontrol serisi ve DH10b ASKA gen havuzu serisi, 0 pg/ml, 125 pg/ml,
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250 pg/ml, 350 pg/ml, 500 pg/ml doksorubisin konsantrasyonlu kati besi yerlerine yayma

ekimi yontemi ile inokiile edilmistir (Sekil 33 - Sekil 37).

Kontrol DH10b ASKA gen

7 DHI10b (pCA24N) havazu S ——

1. Asama 0, 125, 250, 500 pg/ml konsatrasyonlu
doksorubisinve E.coliigeren sivi besl yen

/
W
(S}

. Agama 500 pg/ml doksorubisinigeren kati besi yeri

-2

-2

.Asama 250 pg/ml doksorubisinigeren kati besi yeri

> 2. Asama 125 pg/ml doksorubisinigeren kat1 besi yeri

> 2. Asama 0 pg/ml doksorubisinigeren kati besi veri

.Asama 350 pg/ml doksorubisinigeren kati besi yeri -

M
|

Sekil 33. 1. Asamadan gelen 0, 125, 250, 500 pg/ml pg/ml doksorubisin konsantrasyonlu sivi besi
yerindeki suslarin, 0 pg/ml, 125 pg/ml, 250 pg/ml, 350 pg/ml, 500 pg/ml doksorubisin konsantrasyonlu kati besi

yerlerine ekimi.

49



Kontrol
- DHI10b (pCA24N)

DHI10b
ASKA gen havuzu

Sekil 34. DH10b-pCA24N ve DH10b-ASKA Pooled suslarinin zenginlestirme yontemi ile seleksiyon’un birinci agamasinda doksorubisin icermeyen besiyerlerinde
biiyiitiilen 6rneklerin artan konsantrasyonlarda doksorubisin igeren kati besiyerlerine ekim sonuglari.

Doksorubisin igermeyen sivi besiyerlerinde zengilestirme yontemi teknigine gore biiyiitiilen kontrol DH10b(pCA24N) susu ve DH10b
ASKA gen havuzu kiitiiphanesinde bulunan klonlar degerlendirilmistir. Kontrol ile DH10b ASKA gen havuzu arasindaki iireme farki dikkat
cekmistir.
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DHI0b (pCA24N)

DHI10b
ASKA gen havauzu

Sekil 35. DH10b-pCA24N ve DH10b-ASKA Pooled suslarinin zenginlestirme yontemi ile seleksiyon’un birinci asamasinda 125 pg/ml doksorubisin igeren
besiyerlerinde biiyiitiilen 6rneklerin artan konsantrasyonlarda doksorubisin igeren kati1 besiyerlerine ekim sonuglari.

Sonuglar degerlendirildiginde, zenginlestirme yontemi ile seleksiyon’da 125 pg/ml doksorubisin secici konsantrasyon olarak goriilmemistir.
Burada kontrol susunda yayma seklinde tliremeler goriilme, DH10b ASKA gen havuzunda ise kontrole gore cok daha yogun iireme
gorilmektedir. Ancak tliremelerin yayma seklinde olmasindan dolayr bu konsantrasyondan klon secilmesi ger¢eklesmemistir. 125 pg/ml

doksorubisin konsantrasyonu sivi besi yerinde se¢ilim saglayacak kadar 6ldiiriicli bir doz olarak goriilmemistir.
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| Kontrol
DHI0b (p CA24N)

DHI10b
ASKA gen havuzu

Sekil 36. DH10b-pCA24N ve DH10b-ASKA Pooled suslarinin zenginlestirme yontemi ile seleksiyon’un birinci asamasinda 250 pg/ml doksorubisin igeren
besiyerlerinde biiyiitiilen drneklerin artan konsantrasyonlarda doksorubisin igeren kat1 besiyerlerine ekim sonuglari.

Sonuglar degerlendirildiginde, zenginlestirme yontemi ile seleksiyon’da 250 pg/ml doksorubisin konsantrasyonu DH10b ASKA gen
havuzundan tolerant klonlarin segilebilmesi i¢in uygun konstrasyon olarak goriilmiistiir. 250 pg/ml doksorubisin igeren sivi besi yerinde
biiyiitiilen kontrol ekilen higbir kat1 besi yerinde iireme gostermemistir. 250 pg/ml doksorubisin konsantrasyonu bu yontemde kontrol i¢in

6ldiiriicti doz oldugu goriilmiistiir. DH10b ASKA gen havuzundan tolerantli klonlarin se¢ilimi bu seriden gerceklestirilmistir.
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Kontrol
DHI0b (pCA24N)

DHI10b
ASKA gen havuzu

Sekil 37. DH10b-pCA24N ve DH10b-ASKA Pooled suslarinin zenginlestirme yontemi ile seleksiyon’un birinci asamasinda 500 pg/ml doksorubisin igeren
besiyerlerinde biiyiitiilen 6rneklerin artan konsantrasyonlarda doksorubisin igeren kat1 besiyerlerine ekim sonuglari.

Sonuglar degerlendirildiginde, zenginlestirme yontemi ile seleksiyon’un birinci asamasinda 500 pg/ml doksorubisin konsantrasyonu igeren
stvi besiyerlerinde biiyiitiilen DH10b(pCA24N) susu ve DH10b ASKA gen havuzundaki klonlarin artan doksorubisin konsantrasyonlu kati

besiyerlerine ekimi sonucu higbir iireme tespit edilememistir.
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Zenginlestirme yontemi ile seleksiyon sonucunda, birinci asamada 250 pg/ml
konsantrasyonunda doksorubisine maruz birakilan DH10b ASKA gen havuzunun igerdigi
klonlardan secilebilmistir. 250 pg/ml sivi besi yerinde biiylitiilerek, artan doksorubisin
konsantrasyonlarinda kati1 besiyelerine ekilen kiitliphanede 250 pg/ml doksorubisin
konsantrasyonu igeren kati besi yerinden 21 klon, 350 pg/ml doksorubisin konsantrasyonu
iceren kati besi yerinden 17 klon, 500 pg/ml doksorubisin konsantrasyonu igeren kati besi
yerinden 5 klon secilmistir. Bu yontem sonucunda toplamda 43 adet doksorubisine tolerant
oldugu diisiiniilen klonlar cogaltilmasi ve canliliklarindan emin olunmasi adina doksorubisin

icermeyen LB kati besiyerlerine ¢izgi ekim yontemi ile ekilmistir.

4.3.4. Cizgi EKim Yontemi ile Hipertolerantlarin Sec¢ilmesi

Direkt Ekim, Gradient ve Enrichment yontemlerinde elde edilen bulgular incelenmistir.
Seleksiyon yontemlerinden toplamda tolerant oldugu diisiintilen 129 koloni segilerek ¢izgi
ekimleri gerceklestirilmistir. Bunlardan gradient ve direkt ekim yoOntemlerinden segilen
kolonilerin ¢izgi ekimi artan konsantrasyonlarda (O pg/ml, 250 pg/ml, 350 pg/ml, 500 pg/ml)
doksorubisin igeren kat1 besi yerinde gerceklestirilmistir. Bu sayede tolerantlardan
hipertolerant olan klonlarin secilmesi igin ek bir seleksiyon saglanmistir (Sekil 38 ve Sekil
39). Zenginlestirme yonteminde Ornekler tekrar tekrar ilaca maruz birakildigi i¢in bu
yontemden gelen kolonilerin ¢izgi ekimi doksorubisin igermeyen kati besi yerine yapilmustir.

Bu sayede bu klonlarin canliliklar test edilmistir (Sekil 40).

Sekil 38. Direkt Ekim yontemi ile seleksiyon sonucu segilen tolerant klonlarin ¢izgi ekim yontemi ile
seleksiyonu.
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Sekil 39. Gradient yontemi ile seleksiyon sonucu segilen tolerant klonlarin ¢izgi ekim yontemi ile
seleksiyonu.

Sekil 40. Zenginlestirme (Enrichment), Direkt Ekim ve Gradient yontemi ile seleksiyon sonucu segilen
tolerant klonlarin ¢izgi ekim yontemi canlandirilmasi.

Cizgi ekim yontemi sonucunda, direkt ekim yonteminden 10 adet hipertolerant klon,
gradient yontemi ile seleksiyon yonteminden 10 adet hipertolerant klon, zenginlestirme
yontemi ile seleksiyon’dan 14 adet hipertolerant klon olmak iizere toplamda 34 adet

hipertolerant koloni se¢ilmistir (Tablo 9. ve Tablo 10.).

Tablo 9. Seleksiyon caligmalarinda segilen 6rnek sayilari.

Yontem Secilen Ornek Sayisi
Direkt Ekim Yontemi 10
Gradient Yontemi 10
Enrichment Y 6ntemi 14

55



Tablo 10. Seleksiyon yontemleri sonucu se¢ilen hipertolerant koloniler.

Secildigi seleksiyon

Koloni ad1

Tolerans gosterdigi yaklasik

yontemi konsantrasyon
Direkt Ekim DE4 500 pg/ml
Direkt Ekim DE14 500 pg/ml
Direkt Ekim DE17 500 pg/ml
Direkt Ekim DE32 250 pg/ml
Direkt Ekim DE42 250 pg/ml
Direkt Ekim DE34 250 pg/ml
Direkt Ekim DE37 250 pg/ml
Direkt Ekim DE25 250 pg/ml
Direkt Ekim DE33 250 pg/ml
Direkt Ekim DE21 250 pg/ml
Gradient G-A4.1 250-300 pg/ml
Gradient G-B2.2 200-230 pg/ml
Gradient G-B4.1 200-250 pg/ml
Gradient G-B5.2 200-250 pg/ml
Gradient G-B5.5 200-250 pg/ml
Gradient G-B5.13 200-250 pg/ml
Gradient G-B5.14 200-250 pg/ml
Gradient G-B6.4 200-250 pg/ml
Gradient G-B6.5 200-250 pg/ml
Gradient G-C3.1 150-2500
Zenginlestirme (Enrichment) E-12 250 pg/ml
Zenginlestirme (Enrichment) E-21 250 pg/ml
Zenginlestirme (Enrichment) E-22 250 pg/ml
Zenginlestirme (Enrichment) E-7 250 pg/ml
Zenginlestirme (Enrichment) E-29 350 pg/ml
Zenginlestirme (Enrichment) E-30 350 pg/ml
Zenginlestirme (Enrichment) E-31 350 pg/ml
Zenginlestirme (Enrichment) E-35 350 pg/ml
Zenginlestirme (Enrichment) E-40 350 pg/ml
Zenginlestirme (Enrichment) E-41 350 pg/ml
Zenginlestirme (Enrichment) E-42 350 pg/ml
Zenginlestirme (Enrichment) E-2 500 pg/ml
Zenginlestirme (Enrichment) E-3 500 pg/ml
Zenginlestirme (Enrichment) E-4 500 pg/ml
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4.3.5. Secilen Hipertolerant Kolonilerin Tek Koloni Yontemi ile Cogaltilmas1 ve

Saflastirilmasi

Seleksiyon yoOntemlerinde tolerant olarak belirlenen ve sonrasinda ¢izgi ekim
yonteminde hipertolerant olarak se¢ilen kolonilerin saflagtirilmasi ve ¢cogaltilmasi i¢in her bir
hipertolerant oldugu diisiiniilen koloninin tek koloni ekimi yapilmistir (Sekil 41, Sekil 42,
Sekil 43).

Sekil 41. Direkt ekim ile seleksiyon yontemi sonucu segilen hipertolerant klonlarin tek koloni ekim
sonuglari.

Sekil 42. Gradient ile seleksiyon yontemi sonucu sec¢ilen hipertolerant klonlarin tek koloni ekim sonuglari.

57



Sekil 43. Zenginlestirme (Enrichment) ile seleksiyon yontemi sonucu segilen hipertolerant klonlarin tek

koloni ekim sonuglart.

4.4. Hipertolerant Klonlarin Icerdigi Rekombinant Plazmidlerin Eldesi

Geneall plazmid izolasyon kiti kullanilarak yapilan plazmid izolasyonu goriintiileme

yapilmak {izere agaroz jele yliklenmistir. Yiikleme miktarlar1 yontemler kisminda yer

almaktadir. Jel goruntuler1 sekll 44°de yer almaktadir. (Sekil 44).

: - e .-
w DE DE DE DE DE DE DE D
14 4 17 32 4 33 25 34 37 21 B6S BSS BS2

' ”""‘ﬁ“ﬁg‘ﬁﬁz;

M E21 E35 E42 E41 E4 E2 E7 E3 E30

E29

Sekil 44. Hipertolerant kolonilerin rekombinant plazmidlerinin izolasyon jel (%0,8) goriintiisii.
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4.5. Rekombinant Plazmidlerdeki Insert Sekanslarinin Belirlenmesi

Biyoinformatik Analizler

ve

Baz1

Bu asamada hipertolerant kolonilerin rekombinant plazmidleri izole edilip hizmet alimi1

ile plazmidlerinin tasidiklar1 insert gen dizileri sekanslanmistir. Bu gen dizilerine ait sekans

bilgileri Ekl’de sunulmustur. Elde edilen sekans bilgileri NCBI Blast ve ECOCY

veritabanlar1 taranarak BlastX analizleri yapilarak, eslestikleri en yakin gen bilgileri tespit

edilmistir (Tablo 11).

Tablo 11. Hipertolerant kolonilerin rekombinant plazmidlerinin tasidiklar insertlerin, BlastX analizi

sonucu elde edilen gen bilgileri.

Oils‘nmeik Aktivite Query cover Ident
PDE-4 recA, DNA recombination/repair protein 99% 100%
PDE-14  recA, DNA recombination/repair protein 100% 100%
PDE-17 mdtK, multidrug efflux pump 90% 100%
PDE-21 mdtK, multidrug efflux pump 99% 100%
PDE-25 mdtK, multidrug efflux pump 99% 100%
PDE-32 mdtK, multidrug efflux pump 90% 100%
PDE-33 mdtK, multidrug efflux pump 90% 100%
PDE-34 mdtK, multidrug efflux pump 90% 100%
PDE-37 mdtK, multidrug efflux pump 100% 100%
PDE-42 mdtK, multidrug efflux pump 80% 100%
PG-A4.1  recA, DNA recombination/repair protein 99% 100%
PG-B2.2  recA, DNA recombination/repair protein 99% 100%
PG-B4.1  mdtK, multidrug efflux pump 90% 100%
PG-B5.2  recA, DNA recombination/repair protein 98% 100%
PG-B5.5  recA, DNA recombination/repair protein 99% 100%
PG-B5.13  recA, DNA recombination/repair protein 99% 100%
PG-B5.14 recA, DNA recombination/repair protein 99% 100%
PG-B6.4  recA, DNA recombination/repair protein 99% 100%
PG-B6.5  recA, DNA recombination/repair protein 99% 100%
PG-C3.1  recA, DNA recombination/repair protein 99% 100%
PE-2 mdtK, multidrug efflux pump 90% 100%
PE-3 recA, DNA recombination/repair protein 99% 100%
PE-4 mdtK, multidrug efflux pump 90% 100%
PE-7 recA, DNA recombination/repair protein 70% 70%
PE-12 recA, DNA recombination/repair protein 99% 100%
PE-21 recA, DNA recombination/repair protein 99% 100%
PE-22 recA, DNA recombination/repair protein 96% 100%
PE-29 recA, DNA recombination/repair protein 99% 100%
PE-30 recA, DNA recombination/repair protein 99% 100%
PE-31 recA, DNA recombination/repair protein 100% 100%
PE-35 recA, DNA recombination/repair protein 99% 100%
PE-40 recA, DNA recombination/repair protein 99% 100%
PE-41 recA, DNA recombination/repair protein 99% 100%
PE-42 recA, DNA recombination/repair protein 99% 100%
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5. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda E.coli genomuna ait 4123 adet genin doksorubisin antikanser ajani
ile iligkisi degerlendirilmistir. Bunun i¢in, olusturulan E. coli gen havuzu farkh
konsantrasyonlarda doksorubisin igeren ortamlarda yetistirilerek, havuz igerisinden

doksorubisine karsi toleransli olan klonlarin segilimleri gergeklestirilmistir.

Bu amag¢ dogrultusunda Oncelikle, kullanilacak doksorubisin konsantrasyonlari
belirleme caligmalar1 yapilmistir. Bu ¢alismalarda bir ¢ok optimizasyon deneyleri yapilarak,
doksorubisin’in kat1 ve sivi besiyerlerinde toksisitesine bakilmistir. Yapilan c¢alismalarda,
MIC, Spot Test, Disk difiizyon ve Biiylime egrisi teknikleri kullanilmistir. Burada
Doksorubisin’in sivi ve kat1 besiyerlerinde farkli dinamikler gosterdigi goriilmiistlir. Artan
ilag konsantrasyonlarinda DMSO igerisinde gerektigi kadar ¢oziinemeyen doksorubisin
¢okelti olusturmustur. Homojen bir karisim elde edilemedigi i¢in her asamada anlaml
sonuclar elde etmek miimkiin olmamistir. Bunun iizerine kat1 besiyerinde ¢alismalara devam
edilmesine karar verilmistir. Bu sirada, ayrica farkli E.coli suslarinin, doksorubisine karsi

farkli toleransa sahip olduklar1 gézlemlenmistir.

Biiyiime egrisi calismalarinda, secilen tiim klonlarin beklenen konsantrasyonlarda
doksorubisine karsi duyarlilik gostermemesi, calismalarda farkli E.coli suslarmin da
denenmesi fikrini ortaya c¢ikarmistir. Bunun iizerine optimizasyon c¢aligmalari olan spot
testlerinde farkli E.coli suslari ile spot testleri yapilmis ve doksorubisin ajaninin DH10b susu
tizerinde etkili oldugu, ancak diger suslarda beklenen etkiyi gostermedigi gézlemlenmistir. Bu
sonuglar degerlendirildiginde, seleksiyon c¢alismalarina DH10b susu ile devam edilmesinin
daha uygun olacagi kararia varilmistir. Kiitiphane DH10b E.coli susuna transforme edilerek,
DH10b ASKA pooled elde edilmistir. DH10b E.coli susunun disk diflizyon yontemi ile

doksorubisin tolerans seviyeleri belirlenmistir.

Elde edilen DH10b ASKA pooled, farkli tekniklerde seleksiyon asamalarindan
gecirilmistir. Bunun i¢in (Zenginlestirme) Enrichment, Gradient Ekim, Direkt Ekim ve Cizgi
Ekim yontemleri kullanilmigtir. DH10b ASKA pooled, her bir yontem ile farkli doksorubisin
konsantrasyonu iceren ortamlarda biiyiitiilmiis ve havuz igerisindeki doksorubisine karsi
toleransli olan klonlarin avlanmasi saglanmistir. Yabanil tipe oranla daha yiiksek
doksorubisin  konsantrasyonunda ilireme gosteren klonlar segilerek, aralarindan
hipertolerantlarin  belirlenmesi i¢in tekrardan seleksiyon iglemlerinden geg¢irilmistir.

Hipertolerant klonlar belirlendikten sonra, i¢edikleri rekombinant plazmidler izole edilerek,
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plazmidlerin tasidiklar1 insert gen dizileri, hizmet alimi yapilarak, sanger yontemi ile
sekanslanmis ve biyoinformatik analizler ile sekanslanan gen dizilerinin aktiviteleri
belirlenmistir. Boylelikle, hiicrenin doksorubisin kemoterapotik ajanina karsi tolerans
saglamasinda gorevli olabilecegi diisliniilen genler ve aktiviteleri tespit edilmistir. Bunlardan
bir tanesi DNA rekombinasyon ve tamir mekanizmasinda gorevli olan RecA proteinini
kodlayan recA geni olup, digeri de bir multidrug efluks pompasi (ilact hiicre digina atabilen)

olan MdtK proteinini kodlayan, mdtK genidir.

5.1. RecA, DNA rekombinasyon ve tamir mekanizmasi

Escherichia coli, hiicrede DNA hasarinin onarimi i¢in bir takim enzimatik yolaklara
sahiptir. “DNA Onarim Enzimleri” smifi altinda toplanan enzimler, bu yolaklarda gorev
almaktadir. Bunlardan en Onemlilerinden Escherichia coli K-12'de bulunan, RecA proteini
cesitli biyokimyasal fonksiyonlara hizmet etmektedir. RecA, hem DNA sarmal degisim
reaksiyonlarini katalize ederek homolog rekombinasyonda gorev yapmakta, hem de represor
protein LexA iizerindeki etkisiyle SOS tepkisinin DNA hasarina verdigi cevab1 uyarmak icin
diizenleyici bir protein gorevi gormektedir (Adikesavan ve ark, 2011, Fernandez ve ark,

2000).

Bu bulgulara goére RecA, DNA'ya zarar veren ajanlara, DNA replikasyon inhibitdrlerine,
asit biyosentezi inhibitdrlerine, iyon kanali inhibitrlerine ve ayrica Ca®* baglayici protein
inhibitorleri de dahil olmak tizere, ¢esitli kimyasallara karsi diren¢ saglamaktadir (Maeda,
2019). Buna ek olarak, glutamin ve diger amino asitlerin biyosentezinin diizenlenmesinde de
rol oynamaktadir (Maeda, 2019). Ayrica, DNA hasar1 sonucunda meydana gelebilecek
mutasyonlarin engellenmesi i¢in ¢ok 6nemli bir protein olarak bilinmektedir (Kuzminov,

1999; Courcelle, 2003).

Kimyasal ajanlar ve UV 1s1mas1 da dahil olmak iizere, cesitli nedenlerle DNA hasari
meydana gelebilmektedir (Maeda, 2019). recA geni herhangi bir operonun parcasi olmayip,
genomda, c¢evresinde DNA metabolizmasiyla ilgili genlerin olmadigi bilinmektedir. Normal
sartlarda, recA ekspresyonu, hiicre basina 1,000 ila 10,000 monomer araligindayken, DNA
hasar1 meydana geldigi zaman bu oran 50 katina kadar ¢ikabilmektedir (Karu, 1982).

DNA hasar1 cogunlukla ¢ift zincirli yapinin, tek zincirinde meydana gelmesine karsilik,
nadir olarak ayn1 anda her iki zincirde de gerceklesebilmektedir. Cift zincirde meydana gelen

hasarlar (Double Strand Breaks-DSB), hasarli bolgenin kesilip ¢ikarilarak, saglam zincir ve
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enzim aracilifiyla tekrar sentezlenmesi ile yani eksizyon onarim yollar1 kullanilarak tamir
edilememektedir. Cilinkii bu hasar sonucu, kalip olarak kullanilabilecek saglam DNA zinciri
bulunmamaktadir. Bu durumda ¢ift zincir kiriklari, bozulmamis homolog DNA bdélgelerinde,
homolog rekombinasyonda gorevli olan RecA proteini araciligi ile tamir edilmektedir

(Meddows, 2004).

E.coli’de recA geni etkinligini tespit etmek amaciyla gesitli calismalar yapilmistir. In
vivo olarak gerceklestirilen ¢ift zincir hasarlarinin onarimu, iki farkli rekombinasyon yolundan
biri ile gergeklestirilmektedir. Her iki yolda da RecBCD ve RecA’ya ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bu iki yoldan biri RuvABC etkinligiyle gerceklesirken, digeri RecG etkinligiyle
gerceklesmektedir (Meddows, 2004). RecA’nin temel hedefi, DNA ¢ift zincirinde meydana
gelen hasari katalize edecek olan homolog DNA bélgesini taramaktir. Bu tarama islemini bir
filament olusturarak gergeklestirmektedir. Filament olusumu icin ATP gerekirken, uzamasi
icin ATP gerekmemektedir (Galletto, 2006). RecA’nin bu aktivitesi, RecBCD’nin etkinligiyle
saglanmaktadir (Cockram, 2015). RecA, DNA c¢evresinde filamentler olusturmak {izere
polimerlesmekte ve bu filament yapisi i¢inde kalan DNA’nin uzunlugunu 1,5 katina
cikarmaktadir (Courcelle, 2003). Bu filament yapisi kolay depolimerize olabilecegi igin
DNA’da farkli katlanmalar meydana getirebilmektedir (Fulconis, 2006).

RecA filamenti, iki DNA baglanma bolgesine sahiptir. Bu filament, homolog bir zincir
bulana kadar tarama islemine devam etmektedir. Tarama sonucunda bulunan, homolog tek
sarmal DNA ya da li¢ veya dort sarmalli bir DNA, baglanma bdlgeleri sayesinde eslestirilerek
bir rekombinasyon kompleksi olusturulmaktadir. Olusturulan bu kompleks Holliday birlesimi

(Holliday Junction) olarak bilinmektedir (Sekil 45) (Courcelle, 2003).

Ce
GeC
CeG
AeT
AeT
Te A

Zincir2 Zincir 1

Ce G

44—l C ¢ G

G !
@
&

(@) Tn)
Qe
- o
Qen
- oy
o) In]
v o=
= T
o] In}
- oy
el
- oy
Qe
L l®]
(@) In]

CeG
Zincir3 Ce G Zincir 4
GeC
AeT
AeT
TeA
GeC
CeG

Sekil 45. Holliday birlesimi (Holliday Junction) yapis1
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Rekombinasyon i¢in olusturulan bu kompleks daha sonra polimerizasyonun
gerceklestirilebilmesi i¢cin RuvABC ya da RecG (helikaz) aktivitesiyle ¢ozlilmektedir.
(Courcelle, 2003; Whitby, 1994; Parsons, 1992). Replikasyonun durdugu bolgelere baglanan
RecA, yapisal olarak da DNA onarimina katki saglamaktadir. ssDNA’nin ilgili gen ve
enzimlerle onarilmasi beklenirken, DNA’ya tutunan RecA filamentleri DNA’y1 kendi i¢indeki

eksontiikleaz aktivitelerinden korumaktadir (Courcelle, 2003a).

RecA’nin bunlara ek olarak farkli islevleri de bulunmaktadir. DNA’da bir hasar
olustugu zaman, DNA onarimi i¢in yardima ihtiya¢ duyulmaktadir. Ornegin RecA, cesitli
etkenlere bagli olarak duran replikasyonda, tek zincirli DNA’ya baglanarak, UmuD proteinin
translasyonunu tesvik etmektedir. Artan UmuD proteini sayesinde duran replikasyona karsilik
olarak rastgele, bazlar1 baglayabilen bir kompleks olusturmus olmaktadir. Polimerizasyon
RecA tarafindan aktive edilen Polimeraz V ile gergeklesmektedir (Jiang, 2009). Bu rastgele
baz ekleme durumu hataya acik bir sentez olup, nokta mutasyonlara neden olabilmesine
karsilik, biiyiikk bir DNA hasar1 durumunda hayat kurtarici olarak goriilmektedir (Kuzminov,
1999; Rajagopalan, 1992).

DNA c¢ift zincir kiriklar1 (DSB), kemoterapi ve radyasyonun ortak bir sonucunda
meydana gelen en 6liimcilil DNA hasarlarindan bir tanesi olarak kabul edilmektedir. Meydana
gelen tek bir DSB ile hiicre dongiisii durdurulabilir ve DNA tamir mekanizmalari
etkinlestirilebilir (Bennett ve ark, 1993, Allen ve ark, 2003). DSB’lerin koordineli olarak
onarimi, hiicrenin hayatta kalmasi i¢in biiylik 6nem tasimaktadir. Bu onarimda homolog
rekombinasyon merkezi bir role sahiptir. DNA, doksorubisin gibi sitotoksik ilaglarin meydana
getirdigi kemotoksisiteye bagli DNA hasarindan, homolog rekombinasyona bagli olarak
kurtulabilmektedir (Vispe ve ark, 1998, Arias-Lopez ve ark, 2006 ). Bunlara ek olarak, asir1
ve kontrolsiiz olarak gerceklesebilecek homolog rekombinasyonlar genomun biitiinliigiiniin
korunmasi igin tehdit olusturabilmektedir (Raderschall ve ark, 2002).

Bakteriyel RecA proteini, Memeli Rad51 ve maya Rad51 proteinlerinin yapisal,
biyokimyasal ve genetik homologu olarak bilinmektedir. Bu proteinler, bakterilerde
goriildiigii gibi 6karyotlarda da homolog rekombinasyon ile DNA tamirinde ¢ok biiylik 6nem
tagimaktadir (Slupianek ve ark, 2001).

recA geninin insan hiicrelerinde homolog geni incelendiginde ise karsiliginin, RADS51
geni oldugu goriilmiistiir. Bu gen tarafindan kodlanan enzim, DNA ¢ift sarmal kopmalarinin
onarilmasima yardimci olan RADSI protein ailesinin bir iiyesidir. RADS1 ailesi tiiyeleri

bakteriyel RecA, Archaeal RadA ve maya Rad51'e homologtur (Shinohara ve ark, 1992; Seitz
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ve ark, 1998). Bu proteinin, mayadan insana kadar bir¢ok dkaryotta yiiksek oranda korundugu
goriilmiistiir (Shinohara ve ark, 1993). Koehn ve arkadaglarinin 2007 yilinda yapmis olduklar1
bir ¢alismada RADSI1 protein seviyelerinin, normal ve malign meme hiicre hatlarinda,
doksorubisine cevap olarak, hiicre dongiisii durumundan bagimsiz olarak farkli sekilde

diizenlenebildigini gostermektedir (Koehn ve ark, 2007).

Okaryotlarda Rad51 asir1 ekspresyonu, ¢esitli kanserlerde goriilmektedir (6,
pankreas kanseri) (Maacke ve ark, 2000, Thacker, 2005). Calisilan ¢esitli deneysel timor
sistemlerinde, Rad51’in asir1 ekspresyonunun homolog rekombinasyonu arttirdigi ve boylece
DNA’ya zarar veren kemoterapilere ve radyasyona karsi direng gosterdigi bildirilmistir
(Vispe ve ark, 1998, Raderschall ve ark, 2002, Xu ve ark, 2005). Jonathan ve arkadaglarinin
yumusak doku sarkomlarinda doksorubisin ile yaptigi calismalarda Rad51’in asir1 eksprese
edildigi ve doksorubisinin kemoterapotik etkisine karsi direng gosterdigi ilk defa rapor
edilmistir (Jonathan ve ark, 2007).

Homolog rekombinasyonun sik goriildiigii kanserlerden biri olan multip] miyelom
(MM), B hiicrelerinde malign tiimdrlerin olusumuyla meydana gelen bir plazma hiicre
kanseridir. Bu kanser ¢esidi tiim kanserlerin %15’in1 olusturan en yaygin ikinci kanser olup,
kanserli hastalarin biiyiik bir ¢cogunlugu tedavi edilememektedir (Siege ve ark, 2014). Bu
timor cesidiyle yapilan deneysel ¢calismalarda DNA tamir mekanizmalar1 géze ¢arpmaktadir.
David ve ark. yaptig1 calismalarda, doksorubisinle tedavi edilmis MM hastalarinin, MM hiicre
dizilerinden ve kemik iliklerinden alinan orneklerde yiliksek diizeyde Rad51 ekspresyonu
oldugu tespit edilmistir (David ve ark, 2014). MM hiicrelerinde Rad51 ekspresyonunun
homolog rekombinasyonu arttirtigi ve hastalik ilerlemesine aracilik ettigi gosterilmistir
(Shammas ve ark, 2009). Kassambara ve arkadaslarinin 2014 yilinda yaptig1 ¢alismalarda da
MM hastalarinda Rad51 ekspresyonunun sag kalimi negatif yonde etkiledigi bildirilmektedir
(Kassambara ve ark, 2014).

5.2. mdtK, multidrug efflux pump MdtK

llaglarin hiicre disma aktif olarak tasinmasinda en c¢ok gorev alan “ilag direnci
translokazlar1 (ilag ekstriizyon translokaz)” adi verilen bir transmembran protein familyasi
olarak bilinmektedir (Bolhuis, 1997; Nikaido, 1996; Poole, 2000; Poole, 2000; van Veen,
1997). Gliniimiizde, bes adet ilag ekstriizyon translokaz familyas1 tanimlanmaktadir (Bolhuis,

1997; Nikaido, 1996 Putman, 2000, van Veen, 1997). Bunlar MF (ana kolaylastiric1) ailesi,
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SMR (kiiciik ¢oklu ilag direnci) ailesi, RND (diren¢ nodiilasyon hiicre boliinmesi) ailesi, ABC
(ATP baglama kaseti) ailesi ve yakin zamanda tanimlanmigs MATE (coklu ilag ve toksik
bilesik ekstriizyonu) ailesidir (Brown, 1999). Bdylesine genis bir protein ailesinde
doksorubisin ilaci i¢in hedef geni bulup, ilag dizaynlarinin bu bilgiye gore yapilmasi, biiyiik

Onem tagimaktadir.

Coklu antimikrobiyel transporter ailelerinden olan MATE (Multi-Antimicrobial Toxin
Extrusion) proteinleri, ¢oklu ilag ve toksin ekstriizyonu veya coklu ilag ve toksik bilesik
ekstriizyonu olarak da bilinmekte olup, ilag/sodyum veya proton antiporterlar1 olarak gérev
yapan bir protein ailesidir (Brown, 1999; Kuroda, 2008; Omote, 2006). MATE proteinleri
bakterilerde, arkealarda ve dkaryotlarda, metabolik ve ksenobiyotik organik katyonlarin temel

tastyicilar olarak islev gormektedirler (Kuroda, 2008; Omote, 2006).

Bu proteinlerin ilk olarak kesfedilmesi Vibrio parahaemolyticus'tan NorM proteini ile
gerceklesmistir. Vibrio parahaemolyticus ¢oklu antimikrobiyal maddelere (norfloksasin,
kanamisin, etidyum bromiir vb.) direng gosteren bir bakteridir. Bu bakteri ile yapilan
calismalar sonucunda, ¢oklu efluks proteini olan NorM ve bunun E.coli’de homologu olan
protein bulunmustur (Morita ve ark, 1998). NorM, Na" ile kaplanmus, ¢oklu ilag tasinmasinin

saglanabildigi, ila¢/sodyum antiporterlarinin ilk 6rnegidir (Morita ve ark, 2007).

norM, norE, ydhE genleri mdtK geninin homologu olarak literatiire kazandirilmis
genlerdir. Farkli bakterilerde tespit edilmis, ancak benzer aktivitelere sahip olduklari
(multidrug efflux pump) goriilmiistiir. ydhE, Salmonella typhimurium ve Escherichia coli
bakterisinde (Blattner ve ark, 1997; Morita ve ark, 1998; Yang ve ark, 2003); norM, Vibrio
parahaemolyticus bakterisinde (Morita ve ark, 1998); norE Paracoccus denitrificans
bakterisinde; vimrA Vibrio parahaemolyticus bakterisinde; verM Vibrio cholerae bakterisinde
(Begum ve ark, 2005; Nazmul ve ark, 2003) teshis edilmis olup hepsinin benzer aktiviteye
sahip oldugu goriilmiistiir. E. coli bakterisinde ydhE ve mdtK olarak isimlendirilen bu gen son

olarak mdtK olarak isimlendirilmistir (Morita ve ark, 1998).

MdtK, hiicrenin i¢ zarinda lokalize olmus 457 amino asit bliytlikliigiinde bir protein
olup, ilaglar1 disar1 pompalayan (efluks) bir tasiyici (transporter) proteindir. NorM olarak da
adlandirilan bu protein transporterlardan, ¢oklu antimikrobiyel digar1 atis pompast (Multi
Antimicrobial Extrusion (MATE)) ailesine ait bir protein olup, ¢oklu ilag/oligosakkarid
lipid/polisakkarid filipaz (Multidrug/Oligosaccharidyl-lipid/Polysaccharide (MOP) flippase)
stiper ailesine ait oldugu bildirilmistir (Brown, 1999; Saier, 1916).
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Literatiir taramas1 yapildiginda, Vibrio parahaemolyticus hiicrelerinde enerjiye bagh
tasima transportert olarak bulunan bir efluks sisteminin norfloksasin ilacini tagidigi
gorilmiistiir. Bunun {izerine, temel ila¢ efluks pompasi olarak bilinen AcrAB transporterini
icermeyen E. coli susu (E. coli KAM3) ile yapilan c¢alismalarda, hiicrede, mdtK
ekspresyonunu arttirdik¢a, norfloksasin, siprofloksasin, akriflavin ve tetrafenilfosfonyum
(TPP+) ilaglarina kars1 direng artist gozlemlenmistir (Morita, 1998). Bu susta MdtK
ekspresyonunun artmasi, TPP+ ve deoksikolat ila¢ direncinde 32 kat; norfloksasin, enoksasin
ve doksorubisin ilag direncinde 8 kat; trimetoprime ilag direncinde 4 kat; kloramfenikol,
fosfomisin, etidyum bromiir ve benzalkonyum ila¢ direncinde 2 kat artiga sebep oldugu rapor

edilmistir (Nishino, 2001; Yang, 2003).

mdtK geninin insan hiicrelerinde homolog geni arastirildiginda, SLC47A1 genine
karsilik geldigi gortilmiistiir. SLC47A1 geninin kodlamis oldugu SLC47A1 proteini, insan
genomunda, 47. solute carrier ailesinin 1. iiyesi olarak tanimlanmigtir. Bu protein, ¢oklu ilag
ve toksin ekstriizyon proteini (MATEL) olup (Otsuka ve ark, 2005), bakteri, archaea ve
Okaryotlarda bulunan bu tasiyicilarin MATE (¢ok ilag¢ ve toksik bilesik ekstriizyon) ailesine
ait oldugu bildirilmistir (Morita ve ark, 1998).

Landini ve arkadaglarinin 2017 yilinda yapmis olduklar1 bir calismada LC22Al,
SLC47A1, SLCO1B1 ABCBI1, ABCC2, ABCC3 gibi ¢esitli transporter proteinlerinin kanser
hiicrelerinde, melphalan, vinblastin, doksorubisin, etoposid, paklitaksel ve auronofin gibi
cesitli kimyasal ilaglar ile iliskisi oldugunu bildirmislerdir (Landini ve ark, 2017).
Doksorubisinin de igerisinde oldugu bu 6nemli kemoterapotik ajanlarin hiicre igerisine ve
disarisina tasinmasina aracilik eden bu transporterlarin mekanizmalarinin daha detaylr bir

sekilde arastirilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Kanser tedavilerinde en ¢ok karsilasilan sorunlardan bir tanesi, uygulanan ilaglarin
saglikli hiicrelerde toksik etki gostermesi iken, bir digeri de hastalikli hiicrelerin
kemoterapotiklere karst direng kazanmalaridir. Bu sorunlara miidahale edilebilmesi i¢in hizli

ve pratik yaklagimlar kullanilarak, diren¢ mekanizmalarinin anlasilmasi gerekmektedir.

Bakteriler molekiiler caligmalarda hizli sonuglarin elde edilebildigi 6nemli model
organizmalardir. Bu organizmalarin kullanilmasi ile bir canlinin bir kimyasala kars1 direng
mekanizmalarinin anlagilabilmesi miimkiin olmaktadir. Kemoterapotik ajanlara kars1 klinik
direng gelistiren bakteriyel tiirlerin bilinmesi ve bu organizmalarin direncinin altinda yatan

mekanizmalarin arastirilmasi biiyiik 6nem tagimaktadir.

Bu tez caligmasinda arag olarak kullanilan organizma E.coli bakterisi olup, doksorubisin
ile hiicre arasindaki iliskiye dair bilgilerin elde edilebilmesi i¢in farkli suslart kullanilmistir.
Burada, doksorubisinin farkli suslarda, farkli tolerans seviyeleri goriilmiistir. Bu
farkliliklarinin suslarda goriilen farkli genotiplerden kaynaklandig: diistintilmiistiir. Bir E. coli
susunun genotipi, hiicrelerin belirli ortamlarda biiyiitiiliip biiytitiilemeyecegini, belirli DNA
tipleri ile transformasyon i¢in kullanilip kullanilamayacagini ve belirli klonlama stratejileri

icin uygun olup olmadiklarini belirlemesi bakimindan 6nemli bilgilerdir.

E.coli AG1 ve E.coli DH10b suslarimin genotipleri karsilastirilmistir. E.coli AG1
susunun “endAl recAl gyrA96 thi-1 relAl ginV44 hsdR17(rx mx")” genotipine sahip oldugu
gorlliirken, ve E.coli DHI10b susunun “str. K-12 F- A(ara-leu)7697[A(rapA'-cra’)]
A(lac)X74[A('vahH-mhpE)] duplication(514341-627601) [nmpC-gltl] galK16 galEl5 el4—
(icdWT mcrA) p80dlacZAM15 recAl relAl endAl Tnl0.10 nupG rpsL150(StrR) rph+ spoTl
A(mrr-hsdRMS-mcrBC) J— Missense(dnaA glmS glyQ IpxK mreC murA) Nonsense(chiA gatZ

13

JhuA? yigA ygcG) Frameshift(flhC mglA fruB)” genotipine sahip oldugu gorilmiistiir.
Aralarinda goriilen bu gen bakimindan farkliliklar degerlendirildiginde, DH10b susunda mrr-
hsdRMS-mcrBC gen birliginin delesyona ugratildigi ancak AG1 susunda bu genlerin
genomda yer aldiklar1 goriilmiistiir. Bu gibi farkliliklar hiicrelerin ilaca kars1 verdikleri cevap
acisindan bir 6nem tastyabilir. Doksorubisin ilaci ile yapilan ¢alismalarda E.coli DH10b

susunun kullanilmasinin daha uygun oldugu gosterilmistir.

Bu tez c¢aligmast ile, genomik, molekiiler genetik, mikrobiyoloji ve kismen
biyoinformatik alanlarinin kullanilmasi ile doksorubisinin hedef bakteri olarak secilen E.coli

kullanilarak, doksorubisinin hiicrede iliskisi oldugu diisiiniilen gen bilgilerine ulasilmistir. Bu
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tez calismasinda farkli teknikler kullanilarak, 6neride bulunulmus olan hedeflere ulasilmistir.
Doksorubisin kemoterapdtik ajaninin hiicrede etkilesime girdigi gen/protein bilgileri elde
edilmis olup, yapilan literatiir taramalar1 ile yorumlanmistir. Ayrica bu tez ¢alismasinda
gergeklestirilen deneysel tekniklerin optimizasyon calismalari, ileride yapilacak olan farkl

calismalar i¢in 6nemli bilgiler sunmaktadir.

Bu model organizma ile yapilan deneyler sonucunda, doksorubisin ile MdtK ve RecA
proteinleri arasinda iliskiler gozlemlenmistir. Gerek doksorubisinin DNA’ya verdigi hasarin
tamirinin RecA proteini ile saglanmasi, gerek ise hiicre igerisine giren doksorubisinin MdtK
proteini ile disart atilmasi mekanizmalar1 olsun hiicrenin doksorubisin ile iligkisine ipuglari
vermektedir. Bu gozlemler, kemoduyarlilik i¢in dogrudan iligkili bilgiler olup, hedeflenen
terapotik ilaclarin tasarlanmasi sirasinda dikkate alinmasi gereken 6nemli bilgilerdir. Elde
edilen gen bilgileri literatiir 1s18inda ve biyoinformatik analizler ile degerlendirilerek
insandaki homologlar1 tespit edilmistir. MdtK’nin insan genomundaki homologunun
SLC47A1, RecA’nin insan genomundaki homologunun Rad51 oldugu goriilmiis ve bu

sonuclar yorumlanarak tartisma kisminda rapor edilmistir.

Deneylerden elde ettigimiz sonuglara ve literatiire bakarak recA ve mdtK genleri ve
homologlarinin  6zellikle doksorubisine ve benzer yapidaki ilacglara diren¢ sagladigi
goriilmektedir. Ileride yapilacak olan galismalarda bu genlere bagl olarak meydana gelen
direnci kirmak amaciyla kombine ilag tedavileriyle bu genlerin de dikkate alinmasi
onerilmektedir. Ayrica, gelecekte yapilacak caligmalarda ASKA klon seti kullanilmasi ¢esitli
ilag ve kimyasallar ile baglantili olabilecek genlerin, etkin ve hizli tespit edilmesi agisindan

bliylik 6nem tagimaktadir.
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EKLER

EK1_insertlerin Sekans dizileri

PDE-4

TATCGACGAAAACAAACAGAAAGCGTTGGCGGCAGCACTGGGCCAGATTGAGAAACAATTT
GGTAAAGGCTCCATCATGCGCCTGGGTGAAGACCGTTCCATGGATGTGGAAACCATCTCTACCGGT
TCGCTTTCACTGGATATCGCGCTTGGGGCAGGTGGTCTGCCGATGGGCCGTATCGTCGAAATCTAC
GGACCGGAATCTTCCGGTAAAACCACGCTGACGCTGCAGGTGATCGCCGCAGCGCAGCGTGAAGG
TAAAACCTGTGCGTTTATCGATGCTGAACACGCGCTGGACCCAATCTACGCACGTAAACTGGGCGT
CGATATCGACAACCTGCTGTGCTCCCAGCCGGACACCGGCGAGCAGGCACTGGAAATCTGTGACGC
CCTGGCGCGTTCTGGCGCAGTAGACGTTATCGTCGTTGACTCCGTGGCGGCACTGACGCCGAAAGC
GGAAATCGAAGGCGAAATCGGCGACTCTCACATGGGCCTTGCGGCACGTATGATGAGCCAGGCGA
TGCGTAAGCTGGCGGGTAACCTGAAGCAGTCCAACACGCTGCTGATCTTCATCAACCAGATCCGTA
TGAAAATTGGTGT

PDE-14

ATCGACGAAAACAAACAGAAAGCGTTGGCGGCAGCACTGGGCCAGATTGAGAAACAATTTG
GTAAAGGCTCCATCATGCGCCTGGGTGAAGACCGTTCCATGGATGTGGAAACCATCTCTACCGGTT
CGCTTTCACTGGATATCGCGCTTGGGGCAGGTGGTCTGCCGATGGGCCGTATCGTCGAAATCTACG
GACCGGAATCTTCCGGTAAAACCACGCTGACGCTGCAGGTGATCGCCGCAGCGCAGCGTGAAGGT
AAAACCTGTGCGTTTATCGATGCTGAACACGCGCTGGACCCAATCTACGCACGTAAACTGGGCGTC
GATATCGACAACCTGCTGTGCTCCCAGCCGGACACCGGCGAGCAGGCACTGGAAATCTGTGACGCC
CTGGCGCGTTCTGGCGCAGTAGACGTTATCGTCGTTGACTCCGTGGCGGCACTGACGCCGAAAGCG
GAAATCGAAGGCGAAATCGGCGACTCTCACATGGGCCTTGCGGCACGTATGATGAGCCAGGCGAT
GCGTAAGCTGGCGGGTAACCTGAAGCAGTCCAACACGCTGCTGATCTTCATCAACCAGATCCGTAT
GAAAATTGGTGTG

PDE-17

AGTGAAGCGCGTCTGTTATTAGCATTAGCAATCCCGGTGATTCTCGCGCAAATCGCCCAAAC
TGCGATGGGTTTTGTCGATACCGTGATGGCGGGCGGCTATAGTGCCACCGACATGGCGGCGGTCGC
TATCGGTACTTCTATCTGGCTTCCGGCGATCCTCTTTGGTCACGGACTGCTGCTGGCATTAACGCCG
GTTATCGCGCAATTAAATGGTTCCGGTCGACGTGAGCGCATTGCGCATCAGGTGCGACAAGGTTTC
TGGCTGGCAGGTTTTGTTTCCGTTCTCATTATGCTGGTGCTGTGGAATGCAGGTTACATTATCCGCT
CCATGGAAAACATCGATCCGGCTCTGGCGGACAAAGCCGTGGGTTATCTGCGTGCGTTGTTGTGGG
GCGCGCCGGGATATCTGTTCTTCCAGGTTGCCCGTAACCAGTGTGAAGGTCTGGCAAAAACCAAGC
CGGGTATGGTAATGGGCTTTATCGGCCTGCTGGTGAACATCCCGGTGAACTATATCTTTATTTATGG
TCATTTCGGTATGCCTGAGCTCGGTGGCGTTGGTTGTGGCGTGGCTACTGCGGCGGTGTATTGGGTC
ATGTTC

PDE-21

GAAGTATATCAGTGAAGCGCGTCTGTTATTAGCATTAGCAATCCCGGTGATTCTCGCGCAAA
TCGCCCAAACTGCGATGGGTTTTGTCGATACCGTGATGGCGGGCGGCTATAGTGCCACCGACATGG
CGGCGGTCGCTATCGGTACTTCTATCTGGCTTCCGGCGATCCTCTTTGGTCACGGACTGCTGCTGGC
ATTAACGCCGGTTATCGCGCAATTAAATGGTTCCGGTCGACGTGAGCGCATTGCGCATCAGGTGCG
ACAAGGTTTCTGGCTGGCAGGTTTTGTTTCCGTTCTCATTATGCTGGTGCTGTGGAATGCAGGTTAC
ATTATCCGCTCCATGGAAAACATCGATCCGGCTCTGGCGGACAAAGCCGTGGGTTATCTGCGTGCG
TTGTTGTGGGGCGCGCCGGGATATCTGTTCTTCCAGGTTGCCCGTAACCAGTGTGAAGGTCTGGCA
AAAACCAAGCCGGGTATGGTAATGGGCTTTATCGGCCTGC
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PDE-25

GAAGTATATCAGTGAAGCGCGTCTGTTATTAGCATTAGCAATCCCGGTGATTCTCGCGCAAA
TCGCCCAAACTGCGATGGGTTTTGTCGATACCGTGATGGCGGGCGGCTATAGTGCCACCGACATGG
CGGCGGTCGCTATCGGTACTTCTATCTGGCTTCCGGCGATCCTCTTTGGTCACGGACTGCTGCTGGC
ATTAACGCCGGTTATCGCGCAATTAAATGGTTCCGGTCGACGTGAGCGCATTGCGCATCAGGTGCG
ACAAGGTTTCTGGCTGGCAGGTTTTGTTTCCGTTCTCATTATGCTGGTGCTGTGGAATGCAGGTTAC
ATTATCCGCTCCATGGAAAACATCGATCCGGCTCTGGCGGACAAAGCCGTGGGTTATCTGCGTGCG
TTGTTG

PDE-32

GTGAAGCGCGTCTGTTATTAGCATTAGCAATCCCGGTGATTCTCGCGCAAATCGCCCAAACT
GCGATGGGTTTTGTCGATACCGTGATGGCGGGCGGCTATAGTGCCACCGACATGGCGGCGGTCGCT
ATCGGTACTTCTATCTGGCTTCCGGCGATCCTCTTTGGTCACGGACTGCTGCTGGCATTAACGCCGG
TTATCGCGCAATTAAATGGTTCCGGTCGACGTGAGCGCATTGCGCATCAGGTGCGACAAGGTTTCT
GGCTGGCAGGTTTTGTTTCCGTTCTCATTATGCTGGTGCTGTGGAATGCAGGTTACATTATCCGCTC
CATGGAAAACATCGATCCGGCTCTGGCGGACAAAGCCGTGGGTTATCTGCGTGCGTTGTTGTGGGG
CGCGCCGGGATATCTGTTCTTCCAGGTTGCCCGTAACCAGTGTGAAGGTCTGGCAAAAACCAAGCC
GGGTATGGTAATGGGCTTTATCGGCCTGCTGGTGAACATCCCGGTGAACTATATCTTTATTTATGGT
CATTTCGGTATGCCTGAGCTCGGTGGCGTTGGTTGTGGCGTGGCTACTGCGGCGGTGTATTGGGTCA
TGTTCC

PDE-33

AGTGAAGCGCGTCTGTTATTAGCATTAGCAATCCCGGTGATTCTCGCGCAAATCGCCCAAAC
TGCGATGGGTTTTGTCGATACCGTGATGGCGGGCGGCTATAGTGCCACCGACATGGCGGCGGTCGC
TATCGGTACTTCTATCTGGCTTCCGGCGATCCTCTTTGGTCACGGACTGCTGCTGGCATTAACGCCG
GTTATCGCGCAATTAAATGGTTCCGGTCGACGTGAGCGCATTGCGCATCAGGTGCGACAAGGTTTC
TGGCTGGCAGGTTTTGTTTCCGTTCTCATTATGCTGGTGCTGTGGAATGCAGGTTACATTATCCGCT
CCATGGAAAACATCGATCCGGCTCTGGCGGACAAAGCCGTGGGTTATCTGCGTGCGTTGTTGTGGG
GCGCGCCGGGATATCTGTTCTTCCAGGTTGCCCGTAACCAGTGTGAAGGTCTGGCAAAAACCAAGC
CGGGTATGGTAATGGGCTTTATCGGCCTGCTGGTGAACATCCCGGTGAACTATATCTTTATTTATGG
TCATTTCGGTATGCCTGAGCTCGGTGGCGTTGGTTGTGGCGTGGCTACTGCGGCGGTGTATTGGGTC
ATGTTC

PDE-34

GTGAAGCGCGTCTGTTATTAGCATTAGCAATCCCGGTGATTCTCGCGCAAATCGCCCAAACT
GCGATGGGTTTTGTCGATACCGTGATGGCGGGCGGCTATAGTGCCACCGACATGGCGGCGGTCGCT
ATCGGTACTTCTATCTGGCTTCCGGCGATCCTCTTTGGTCACGGACTGCTGCTGGCATTAACGCCGG
TTATCGCGCAATTAAATGGTTCCGGTCGACGTGAGCGCATTGCGCATCAGGTGCGACAAGGTTTCT
GGCTGGCAGGTTTTGTTTCCGTTCTCATTATGCTGGTGCTGTGGAATGCAGGTTACATTATCCGCTC
CATGGAAAACATCGATCCGGCTCTGGCGGACAAAGCCGTGGGTTATCTGCGTGCGTTGTTGTGGGG
CGCGCCGGGATATCTGTTCTTCCAGGTTGCCCGTAACCAGTGTGAAGGTCTGGCAAAAACCAAGCC
GGGTATGGTAATGGGCTTTATCGGCCTGCTGGTGAACATCCCGGTGAACTATATCTTTATTTATGGT
CATTTCGGTATGCCTGAGCTCGGTGGCGTTGGTTGTGGCGTGGCTACTGCGGCGGTGTATTGGGTCA
TGTTCC

PDE-37

AAGTATATCAGTGAAGCGCGTCTGTTATTAGCATTAGCAATCCCGGTGATTCTCGCGCAAAT
CGCCCAAACTGCGATGGGTTTTGTCGATACCGTGATGGCGGGCGGCTATAGTGCCACCGACATGGC
GGCGGTCGCTATCGGTACTTCTATCTGGCTTCCGGCGATCCTCTTTGGTCACGGACTGCTGCTGGCA
TTAACGCCGGTTATCGCGCAATTAAATGGTTCCGGTCGACGTGAGCGCATTGCGCATCAGGTGCGA
CAAGGTTTCTGGCTGGCAGGTTTTGTTTCCGTTCTCATTATGCTGGTGCTGTGGAATGCAGGTTACA
TTATCCGCTCCATGGAAAACATCGATCCGGCTCTGGCGGACAAAGCCGTGGGTTATCTGCGTGCGT
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TGTTGTGGGGCGCGCCGGGATATCTGTTCTTCCAGGTTGCCCGTAACCAGTGTGAAGGTCTGGCAA
AAACCAAGCCGGGTATGGTAATGGGCTTTATCGGCCTGCTGGTGAACATCCCGGTGAACTATATCT
TTATTTATGGTCATTTCGGTATGCCTGAGCTCGGTGGCGTTGGTTGTGGCGTGGCTACTGCGGCGGT
GTATTGG

PDE-42

TCAGTGAAGCGCGTCTGTTATTAGCATTAGCAATCCCGGTGATTCTCGCGCAAATCGCCCAA
ACTGCGATGGGTTTTGTCGATACCGTGATGGCGGGCGGCTATAGTGCCACCGACATGGCGGCGGTC
GCTATCGGTACTTCTATCTGGCTTCCGGCGATCCTCTTTGGTCACGGACTGCTGCTGGCATTAACGC
CGGTTATCGCGCAATTAAATGGTTCCGGTCGACGTGAGCGCATTGCGCATCAGGTGCGACAAGGTT
TCTGGCTGGCAGGTTTTGTTTCCGTTCTCATTATGCTGG

PG-A4.1

GTAAAGGCTCCATCATGCGCCTGGGTGAAGACCGTTCCATGGATGTGGAAACCATCTCTACC
GGTTCGCTTTCACTGGATATCGCGCTTGGGGGCAGGTGGTCTGCCGATGGGCCGTATCGTCGAAAT
CTACGGACCGGAATCTTCCGGTAAAACCACGCTGACGCTGCAGGTGATCGCCGCAGCGCAGCGTG
AAGGTAAAACCTGTGCGTTTATCGATGCTGAACACGCGCTGGACCCAATCTACGCACGTAAACTGG
GCGTCGATATCGACAACCTGCTGTGCTCCCAGCCGGACACC

PG-B2.2

ACAAACAGAAAGCGTTGGCGGCAGCACTGGGCCAGATTGAGAAACAATTTGGTAAAGGCTC
CATCATGCGCCTGGGTGAAGACCGTTCCATGGATGTGGAAACCATCTCTACCGGTTCGCTTTCACTG
GATATCGCGCTTGGGGCAGGTGGTCTGCCGATGGGCCGTATCGTCGAAATCTACGGACCGGAATCT
TCCGGTAAAACCACGCTGACGCTGCAGGTGATCGCCGCAGCGCAGCGTGAAGGTAAAACCTGTGC
GTTTATCGATGCTGAACACGCGCTGGACCCAATCTACGCACGTAAACTGGGCGTCGATATCGACAA
CCTGCTGTGCTCCCAGCCGGACACCGGCGAGCAGGCACTGGAAATCTGTGACGCCCTGGCGCGTTC
TGGCGCAGTAGACGTTATCGTCGTTGACTCCGTGGCGGCACTGACGCCGAAAGCGGAAATCGAAG
GCGAAATCGGCGACTCTCACATGGGCCTTGCGGCACGTATGATGAGCCAGGCGATGCGTAAGCTG
GCGGGTAACCTGAAGCAGTCCAACACGCTGCTGATCTTCATCAACCAGATCCGTATGAAAATTGGT
GTGATGTTCGGTA

PG-B4.1

AGTGAAGCGCGTCTGTTATTAGCATTAGCAATCCCGGTGATTCTCGCGCAAATCGCCCAAAC
TGCGATGGGTTTTGTCGATACCGTGATGGCGGGCGGCTATAGTGCCACCGACATGGCGGCGGTCGC
TATCGGTACTTCTATCTGGCTTCCGGCGATCCTCTTTGGTCACGGACTGCTGCTGGCATTAACGCCG
GTTATCGCGCAATTAAATGGTTCCGGTCGACGTGAGCGCATTGCGCATCAGGTGCGACAAGGTTTC
TGGCTGGCAGGTTTTGTTTCCGTTCTCATTATGCTGGTGCTGTGGAATGCAGGTTACATTATCCGCT
CCATGGAAAACATCGATCCGGCTCTGGCGGACAAAGCCGTGGGTTATCTGCGTGCGTTGTTGTGGG
GCGCGCCGGGATATCTGTTCTTCCAGGTTGCCCGTAACCAGTGTGAAGGTCTGGCAAAAACCAAGC
CGGGTATGGTAATGGGCTTTATCGGCCTGCTGGTGAACATCCCGGTGAACTATATCTTTATTTATGG
TCATTTCGGTATGCCTGAGCTCGGTGGCGTTGGTTGTGGCGTGGCTACTGCGGCGGTGTATTGGGTC
ATGTTC

PG-B5.2

CGAAAACAAACAGAAAGCGTTGGCGGCAGCACTGGGCCAGATTGAGAAACAATTTGGTAAA
GGCTCCATCATGCGCCTGGGTGAAGACCGTTCCATGGATGTGGAAACCATCTCTACCGGTTCGCTTT
CACTGGATATCGCGCTTGGGGC

PG-B5.5

GCCAGATTGAGAAACAATTTGGTAAAGGCTCCATCATGCGCCTGGGTGAAGACCGTTCCATG
GATGTGGAAACCATCTCTACCGGTTCGCTTTCACTGGATATCGCGCTTGGGGCAGGTGGTCTGCCG
ATGGGCCGTATCGTCGAAATCTACGGACCGGAATCTTCCGGTAAAACCACGCTGACGCTGCAGGTG
ATCGCCGCAGCGCAGCGTGAAGGTAAAACCTGTGCGTTTATCGATGCTGAACACGCGCTGGACCCA
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ATCTACGCACGTAAACTGGGCGTCGATATCGACAACCTGCTGTGCTCCCAGCCGGACACCGGCGAG
CAGGCACTGGAAATCTGTGACGCCCTGGCGCGTTCTGGCGCAGTAGACGTTATCGTCGTTGACTCC
GTGGCGGCACTGACGCCGAAAGCGGAAATCGAAGGCGAAATCGGCGACTCTCACATGGGCCTTGC
GGCACGTATGATGAGCCAGGCGATGCGTAAGCTGGCGGGTAAC

PG-B5.13

CGGCAGCACTGGGCCAGATTGAGAAACAATTTGGTAAAGGCTCCATCATGCGCCTGGGTGAA
GACCGTTCCATGGATGTGGAAACCATCTCTACCGGTTCGCTTTCACTGGATATCGCGCTTGGGGCA
GGTGGTCTGCCGATGGGCCGTATCGTCGAAATCTACGGACCGGAATCTTCCGGTAAAACCACGCTG
ACGCTGCAGGTGATCGCCGCAGCGCAGCGTGAAGGTAAAACCTGTGCGTTTATCGATGCTGAACAC
GCGCTGGACCCAATCTACGCACGTAAACTGGGCGTCGATA

PG-B5.14

GGCAGCACTGGGCCAGATTGAGAAACAATTTGGTAAAGGCTCCATCATGCGCCTGGGTGAA
GACCGTTCCATGGATGTGGAAACCATCTCTACCGGTTCGCTTTCACTGGATATCGCGCTTGGGGCA
GGTGGTCTGCCGATGGGCCGTATCGTCGAAATCTACGGACCGGAATCTTCCGGTAAAACCACGCTG
ACGCTGCAGGTGATCGCCGCAGCGCAGCGTGAAGGTAAAACCTGTGCGTTTATCGATGCTGAACAC
GCGCTGGACCCAATCTACGCACGTAAACTGGGCGTCGATATCGACAACCTGCTGTGCTCCCAGCCG
GACACCGGCGAGCAGGCACTGGAAATCTGTGACGCCCTGGCGCGTTCTGGCGCAGTAGACGTTATC
GTCGTTGACTCCGTGGCGGCACTGACGCCGAAAGCGGAAATCGAAGGCGAAATCGGCGACTCTCA
CATGGGCCTTGCGGCACGTATGATGAGCCAGGCGATGCGTAAGCTGGCGGGTAACCTGAAGCAGT
CCAACACGCTGCTGATCTTCATCAACCAGATCCGTATGAAAATTGGTGTGATGTTCGGTAACCCGG
AAACCACTACCGG

PG-B6.4

CTATCGACGAAAACAAACAGAAAGCGTTGGCGGCAGCACTGGGCCAGATTGAGAAACAATT
TGGTAAAGGCTCCATCATGCGCCTGGGTGAAGACCGTTCCATGGATGTGGAAACCATCTCTACCGG
TTCGCTTTCACTGGATATCGCGCTTGGGGCAGGTGGTCTGCCGATGGGCCGTATCGTCGAAATCTAC
GGACCGGAATCTTCCGGTAAAACCACGCTGACGCTGCAGGTGATCGCCGCAGCGCAGCGTGAAGG
TAAAACCTGTGCGTTTATCGATGCTGAACACGCGCTGGACCCAATCTACGCACGTAAACTGGGCGT
CGATATCGACAACCTGCTGTGCTCCCAGCCGGACACCGGCGAGCAGGCACTGGAAATCTGTGACGC
CCTGGCGCGTTCTGGCGCAGTAGACGTTATCGTCGTTGACTCCGTGGCGGCACTGACGCCGAAAGC
GGAAATCGAAGGCGAAATCGGCGACTCTCACATGGGCCTTGCGGCACGTATGATGAGCCAGGCGA
TGCGTAAGCTGGCGGGTAACCTGAAGCAGTCCAACACGCTGCTGATCTTCATCAACCAGATCCGTA
TGAAAATTGGTG

PG-B6.5

GGCAGCACTGGGCCAGATTGAGAAACAATTTGGTAAAGGCTCCATCATGCGCCTGGGTGAA
GACCGTTCCATGGATGTGGAAACCATCTCTACCGGTTCGCTTTCACTGGATATCGCGCTTGGGGCA
GGTGGTCTGCCGATGGGCCGTATCGTCGAAATCTACGGACCGGAATCTTCCGGTAAAACCACGCTG
ACGCTGCAGGTGATCGCCGCAGCGCAGCGTGAAGGTAAAACCTGTGCGTTTATCGATGCTGAACAC
GCGCTGGACCCAATCTACGCACGTAAACTGGGCGTCGATATCGACAACCTGCTGTGCTCCCAGCCG
GACACCGGCGAGCAGGCACTGGAAATCTGTGACGCCCTGGCGCGTTCTGGCGCAGTAGACGTTATC
GTCGTTGACTCCGTGGCGGCACTGACGCCGAAAGCGGAAATCGAAGGCGAAATCGGCGACTCTCA
CATGGGCCTTGCGGCACGTATGATGAGCCAGGCGATGCGTAAGC

PG-C3.1

GAAACAATTTGGTAAAGGCTCCATCATGCGCCTGGGTGAAGACCGTTCCATGGATGTGGAAA
CCATCTCTACCGGTTCGCTTTCACTGGATATCGCGCTTGGGGCAGGTGGTCTGCCGATGGGCCGTAT
CGTCGAAATCTACGGACCGGAATCTTCCGGTAAAACCACGCTGACGCTGCAGGTGATCGCCGCAGC
GCAGCGTGAAGGTAAAACCTGTGCGTTTATCGATGCTGAACACGCGCTGGACCCAATCTACGCACG
TAAACTGGGCGTCGATATCGACAACCTGCTGTGCTCCCAGCCGGACACCGGCGAGCAGGCACTGG
AAATCTGTGACGCCCTGGCGCGTTCTGGCGCAGTAGACGTTATCGTCGTTGACTCCGTGGCGGCAC
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TGACGCCGAAAGCGGAAATCGAAGGCGAAATCGGCGACTCTCACATGGGCCTTGCGGCACGTATG
ATGAGCCAGGCGATGCGTAAGCTGGCGGGTAACCTGAAGCAGT

PE-2

TCAGTGAAGCGCGTCTGTTATTAGCATTAGCAATCCCGGTGATTCTCGCGCAAATCGCCCAA
ACTGCGATGGGTTTTGTCGATACCGTGATGGCGGGCGGCTATAGTGCCACCGACATGGCGGCGGTC
GCTATCGGTACTTCTATCTGGCTTCCGGCGATCCTCTTTGGTCACGGACTGCTGCTGGCATTAACGC
CGGTTATCGCGCAATTAAATGGTTCCGGTCGACGTGAGCGCATTGCGCATCAGGTGCGACAAGGTT
TCTGGCTGGCAGGTTTTGTTTCCGTTCTCATTATGCTGGTGCTGTGGAATGCAGGTTACATTATCCG
CTCCATGGAAAACATCGATCCGGCTCTGGCGGACAAAGCCGTGGGTTATCTGCGTGCGTTGTTGTG
GGGCGCGCCGGGATATCTGTTCTTCCAGGTTGCCCGTAACCAGTGTGAAGGTCTGGCAAAAACCAA
GCCGGGTATGGTAATGGGCTTTATCGGCCTGCTGGTGAACATCCCGGTGAACTATATCTTTATTTAT
GGTCATTTCGGTATGCCTGAGCTCGGTGGCGTTGGTTGTGGCGTGGCTACTGCGGCGGTGTATTGG
GTCATGT

PE-3

AAGCGTTGGCGGCAGCACTGGGCCAGATTGAGAAACAATTTGGTAAAGGCTCCATCATGCGC
CTGGGTGAAGACCGTTCCATGGATGTGGAAACCATCTCTACCGGTTCGCTTTCACTGGATATCGCG
CTTGGGGCAGGTGGTCTGCCGATGGGCCGTATCGTCGAAATCTACGGACCGGAATCTTCCGGTAAA
ACCACGCTGACGCTGCAGGTGATCGCCGCAGCGCAGCGTGAAGGTAAAACCTGTGCGTTTATCGAT
GCTGAACACGCGCTGGACCCAATCTACGCACGTAAACTGGGCGTCGATATCGACAACCTGCTGTGC
TCCCAGCCGGACACCGGCGAGCAGGCACTGGAAATCTGTGACGCCCTGGCGCGTTCTGGCGCAGTA
GACGTTATCGTCGTTGACTCCGTGGCGGCACTGACGCCGAAAGCGGAAATCGAAGGCGAAATCGG
CGACTCTCACATGGGCCTTGCGGCACGTATGATGAGCCAGGCG

PE-4

TCAGTGAAGCGCGTCTGTTATTAGCATTAGCAATCCCGGTGATTCTCGCGCAAATCGCCCAA
ACTGCGATGGGTTTTGTCGATACCGTGATGGCGGGCGGCTATAGTGCCACCGACATGGCGGCGGTC
GCTATCGGTACTTCTATCTGGCTTCCGGCGATCCTCTTTGGTCACGGACTGCTGCTGGCATTAACGC
CGGTTATCGCGCAATTAAATGGTTCCGGTCGACGTGAGCGCATTGCGCATCAGGTGCGACAAGGTT
TCTGGCTGGCAGGTTTTGTTTCCGTTCTCATTATGCTGGTGCTGTGGAATGCAGGTTACATTATCCG
CTCCATGGAAAACATCGATCCGGCTCTGGCGGACAAAGCCGTGGGTTATCTGCGTGCGTTGTTGTG
GGGCGCGCCGGGATATCTGTTCTTCCAGGTTGCCCGTAACCAGTGTGAAGGTCTGGCAAAAACCAA
GCCGGGTATGGTAATGGGCTTTATCGGCCTGCTGGTGAACATCCCGGTGAACTATATCTTTATTTAT
GGTCATTTCGGTATGCCTGAGCTCGGTGGCGTTGGTTGTGGCGTGGCTACTGCGGCGGTGTATTGG
GTCAT

GT

PE-7

GCTATCGACGAAACAAACAGAAAGCGTTGGCGGCAGCACTGGGCCAGATTGAGAAACAATT
TGGTAAAGGCTCCATCATGCGCCTGGGTGAAGACCGTTCCATGCATGTGGAACCATCTCTACGGTT
CGCTTCACTGGAATATCGCGCGCTTGGGGCAGTGGTCTGCCGATGGGCCGTTATCGTCGAAATCTA
CGGGACCGGAATTCTTCCGGTAAAACCACCGCTGACCGCTGCAAGTGGTACCGCCGCCACCGCAGC
GGTGAGAGGGTAAAACCTGGTGCGGTTTTATCCATGCGTGA

PE-12

AGCGTTGGCGGCAGCACTGGGCCAGATTGAGAAACAATTTGGTAAAGGCTCCATCATGCGCC
TGGGTGAAGACCGTTCCATGGATGTGGAAACCATCTCTACCGGTTCGCTTTCACTGGATATCGCGCT
TGGGGCAGGTGGTCTGCCGATGGGCCGTATCGTCGAAATCTACGGACCGGAATCTTCCGGTAAAAC
CACGCTGACGCTGCAGGTGATCGCCGCAGCGCAGCGTGAAGGTAAAACCTGTGCGTTTATCGATGC
TGAACACGCGCTGGACCCAATCTACGCACGTAAACTGGGCGTCGATATCGACAACCTGCTGTGCTC
CCAGCCGGACACCGGCGAGCAGGCACTGGAAATCTGTGACGCCCTGGCGCGTTCTGGCGCAGTAG
ACGTTATCGTCGTTGACTCCGTGGCGGCACTGACGCCGAAAGCGGAAATCGAAGGCGAAATCGGC
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GACTCTCACATGGGCCTTGCGGCACGTATGATGAGCCAGGCGATGCGTAAGCTGGCGGGTAACCTG
AAGCAGTCCAACACGCTGCTGATCTTCATCAACCAGATCCGTATGAAAATTGGTGTGATGTTCGGT
AACCCGGAAAC

PE-21

AGAAACAATTTGGTAAAGGCTCCATCATGCGCCTGGGTGAAGACCGTTCCATGGATGTGGAA
ACCATCTCTACCGGTTCGCTTTCACTGGATATCGCGCTTGGGGCAGGTGGTCTGCCGATGGGCCGTA
TCGTCGAAATCTACGGACCGGAATCTTCCGGTAAAACCACGCTGACGCTGCAGGTGATCGCCGCAG
CGCAGCGTGAAGGTAAAACCTGTGCGTTTATCGATGCTGAACACGCGCTGGACCCAATCTACGCAC
GTAAACTGGGCGTCGATATCGACAACCTGCTGTGCTCCCAGCCGGACACCGGCGAGCAGGCACTG
GAAATCTGTGACGCCCTGGCGCGTTCTGGCGCAGTAGACGTTATCGTCGTTGACTCCGTGGCGGCA
CTGACGCCGAAAGCGGAAATCGAAGGCGAAATCGGCGACTCTCACATGGGCCTTGCGGCACGTAT
GATGAGCCAGGCGATGCGTAAGCTGGCGGGTAACCTGAAGCAG

PE-22

GCGTTGGCGGCAGCACTGGGCCAGATTGAGAAACAATTTGGTAAAGGCTCCATCATGCGCCT
GGGTGAAGACCGTTCCATGGATGTGGAAACCATCTCTACCGGTTCGCTTTCACTGGATATCGCGCTT
GGGGCAGGTGGTCTGCCGATGGGCCGTATCGTCGAAATCTACGGACCGGAATCTTCCGGTAAAACC
ACGCTGACGCTGCAGGTGATCGCCGCAGCGCAGCGTGAAGGTAAAACCTGTGCGTTTATCGATGCT
GAACACGCGCTGGACCCAATCTACGCCACGTAAACTGGG

PE-29

AGCGTTGGCGGCAGCACTGGGCCAGATTGAGAAACAATTTGGTAAAGGCTCCATCATGCGCC
TGGGTGAAGACCGTTCCATGGATGTGGAAACCATCTCTACCGGTTCGCTTTCACTGGATATCGCGCT
TGGGGCAGGTGGTCTGCCGATGGGCCGTATCGTCGAAATCTACGGACCGGAATCTTCCGGTAAAAC
CACGCTGACGCTGCAGGTGATCGCCGCAGCGCAGCGTGAAGGTAAAACCTGTGCGTTTATCGATGC
TGAACACGCGCTGGACCCAATCTACGCACGTAAACTGGGCGTCGATATCGACAACCTGCTGTGCTC
CCAGCCGGACACCGGCGAGCAGGCACTGGAAATCTGTGACGCCCTGGCGCGTTCTGGCGCAGTAG
ACGTTATCGTCGTTGACTCCGTGGCGGCACTGACGCCGAAAGCGGAAATCGAAGGCGAAATCGGC
GACTCTCACATGGGCCTTGCGGCACGTATGATGAGCCAGGCGATGCGTAAGCTGGCGGGTAACCTG
AAGCAGTCCAACACGCTGCTGATCTTCATCAACCAGATCCGTATGAAAATTGGTGTGATGTTCGGT
AACCCGGAAAC

PE-30

AAGCGTTGGCGGCAGCACTGGGCCAGATTGAGAAACAATTTGGTAAAGGCTCCATCATGCGC
CTGGGTGAAGACCGTTCCATGGATGTGGAAACCATCTCTACCGGTTCGCTTTCACTGGATATCGCG
CTTGGGGCAGGTGGTCTGCCGATGGGCCGTATCGTCGAAATCTACGGACCGGAATCTTCCGGTAAA
ACCACGCTGACGCTGCAGGTGATCGCCGCAGCGCAGCGTGAAGGTAAAACCTGTGCGTTTATCGAT
GCTGAACACGCGCTGGACCCAATCTACGCACGTAAACTGGGCGTCGATATCGACAACCTGCTGTGC
TCCCAGCCGGACACCGGCGAGCAGGCACTGGAAATCTGTGACGCCCTGGCGCGTTCTGGCGCAGTA
GACGTTATCGTCGTTGACTCCGTGGCGGCACTGACGCCGAAAGCGGAAATCGAAGGCGAAATCGG
CGACTCTCACATGGGCCTTGCGGCACGTATGATGAGCCAGGCGATGCGTAAGCTGGCGGGTAACCT
GAAGCAGTCCAACACGCTGCTGATCTTCATCAACCAGATCCGTATGAAAATTGGTGTGATGTTCGG
TAACCCGGAAA

PE-31

AAAGCGTTGGCGGCAGCACTGGGCCAGATTGAGAAACAATTTGGTAAAGGCTCCATCATGC
GCCTGGGTGAAGACCGTTCCATGGATGTGGAAACCATCTCTACCGGTTCGCTTTCACTGGATATCG
CGCTTGGGGCAGGTGGTCTGCCGATGGGCCGTATCGTCGAAATCTACGGACCGGAATCTTCCGGTA
AAACCACGCTGACGCTGCAGGTGATCGCCGCAGCGCAGCGTGAAGGTAAAACCTGTGCGTTTATCG
ATGCTGAACACGCGCTGGACCCAATCTACGCACGTAAACTGGGCGTCGATATCGACAACCTGCTGT
GCTCCCAGCCGGACACCGGCGAGCAGGCACTGGAAATCTGTGACGCCCTGGCGCGTTCTGGCGCA
GTAGACGTTATCGTCGTTGACTCCGTGGCGGCACTGACGCCGAAAGCGGAAATCGAAGGCGAAAT
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CGGCGACTCTCACATGGGCCTTGCGGCACGTATGATGAGCCAGGCGATGCGTAAGCTGGCGGGTA
ACCTGAAGCAGTCCAACACGCTGCTGATCTTCATCAACCAGATCCGTATGAAAATTGGTGTGATGT
TCGGTAACCCGGAA

PE-35

GGGCCAGATTGAGAAACAATTTGGTAAAGGCTCCATCATGCGCCTGGGTGAAGACCGTTCCA
TGGATGTGGAAACCATCTCTACCGGTTCGCTTTCACTGGATATCGCGCTTGGGGCAGGTGGTCTGCC
GATGGGCCGTATCGTCGAAATCTACGGACCGGAATCTTCCGGTAAAACCACGCTGACGCTGCAGGT
GATCGCCGCAGCGCAGCGTGAAGGTAAAACCTGTGCGTTTATCGATGCTGAACACGCGCTGGACCC
AATCTACGCACGTAAACTGGGCGTCGATATCGACAACCTGCTGTGCTCCCAGCCGGACACCGGCGA
GCAGGCACTGGAAATCTGTGACGCCCTGGCGCGTTCTGGCGCAGTAGACGTTATCGTCGTTGACTC
CGTGGCGGCACTGACGCCGAAAGCGGAAATCGAAGGCGAAATCGGCGACTCTCACATGGGCCTTG
CGGCACGTATGATGAGCCAGGCGATGCGTAAGCTGGCGGGTA

PE-40

AAGCGTTGGCGGCAGCACTGGGCCAGATTGAGAAACAATTTGGTAAAGGCTCCATCATGCGC
CTGGGTGAAGACCGTTCCATGGATGTGGAAACCATCTCTACCGGTTCGCTTTCACTGGATATCGCG
CTTGGGGCAGGTGGTCTGCCGATGGGCCGTATCGTCGAAATCTACGGACCGGAATCTTCCGGTAAA
ACCACGCTGACGCTGCAGGTGATCGCCGCAGCGCAGCGTGAAGGTAAAACCTGTGCGTTTATCGAT
GCTGAACACGCGCTGGACCCAATCTACGCACGTAAACTGGGCGTCGATATCGACAACCTGCTGTGC
TCCCAGCCGGACACCGGCGAGCAGGCACTGGAAATCTGTGACGCCCTGGCGCGTTCTGGCGCAGTA
GACGTTATCGTCGTTGACTCCGTGGCGGCACTGACGCCGAAAGCGGAAATCGAAGGCGAAATCGG
CGACTCTCACATGGGCCTTGCGGCACGTATGATGAGCCAGGCGATGCGTAAGCTGGCGGGTAACCT
GAAGCAGTCCAACACGCTGCTGATCTTCATCAACCAGATCCGTATGAAAATTGGTGTGATGTTCGG
TAACCCGGAAA

PE-41

AAGCGTTGGCGGCAGCACTGGGCCAGATTGAGAAACAATTTGGTAAAGGCTCCATCATGCGC
CTGGGTGAAGACCGTTCCATGGATGTGGAAACCATCTCTACCGGTTCGCTTTCACTGGATATCGCG
CTTGGGGCAGGTGGTCTGCCGATGGGCCGTATCGTCGAAATCTACGGACCGGAATCTTCCGGTAAA
ACCACGCTGACGCTGCAGGTGATCGCCGCAGCGCAGCGTGAAGGTAAAACCTGTGCGTTTATCGAT
GCTGAACACGCGCTGGACCCAATCTACGCACGTAAACTGGGCGTCGATATCGACAACCTGCTGTGC
TCCCAGCCGGACACCGGCGAGCAGGCACTGGAAATCTGTGACGCCCTGGCGCGTTCTGGCGCAGTA
GACGTTATCGTCGTTGACTCCGTGGCGGCACTGACGCCGAAAGCGGAAATCGAAGGCGAAATCGG
CGACTCTCACATGGGCCTTGCGGCACGTATGATGAGCCAGGCGATGCGTAAGCTGGCGGGTAACCT
GAAGCAGTCCAACACGCTGCTGATCTTCATCAACCAGATCCGTATGAAAATTGGTGTGATGTTCGG
TAACCCGGAAA

PE-42

AAGCGTTGGCGGCAGCACTGGGCCAGATTGAGAAACAATTTGGTAAAGGCTCCATCATGCGC
CTGGGTGAAGACCGTTCCATGGATGTGGAAACCATCTCTACCGGTTCGCTTTCACTGGATATCGCG
CTTGGGGCAGGTGGTCTGCCGATGGGCCGTATCGTCGAAATCTACGGACCGGAATCTTCCGGTAAA
ACCACGCTGACGCTGCAGGTGATCGCCGCAGCGCAGCGTGAAGGTAAAACCTGTGCGTTTATCGAT
GCTGAACACGCGCTGGACCCAATCTACGCACGTAAACTGGGCGTCGATATCGACAACCTGCTGTGC
TCCCAGCCGGACACCGGCGAGCAGGCACTGGAAATCTGTGACGCCCTGGCGCGTTCTGGCGCAGTA
GACGTTATCGTCGTTGACTCCGTGGCGGCACTGACGCCGAAAGCGGAAATCGAAGGCGAAATCGG
CGACTCTCACATGGGCCTTGCGGCACGTATGATGAGCCAGGCGATGCGTAAGCTGGCGGGTAACCT
GAAGCAGTCCAACACGCTGCTGATCTTCATCAACCAGATCCGTATGAAAATTGGTGTGATGTTCGG
TAACCCGGAAA
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