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OZET
OMURGASIZLARDA YENI BULUNAN ATP BAGIMLI DNA LIGAZ II (LiGII)
ALT-AILESININ iLK UYESIi TETRAHYMENA THERMOPHILA TTLIGII-1
ENZIMININ HUCRESEL GOREVININ TANIMLANMASI

Nur¢in KUCUKOGLU

Molekiiler Biyoloji Anabilim Dal1
Biyoloji Bilim Dali

Eskisehir Teknik Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Ocak 2023
Danigsman: Prof. Dr. Muhittin ARSLANYOLU

Genomlarin korunmasi, tamiri ve genetik ¢esitliliginde DNA Ligaz enzimleri gérev
alir. Omurgali canlilarda ATP bagimli DNA Ligaz I, I1I ve IV bulunurken mitokondriyal
genom replikasyonu ve tamirinde gorev alan Ligaz I1I omurgasiz 6karyotlarda bulunmaz.
Omurgasiz 6karyot grubunda yer alan tek hiicreli ve silli bir model organizma olan
Tetrahymena thermophila kalitimsal ve yasamsal olaylar1 yoneten mikrocekirdek (MiK)
ve makrogekirdege (MAK) ile mitokondriyal genoma sahiptir. Eseyli iiremede yogun
genom diizenlenmesi ile MIK’den MAK olusur. T. thermophila genomunda iki Ligaz I,
bir Ligaz IV ile bir de hipotetik Ligaz geni bulunur. Bu tez kapsaminda; hipotetik Ligaz
geninin in silico, in vivo ve in vitro yontemlerle ligasyon kabiliyeti, ¢cekirdekte genom
diizenlenmesi ile mitokondriyal genomun replikasyon ve tamirindeki olasi gérevlerinin
arastirllmas1 amaglanmistir. Filogenetik aga¢ analizi; sadece omurgasiz Okaryotik
canlilarda bulunan bu ¢alisma ile Ligaz II ad1 verilen yeni bir ligaz alt ailesinin varligini
ve bu hipotetik ligaz enziminin (TtLiglI) bu ailt ailenin {iyesi oldugunu ortaya koymustur.
T. thermophila’da rekombinant iiretilerek saflagtirilan TtLiglI-6xHis enzimi in vitro DNA
ligaz aktivite reaksiyonunda, yapiskan uglu DNA parcalarmi birlestirme aktivitesine
sahiptir. TtLiglI-sfGFP fiizyon proteini mitokondrilerde ve konjugatif hiicrelerin MIK ve
MAK larina lokalize olmustur. Bu tez ¢aligmasi ile 6karyotik ATP bagimli DNA Ligaz
ailesinin Ligl, LiglIl ve LiglV alt aileleri yaninda LiglII alt ailesine de sahip oldugu; ilk
tiye TtLigll’nin ise ¢ekirdek ile mitokondrilerde DNA tamirinde gorev alabilecegi
sonucuna varilmistir.

Anahtar Sozciikler: Tetrahymena, DNA Tamiri, Genom Reorganizasyonu, DNA Ligaz.
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ABSTRACT

IDENTIFICATION OF THE CELLULAR ROLE OF THE TETRAHYMENA
THERMOPHILA TTLIGII-1 ENZYME THAT THE FIRST MEMBER OF THE
NEWLY DEFINED ATP-DEPENDENT DNA LIGASE II (LIGII) SUBFAMILY IN
INVERTEBRATES

Nur¢in KUCUKOGLU

Department of Molecular Biology
Programme in Biology
Eskisehir Technical University, Institute of Graduate Programs, January 2023
Supervisor: Prof. Dr. Muhittin ARSLANYOLU

DNA ligase enzymes are involved in the protection, repair and genetic diversity of
genomes. While ATP-dependent DNA Ligase I, III and IV are found in vertebrates,
Ligase III, which is involved in mitochondrial genome replication and repair, is not found
in invertebrate eukaryotes. Single-celled ciliated Tetrahymena thermophila, which is
under the invertebrate eukaryotes, has a genome of mitochondria, micronucleus (MIC)
and macronucleus (MAK) that direct hereditary and somatic events. In sexual
reproduction, MAK is formed from MIC by intense genome editing. T. thermophila
genome contains two Lig I, one Lig IV and one hypothetical Ligase gene. Within the
scope of this thesis; it is aimed to investigate with in silico, in vivo and in vitro methods
whether the hypothetical Ligase gene has ligase activity, and whether it can take part in
nuclear and mitochondrial genome repair as well as replication. Maximum likelihood
phylogenetic tree analysis revealed that this hypothetical ligase enzyme (TtLigll) is
actually a member of a new ligase subfamily called Ligase II, which is only found in
invertebrate eukaryotic organisms. TtLigll-6xHis enzyme, which was produced
recombinantly in T. thermophila and purified affinitically, has the repair activity of
phosphodiester nicks in dsSDNA fragments showed by ligating these fragments in in vitro
DNA ligase activity reaction. TtLigll-sftGFP was localized into mitochondria, MIC and
developing MAC in conjugation. This thesis study concluded that the eukaryotic ATP-
dependent DNA Ligase family has a new subfamily called LiglI next to the well studied
Ligl, LiglII and LiglV subfamilies and that its first member, TtLigll, could possibly take
role in the repair of nuclei and mitochondria dsSDNA nicks.

Keywords: Tetrahymena, DNA Repair, Genome Reorganization, DNA Ligase.
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1. GIRIS
Canlilar aleminde genomun biitiinliigiiniin korunmasi sadece hiicresel faaliyetlerin
stirdiiriilebilirligi i¢in degil, tiiriin devami i¢in de ¢ok 6nemlidir. Canlilarin DNA’sinda

her giin meydana gelen 100.000 civarinda mutasyonun siirekli kontrolii ve tamiri oldukga

hassas ve karmasik bir mekanizmayla saglanir (Hoeijmakers, 2009).

1.1. DNA Tamiri

DNA tamiri temelde tek ve ¢ift zincir kirik tamiri olarak kategorize edilir. Tek zincir
kirik tamirleri (Single Strand Breaks/SSB); Baz Cikarma Tamiri (Base Excision
Repair/BER), Niikleotid Cikarma Tamiri (Nucleotide Excision Repair/NER) ve Yanlis
Eslesme Tamiri (Mismatch Repair/MMR) seklinde siniflandirilirken ¢ift zincir kirik
(Double Strand Breaks/DSB) tamirleri ise Homolog Olmayan Uglarin Birlestirilmesi
(Non-homolgous End Joining/NHEJ) ve Homolog Rekombinasyon (HR, Homologous
Recombination/HR) mekanizmalaridir (Iyama ve Wilson, 2013). Bakteri ve maya
caligmalari ile ilk temelleri atilan, memeli hiicreleri ile detaylandirilan tamir yolaklarinin

gorev zamanint DNA hasariin yapisi ve hiicre dongiisii belirler.

DNA’nin deaminasyon, oksidasyon ve metilasyondan kaynaklanan fakat DNA
sarmal yapisinda bozulmaya neden olmayan kiiciik baz lezyonlari, Baz ¢ikarma tamiri
(BER) ile diizeltilir. Hasarin taninmasiyla baslayan tamir, ikinci basamakta hatali bazin
bir glikozilaz enzimiyle deoksiriboz sekerden kesilip uzaklastirilmasi ile devam eder ve
son adimda bazsiz seker zincirden kesilip uzaklastirilir; eksik baz polimerizasyon ve
zincirin kalani ile birlestirilerek tamir tamamlanir. Tiim bu islemler tamir kompleksinin
bilesenlerinin farkilik gosterdigi, kisa yamali BER (short patch BER, spBER) ya da uzun
yamali BER (long patch BER, IpBER) adi verilen iki alt mekanizmadan biriyle
gerceklestirilir (Krokan ve Bjoras, 2013). spBER sadece hatali bazin ¢ikarilip dogrusunun
eklenerek ligasyonunu saglarken, IpBER hatali baz ile birlikte 3' ucundaki birkag ekstra
bazin da ¢ikarilip yeniden polimerize edildigi bir mekanizmadir (Izumi ve Mellon, 2016).
Bu farklilasmaya ek olarak spBER hiicre dongiisiiniin hangi asamada olduguna baglh
olmaksizin ¢ekirdek ve mitokondri DNA’sinin tamirinde baskin olarak gorev
almaktayken, genellikle S fazindaki hiicre ¢ekirdeklerinde IpBER gorev alir (Krokan,
2013). Tamirin ilk adiminda hasar1 belirleyen tanima faktorii, yola hangi BER

mekanizmasi ile devam edileceginde de s6z sahibidir.
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Niikleotit ¢ikarma tamiri (NER); UV, mutajen ya da cesitli kemoterapi ajanlara
maruz kalma sonucu, DNA heliks yapisinda degisiklik olusturacak sekilde niikleotitlerde
meydana gelen “bulky” lezyonlarda gorev alir (Hoeijmakers, 2009). Heliks yapisinda
cikintiya neden olan hatal1 niikleotit ¢ikarilir, dogrusu polimerize edilir ve kalan zincire
baglanir (Goosen, 2013). Tlim hiicresel sathalarda gorev alan NER bilesenlerinden olusan
tamir mekanizmasina global genom NER (ggNER) denir. Bazen “bulky” niikleotitler
transkripsiyonun duraksamasina neden olur; bu durumda ggNER’de gorev alan
faktorlerden farkli faktorlerin  organizasyonuyla transkripsiyon bagimli NER
(transcription coupled NER/ tcNER) mekanizmasi devreye girer (Goosen, 2013; Hu vd.,
2015).

Cift zincir kiriklarinin tamiri homolog rekombinasyon (HR) ve homolog olmayan
uclarin birlestirilmesi (NHEJ) mekanizmalar ile gerceklestirilir. HR isleyis prensibi
geregi kardes kromatidin varligina ihtiya¢ duyar ve bu nedenle sadece S ve G2
evresindeki hiicrelerde meydana gelir. Genellikle G1 evresindeki hiicrelerde, yani kardes
kromatidin olmadig1r durumlarda, homolog olmayan uclarin birlestirilmesi (NHEJ)

mekanizmasi aktiftir (Iyama ve Wilson, 2013).

Yukarida bahsi gecen ve son derece karmasik bir mekanizma ile diizenlenen tamir
yolaklarinin her biri kirtk DNA’nin ligaz enzimi ile birlestirilmesiyle sonlanir. Bu nedenle
tezin kapsami olan DNA ligaz enzim konusu disinda kalan DNA tamir yolaklarina

deginilmemistir.

1.2. DNA Ligazlar

DNA’nin replikasyonu, rekombinasyonu ve tamirini igeren biyolojik olaylar
esnasinda ¢ift zincirli DNA iizerinde olusan ¢entiklerin (DNA’nin fosfat-riboz iskeletinde
bir fosfodiester kovalent bag eksikligi) in vivo tamirini, DNA ligazlar gerceklestirir.
Ligasyon reaksiyonu tim DNA Ligazlar i¢in korunmus olup, li¢ basamakta meydana
gelir; (1) enzimin adenilasyonu, (i1) DNA’nin adenilasyonu ve (iii) tamir. Ligasyonun ilk
adimi1 olan adenilasyon asamast; tiim ligazlarin ortak motiflerinin ilki olan K(x)DG(x)R
motifinin lizin (K) amino asitine bir AMP molekiiliiniin baglanmasiyla gerceklesir.
Ardindan, ikinci agsamada, bu AMP molekiilii kirtkk DNA zincirinin 5' fosfat ucuna

aktarilir. Son asamada ise kirtk DNA’nin 3' ucunun hidroksil grubu AMP bagh 5' fosfat
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ucuna niikleofilik atak yapmasiyla, kirik tamir edilir ve ortama bir AMP molekiilii salinir

(Timson vd., 2000; Tomkinson vd., 2006; Ellenberger ve Tomkinson, 2008) (Sekil 1.1).

1. Enzimin Adenillenmesi

3. Tamir + “HIHJ _;frJHH |
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Sekil 1.1. DNA Ligazlarin reaksiyon basamaklari. Detayl bilgi metinde verilmigtir.

Ligasyon mekanizmasindan anlasilacagi iizere enzim adenillenme ve DNA’ya
baglanma kabiliyetine sahip olmalidir; yani DNA Ligaz enzimlerinin en kiiciik islevsel
yapisini Niikleotidil Transferaz Domaini (NTaseD) ile Oligoniikleotid Baglanma
Domaini (OBD) olusturur. Okaryotik Ligazlar bu ikisine ek olarak N-terminallerinde
DNA'’ya baglanma domaini (DBD) de tasir. Genel itibariyle gorevlerine bakildiginda,
Niikleotidil Transferaz domaini enzimin katalitik merkeziyle birlikte korunmus 6
motiften ilk 5’ini igerir ve hem self-adenilasyonu hem de substrat adenilasyonunda
gorevlidir (Timson vd., 2000; Sallmyr vd., 2020). Oligoniikleotid Baglanma Domaini,
ligasyon aktivitesi i¢in vazge¢ilmez olan 6. korunmus motifi igerir ve enzim {izerinde iki
konformasyonu bulunur. ilki 6. motifin NTase domaine yakin oldugu pozisyondur ve
enzimin self-adenilasyonu i¢in gereklidir ve adenilasyon sonrasinda modiilii terk etmeleri
icin ATP’nin beta ve gama fosfatlarina baglanarak yonlendirir. Adenilasyon
sonrasindaysa NTase’dan uzak bir konformasyon ile DNA’ya baglanarak substratin
stabilizasyonunu saglar (Williamson vd., 2014; Williamson ve Leiros, 2019). Okaryaotik
ligazlarim DNA baglanma domaini ise substratin enzim igindeki stabilizasyonunu

saglamakla gorevlidir, DBD’nin bulunmadig1 yapilarda ligasyon verimi diismekle birlikte
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ligasyon tamamlandigindan katalitik bir gérevi olmadig: bildirilmistir (Sekil 1.2) (Rossi
vd., 1997; Cherepanov ve deVries, 2003).
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Sekil 1.2. DNA Ligazlarin yapisal ozellikleri. A. Katalitik aktivite gosteren iki temel domainden olusan
PBCV Ligaz in deneysel 3 Boyutlu yapisi ve korunmug motifleri. B. Tiim ATP bagimli DNA
Ligazlar igin korunmugs 6 motif goriilmektedir (Timson, vd., 2000). Detayl bilgi metinde
verilmigtir.

Tiim ligazlarin NTaseD ve OBD dizileri incelendiginde 6 korunmus motif
bulunmaktadir (Sekil 1.2). Insan Ligl, Vaccinia virus ile T4 Ligazlarinda yapilan
mutasyon analizleri ile OBD’deki 6. motifin gorevleri hakkinda ilk bilgiler elde
edilmistir. Buna gore ilk motifteki lizin enzimin adenillenmesi i¢in elzemken T4
calismasinda olusturulan diger mutant versiyonlar enzimin N-terminalindeki dizinin
katalitik olmadigin1 ve 6. motifin enzimin adenillenmesi i¢in elzem oldugunu ortaya
koymustur (Kodama vd., 1991; Rossi vd., 1997; Sekiguchi ve Shuman, 1997). Kristal
yap1 ¢alismalar1 bu motiflerden I, IIla ve IV’{in ATP’nin temas edebilecegi hidrofobik bir
cep olusturdugunu, motif I, III ve V’in AMP’nin oksijenlerine baglandigini, motif VI’nin
ATP’nin 2. ve 3. fosfatlarina baglanarak modiilii terketmek i¢in yonlendirdigini ortaya
koymustur. Motif I ve Motif V’teki korunmus Lizinler enzimin adenilasyonu i¢in
esansiyel olup, reaksiyonun ikinci basamaginda DNA’nin adenillenmesi sonrasinda bu
adenil grubunu biikerek kirigin 5' ucunu 3' OH grubunun niikleofilik atagi i¢in hazir
duruma getirir (Subramanya ve Doherty, 1996; Williamson vd., 2018). Tiim bu
asamalarda ATP bagimlhi ligazlarin 2 adet divalent katyon ihtiyact oldugu da

belirlenmistir; bunlardan ilki katalitik olarak gdrev yapmaktadir ve aktif merkezdeki
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lizin’it AMP ile bag kurabilir elektrostatik duruma getirmesinin yanisira motif I, III ve IV
ile ATP’nin ilk fosfatina baglanarak enzimin adenillenmesini sagladig1 bildirilmistir.
Ikincil divalent katyon ise VI. motif ve ATP nin 2. ve 3. fosfatlarma baglanarak modiilii
terk etmeleri i¢in yonlendirir (Unciuleac vd., 2015; Unciuleac vd., 2017; Williamson ve
Leiros, 2019). NAD+ bagiml Ligazlar’da VI. motifin bu goérevini 1la domaini yerine
getiritken ATP bagiml ligazlarin aksine tek bir divalent katyon islev gdstermesiigin

yeterlidir (Unciuleac vd., 2019).

Tiim DNA Ligazlar reaksiyon mekanizmasinda izah edildigi tizere AMP donorii
olan bir kofaktore ihtiya¢ duyarlar; bu nedenle kullandiklar1 kofaktére gore NAD+ ya da
ATP bagimli DNA Ligazlar olarak 2 ana gruba ayrilirlar (Wilkinson vd., 2001;
Tomkinson vd., 2006).

ATP bagimli DNA Ligazlarin 3-Boyutlu yapilari incelendiginde, NTaseD ve
OBD’lerin agilip kapanabilen bir yapida olmasini saglayan, bu hareketle DNA’y1 adeta
bir kiskag gibi sarmalarii1 miimkiin kilan son derece esnek bir linker ile birbirlerine bagl
olduklar1 bildirilmistir (Williamson vd., 2014; Williamson ve Leiros, 2020). Bu iki
domainin PFAM analizleri; NTaseD’nin tiim ATP bagimli DNA Ligazlar da korunmus
ortak bir domain oldugunu (PF01068) ve enzimatik aktivite i¢cin elzem olan ilk 5 motifin
bu domainde yer aldigini raporlanmistir. Fakat sadece 6. motifi tasiyan OBD’nin 6karyot
ve prokaryot organizmalarda ayrim gosteren iki farkli PFAM ile temsil edildigi
bulunmustur (Williamson vd., 2016). DNA Ligazlarin 3 boyutlu katlanmalar1 ve
reaksiyon mekanizmalari son derece korunmus olsa da bu korunmus domainlerin dizisel

benzerlikleri %20 civarindadir (Simsek ve Jasin, 2011).

NAD+ bagimli DNA ligazlar PFAM analizlerine gére NTaseD’de tiim diger ligaz
gruplarindan farklilik gosterir. Obakteriler ve entomopox viriislerde dagilim gdsteren
NAD+ bagimli DNA ligazlar bakteri diinyasinda replikasyonda birincil olarak goérev
alarak Okazaki fragmentlerinin birlestirilmesini saglar ve elzemdirler (Tomkinson vd.,
2006; Williamson vd., 2016). Yapilart minimal ligaz enzimi organizasyondan ilave
domainlerin eklenmesi ile farklilik gosterir; bu c¢ekirdek domainsel yapinin N-
terminalinde la ismi verilmis ilave bir domain ile C-terminalinde BRCT domaini
bulunmaktadir. Bakterilerde NAD+ bagimli “housekeeping” DNA ligaz (LigA) yani sira
ATP bagimli DNA ligazlar da bulunabilmektedir. Willimson ve arkadaslar1 PFAM

analizi ile bakterilerdeki ATP bagimli DNA ligazlarin filogenetik iligkilerini incelemis ve
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B, C, D ve E olarak 4 alt gruba ayrildigin bildirmistir (Williamson vd., 2016). Bunlardan
B, C ve D’nin yaygin bir dagilim ile prokaryotik diinyada farkli kombinasyonlarla
bulundugu; E’nin ise bir iki istisna disinda Gammaproteobacteria sinifiyla smirli bir
dagilim gosterdigi ve bulundugu bakterilerin tek ATP bagimli DNA Ligaz enzimi oldugu
bulunmustur (Williamson vd., 2016). Gorevlerine bakildigindaysa, C’nin BER’de gorev
aldig1, D’nin Ku enzimleriyle birlikte NHEJ de gorev yaptigi, B ve E alt grubu iiyelerinin
olasilikla centik tamirinde rol oynadigi one siiriilmiistiir (Williamson vd., 2016;
Williamson ve Leiros, 2020). Gammaproteobacteria siniftyla sinirhi Lig E alt grubunun
domain analizleri diger 3 bakteriyel ATP Bagimli DNA Ligaz alt grubundan farkl: tipte
domain tasidigini; filogenetik agac analizleri ise diger alt grup {iyeleri olan B, C ve D gibi
arke ligazlarina degil bakteriyofaj ligazlarina yakinlik gosterdigini gostermistir

(Williamson vd., 2016).

Bakterilerde NAD+ bagimli DNA ligazlar yaninda ikincil olarak bulunan ATP
bagimli DNA ligazlar esasen bakteriyofajlar, viriisler, arkeler ve okaryotlarda bulunur

replikasyon, rekombinasyon ve tamirde rol oynarlar (Tomkinson vd., 2006; Ellenberger

ve Tomkinson, 2008).

Viral ligazlarin yapisi incelendiginde yine NTaseD ve OBD’ye pargalanmis
oldukc¢a korunmug katalitik bir ana domainden olustuklari, pek cogunun N-terminalinde
ise domain kategorisi veya bir gorev tanimi yapilmamus, farkli biiytikliikte genel gecer
ekstra bir dizi bulundugu goriilmiistiir (Sekiguchi ve Shuman, 1997; Shuman, 2009;
Sriskanda ve Shuman, 1998). T4 DNA Ligazin DNA’ya bagh kristali ile 3B analizi
sonucunda bu N-terminaldeki dizisel yapinin “kayan kiska¢” yapisindaki replikasyon
makinesinin bilesenlerine baglanabilmeyi saglayan bir DNA Baglanma Domaini (DBD)
oldugu bildirilmistir (Shi vd., 2018; Vivona ve Kelman, 2003). T7 ve PBCV gibi
“minimal ligaz” olarak tabir edilen enzimlerde bulunmayan bu DBD bdlgesinin gorevsel
homologu, daha iyi tanimlanmis Okaryotik Lig I’lerdeki PCNA baglanma motifidir
(PBM) (Shi vd., 2018).

Katalitik olarak yeter sarti saglayan minimal domainler enzimin dogru zamanda
dogru yerde olmasi i¢in yeterli degildir. Bu nedenle 6zellikle 6karyotik ligaz enzimleri
gorev yeri ve zamaninin kontroliinii saglayan, katalitik olmasa da zaruri olan ek
domainlere sahiptir ve dkaryotik DNA ligazlar bu yapisal farkliliklarina goére kategorize

edilmistir.
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Okaryotik canli diinyasinda Ligaz I, Ligaz I1I (a ve B) ve Ligaz IV isimli 3 tip ATP
bagimli DNA ligaz enzimi mevcuttur. Okaryotik DNA ligaz enzimlerinin
isimlendirilmesinde Ligaz I’den III’e ge¢ilmesinin nedeni; yanlislikla DNA Ligaz 11
olarak adlandirilmig enzim grubunun aslinda Ligaz III alt-ailesi liyesi oldugunun
sonradan anlasilmasidir. Literatiirde olusan bu karmasanin giderilmesi amaciyla, bu
enzimler Ligaz III ad1 altinda toplanmis, Ligaz II alt grubu ise bos kalmigtir (Martin ve
Macneill, 2002; Sallmyr vd., 2020; Simsek vd., 2011; Simsek ve Jasin, 2011; Timson vd.,
2000; Tomkinson vd., 2006; Yutin ve Koonin, 2009).

DNA Ligaz [ enzimleri, tiim Okaryotlarin replikasyonunda Okazaki
fragmentlerinin birlestirilmesinde gorev alir. Yapisinda katalitik birimin N-terminalinde
DNA baglanma domaini “DBD” ve PCNA baglanma domaini “PBD” bulunur. PCNA,
Ligaz I'i replikasyonun kesikli zincirine yonlendirerek replikasyonda olusan Okazaki
fragmentlerinin ligasyonunu saglar (Ellenberger ve Tomkinson, 2008; Sallmyr vd., 2020)
(Sekil 1.3). Replikasyon disinda ayrica boliinmekte olan hiicrelerdeki niikleotit ¢ikarma
tamiri (NER) ile genellikle S fazi1 hiicre ¢ekirdeklerinde baz ¢ikarma tamirinde (BER) ve
MMR mekanizmalarinda gorev alirlar (Goosen, 2013; Krokan & Bjoras, 2013). DNA
Ligaz I’in knock-out edildigi fare embriyolarinin hayatta kalmadig:1 fakat embriyonik
safha sonrasindaki delesyonlarinin 6liimciil olmadigi belirlenmistir (Bentley vd., 2002;

Han vd., 2014; Kumamoto vd., 2021).
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Sekil 1.3. DNA Ligaz I'in yapisal farklilasmasi. A. Domain yapisimin, B. PCNA ve Ligl’in birlikte sematik
gosterimi. Sekil B Ellenberger ve Tomkinson in 2008 tarihli yayinindan degistirilerek
kullanimistir (Ellenberger ve Tomkinson, 2008).

Yine tiim 6karyotlarda bulunan DNA ligaz I'V’lerin katalitik bélgelerinin C-ucunda
iki adet BRCT domaini ile bu iki domain arasinda Xrcc4 (X-i1gin1 tamiri capraz
tamamlayici protein 4 = X-ray repair cross-complementing protein 4) baglanma motifi
bulunur (Sekil 1.4). Ligaz IV’lerin BRCT domaini enzimin self adenilasyonu i¢in zaruri

olup, Ku heterodimerleri ve XRCC4 ile birlikte homolog rekombinasyon (HR) veya
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homolog olmayan uglarin birlestirilmesi (NHEJ) gibi hiicresel olaylarin son basamaginda
gorev alirlar ancak embriyonik evre sonrasinda hiicrede bulunmamalari hiicre igin
Oliimciil sonuglar dogurmaz (Pannunzio vd., 2018; Shuman, 2009).
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Sekil 1.4. DNA Ligaz IV iin yapisal farklilasmasi. A. Domain yapisinin, B. Ku70-Ku80 heterodimer yapisi
ve LiglV’iin birlikte sematik gosterimi. Sekil B Ellenberger ve Tomkinson in 2008 tarihli
yaymindan degistirilerek kullanilmistir (Ellenberger ve Tomkinson, 2008).

Okaryotik Ligl ve IV alt-ailelerinden farkli olarak DNA Liglll alt-ailesi, bazi
istisnalar disinda sadece omurgali canlilarda bulunmaktadir. Ligaz III’lerin alternatif
splicing ile olusan ve C-terminallerinde BRCT domainin olup olmamasiyla ayirt edilen
iki izoformu bulunur (Mackey vd., 1997). BRCT domaini Ligaz Illo. izoformunda
bulunur ve enzimin Xrcc-1 faktoriiyle baglanmasini saglayarak Xrccl bagimli tamir
yolaklarinda rol almasini vetasidigi niiklear lokalizasyon sinyaliyle enzimin g¢ekirdekte
lokalize olmasini saglar. Bu iki izoformun translasyonunun baslama yeri mitokondriyal
ve niikleer iki formun olugmasini saglar (Sekil 1.5). Enzimi kodlayan dizinin ilk iki
methionini arasinda mitokondriyal lokalizasyon sinyali (MLS) bulumaktadir. ilk
methionin’den baslayan translasyon sonrasi olusan enzim MLS’yi icereceginden
mitokondriye lokalize olur. Sonraki metionin’den baslayan translasyon ile olusan enzim
ise MLS tagimamakta olup, C-terminalindeki BRCT ile ¢ekirdege yonlenir (Chen vd.,
1995). BRCT bulundurmayan Ligaz IIIf nin ¢ekirdege yonlenmesini ise C-terminalinde
oldugu diisiiniilen NLS sinyalinin sagladig1 diisiintilmektedir. Ligaz III’lerin mitokondri
ve ¢ekirdekte DNA’nin tek zincir kiriklarinin tamirinde gorev aldigi bilinmektedir; Ligaz
[II’iin mitokondriyal versiyonlarinin bulunmamasinin lethal sonuglar dogurmasi, enzimin
mitokondriyal genom stabilizasyonu icin elzem oldugunu gosterir. Ayrica tiim
izoformlarin N-terminallerinde, diger ligazlarda bulunmayan ve PARP-1 sinifina giren
Cinko Parmak Domani (ZnF) bulunur. ZnF’ler PARP-1’lerin DNA’nin hasarli bolgesinin
taninmasint ve enzimin hasarli bdlgeye baglanmasini saglar. Tek zincir kiriklarinin
tamirine ek olarak enzimin hem N-terminalindeki ZnF hem de C-terminalinde bulunan
OBD ve BRCT domainleri DNA’ya baglanmay1 saglayan iki ayr1 domain grubudur. Bu
iki grubun birlikte islev gostermesiyle DNA’nin kirik iki ucunu da stabilize ederek cift
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zincir kiriklarmin tamirinde gorev alabilecegi diisliniilerek yapilan ¢aligsmalar, LiglII’tin
hata orani1 yiiksek olsa da ¢ift zincir kiriklarini birlestirmede de gorev aldigini gostermistir
(Wang vd., 2005). Bunun yaninda yine diisiik verimde de olsa Okazaki fragmenlerinin
birlestirilmesinde alternatif rol oynadigi da bildirilmistir (Arakawa ve Iliakis, 2015;

Kumamoto vd., 2021).
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Sekil 1.5. Cekirdek ve mitokondride gérev alan Ligaz III'lerin yapisal farklilasmalarinin sematik
gosterimi.

Okaryotik DNA ligazlarm islev gdstermek igin ihtiyag duyduklar faktdrler bu
enzimlerin gorev zamanlar1 hakkinda da bilgi verir; buna gore boliinen ve boliinmeyen
memeli hiicre dongiisiinde meydana gelen tamir olaylarinda hangi DNA ligazlarin ne

zaman gorev aldiklari Tablo 1.1.’de 6zetlenmistir (Iyama ve Wilson, 2013).

Tablo 1.1. Okaryotik canlilarda yaygin olarak bulunan DNA Ligaz enzimlerinin biyolojik gérevleri ve
gorev zamanlart (Iyama ve Wilson, 2013).

Ligaz 1 Ligaz 3 Ligaz 4
Tek Zincir Kiriklari Tek Zincir Kiriklari Cift Zincir Kiriklan
o s
Okazaki Fragmentleri
Cekirdek hﬁi‘;;d:;” Cekirdek
G1/8 Fazi GO0/G1 Fazi Tiim fazlar
Okaryot Omurgall Okaryot
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Omurgali canlilardaki mitokondriyal Lig III’iin omurgasizlar ve bitkilerde yapisal
ortologu bulunmamamaktadir. Saccharomyces cerevisia ile Arabidopsis thaliana’da
ylriitiilen ¢alismalar ise her iki organizmanin da Lig I mRNA’sinin kodladig1 enzimlerin
translasyonu esnasinda, iki baslangi¢ kodunundan hangisinin segilerek kullanildigina
bagli olarak farklilagsmis iki Lig I enzim formunun tiretildigini géstermistir. Buna gore ilk
AUG’den baslayan translasyon sonucu olusan Lig I enzimi mitokondriye lokalize
olurken, ikinci AUG’den baslayan translasyon sonucu olusan Lig I enziminin ise
cekirdekte gorev yaptigi bildirilmistir (Sekil 1.6). (Sunderland vd., 2006; Timson vd.,
2000; Willer vd., 1999).
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Sekil 1.6. Omurgasiz ¢ekirdek ve mitokondri DNA ’larinin replikasyonu ve tamirinde gorev alan DNA
Ligaz I izoformlar1. A. Maya cdc9, B. Arabidopsis thaliana Ligl’inin iiretimi esnasinda basla
kodonu tercihine gore meydana gelen ¢ekirdek ve mitokondri izoformlari. (Sunderland vd.,
2006, Timson vd., 2000, Willer vd., 1999).

Tek hiicreli Kinetoplastida grubu organizmalarda, ¢ok sayida kiiciik ve biiyiik
mitokondriyal halkasal DNA’nin i¢ ige gecerek mitokondri i¢i bir bolgede olusturduklar
karmasik genom paketine kinetoplastid DNA veya kisaca kDNA adi verilmistir.
Kinetoplastit genomlarmin replikasyonu ve korunmasi kDNA ligaz ismi verilen iki
izoformla gergeklesir. Yapilan caligmalar sonucu; lokalizasyon yeri ve zamaninin farkli
oldugu belirlenen bu izoformlardan Lig kB nin mtDNA’nin replikasyonunda Okazaki
fragmentlerinin birlestirilmesinde birincil olarak gérev aldigi, Lig ko’nin ise replikasyon
sonrasi olusan lineer DNA’nin uglariin birlestirilerek halkasal hale getirilmesinde gorev

aldig1 raporlanmistir (Downey vd., 2005; Sinha vd., 2004; Sinha vd., 2006).

Bitkilerde 6karyotik ATP bagimli DNA ligaz enzimlerine ek olarak, tohum gelisimi
esnasinda Lig I’ler gibi Okazaki fragmentlerininin birlestirilmesinde gdrev alan ancak
yapisal olarak tasidiklari ek domain ile Lig 1’lerden farklilastig1 diisiiniilen ligaz grubu
“Lig VI” ismiyle yeni bir alt aile olarak sunulmustuir (Waterworth vd., 2010).

DNA Ligaz enzimlerinin yapisal farkliliklar1 gorevleri ile direkt iliskili oldugundan,
evrimsel gelisimleri hakkindaki arastirilmalar geri planda kalmig olup tiim DNA ligaz alt

ailelerinin birlikte degerlendirildigi bir ¢alisma, birka¢ makale disinda gliniimiizde dahi
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literatiirde bulunmamaktadir. Yutin ve Koonin, Niikleositoplazmik Biiyilk DNA
viriislerinin (NCLDV) DNA ligazlarinin evrimini arastirirken NCLDV enzimleri ile
NAD+ ve Okaryotik ATP bagimli DNA ligazlar1 arasindaki filogenetik iliskiyi de
incelemislerdir; NCLDV’de bulunan DNA ligazlardan ataya en yakin grubun NAD
bagimli DNA ligaz olabilecegini, bu virlisiin ATP bagimli DNA ligaz genlerini ikincil
olarak kazandigini 6ne stirmiiglerdir. Tiim bunlara ek olarak 6karyotik Ligaz I1I grubunun
Ligaz IV’iin duplikasyonu sonucunda evrimlesmis olabilecegini 6ne stirmiislerdir (Yutin
ve Koonin, 2009). Simsek ve Jasin ise Ligaz III’lerin okaryotlardaki tutarli olmayan
dagilimini arastirmig, atasal Ligaz III’iin metazoa olusumu sonrasi farklilastigini,
evrimsel siirecte pek ¢cok canli grubunun genomundan farkli zamanlarda silindigini 6ne

stirmiislerdir (Simsek ve Jasin, 2011).

DNA Lig I, III ve IV’ler hakkinda bulunan tiim bu yapi, islev ve
filogenetik/biyoinformatik temelli aragtirmalara karsin, tek ve ¢ok hiicreli omurgasiz
Okaryortlarin genomlarinda neden sadece ATP bagimh Ligl ve LiglV genlerinin
bulundugunu, eksik olan Lig III genleri yerine alternatif bir Ligaz geninin bulunup
bulunmadigini arastiran bir ¢aligma heniiz bildirilmemistir. Ayrica Lig III yoklugunda tek
ve c¢ok hiicreli omurgasiz dkaryortlarin ¢ekirdek ve mitokondri genom DNA’larinin
replikasyonu, tamiri ve genetik ¢esitlilik siireclerinde hangi genin gorev alabilecegi
sorusunun cevabr da bilinmemektedir. Bu tez kapsaminda, bu sorularin cevaplari,
omurgasiz Okaryotlar1 temsil eden tek hiicreli, silli bir dkaryot olan Tetrahymena
thermophila organizmasi model olarak kullanilarak arastirilmistir. Tetrahymena
organizmasi; ulagilabilir genom bilgisi, biyolojisi hakkinda bilgi birikimi, kiiltiir
sartlarin  kolayligi, genom manipiilasyonuyla 1ilgili artan/yayginlasan teknik
uygulamalar ile yakinlik gosterdigi diger tekhiicreli ve cokhiicreli dkaryotlara model

olabilmesi agisindan kullaniglt bir arastirma organizmasidir.
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1.3. Tetrahymena thermophila

T. thermophila eseyli ve eseysiz lireyebilen, ¢ift ¢ekirdekli bir organizmadir. Bu
cekirdeklerden diploit (2n=10) olam1 genetik c¢esitliligi saglar fakat somatik olarak
inaktiftir ve mikroniikleus veya MIK adini alir; somatik gorevleri yerine getiren, poliploid
yapidaki biiyiik ¢ekirdek ise makroniikleus ya da kisaca MAK olarak bilinmektedir. 7.
thermophila’nin aglik sartlarinda 7 esey tipinden iki farkli esey tipine sahip olan
bireylerin bir araya gelmesiyle baslayan genetik materyal degisimi, konjugasyon olarak
bilinmekte olup, genetik cesitliligin stirmesini saglar. Bu eseyli iireme siirecinde yeni
genetik rekombinasyona sahip iki yeni MIK meydana gelir, bunlardan biri MIK olarak
kalirken, digeri yogun bir DNA reorganizasyonu sonucu yeni MAK olarak farklilagir

(Sekil 1.7).
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Sekil 1.7. Tetrahymena thermophila’'nin konjuasyon safhalari. Sekildeki saatler senkronize hiicreler icin
tahmini bir siireci anlatmakta olup, safhalar esasen hiicredeki ¢cekirdek repertuvar
cekirdeklerin durumlari ile takip edilir. Ayrinli aciklama i¢in metne bakiniz.
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Konjugasyon Tetrahymena’'nin 16 saat aglikta kalmasi sonrasinda baslar.
Konjugasyonun 3.5- 4. saatleri arasinda getenik kaynak olan MiK kromozomlarinda ¢ift
zincir kiriklar1 (DSB’ler) meydana gelerek MIK’in hareket yetenegini arttirir ve MIK’in
hiicre i¢inde iplik gibi uzamasini saglar; bu olay homolog kromozomlarda yer alan
genlerin diizlemsel olarak yanyana gelmesi ile homolog rekombinasyonu kolaylastirir.
Konjugasyonun yaklagik 4. saatine denk gelen bu olay sonrasinda meydana gelen mayoz

ile 4 adet haploit MIK olusur ve bunlardan 1’i segilerek diger 3’ii parcalanarak yok edilir.
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Konjugasyonun 5. saati itibariyle kalan tek haploit MIK’in mitoz gegirermesiyle iki
haploit MiK kopyasi olusur. Konjugasyonun yaklasik 6. saati itibariyle her iki hiicrenin
haploit MiK’lerinden biri hiicre iginde kalirken, digerleri resiprokal olarak degistirilir.
Hiicre i¢inde kalan haploit MIK ile diger hiicreden gelen haploit MIK birleserek zigotik
diploit MiK’i meydana getirir. Zigotik MIK’in art arda 2 mitoz gecirmesi neticesinde
toplamda 4 adet diploit MiK olusur ve bunlardan ikisi olusacak yavru hiicrelerin yeni
MAK ’lar1 olmak iizere segilerek, hiicrenin anterior bolgesine tasinirlar. Bu olaylarla es
zamanli olarak transkripsiyonel gorevi devam eden eski (yasli)) MAK, 7-8. saatler
itibariyle hiicrenin posterior kismina taginir ve programl ¢ekirdek 6liimii mekanizmasi

ile yok edilir (Aslan ve Arslanyolu, 2015; Yao vd., 2015).

Konjugasyonun 2 MAK-2 MIK evresi olarak da bilinen 10. saatinden sonra yeni
MAK’larda yogun bir genom reorganizasyonu baglar. Bu reorganizasyon olaylari
minikromozomlarin olusmasi ve endoreplikasyonu, genoma dagilmis halde bulunan
elimine edilen igsel dizilerin (IES) ¢ikarilmasi ve esey tiplerinin olusmasi olarak

Ozetlenebilir.

MIK genom kromozomlarmin Kromozom Kirilma Dizileri (CBS) olarak bilinen,
cok korunmus 15 bazlik dizilerden kirilmasiyla Minikromozomlar olusur. Meydana gelen
minikromozom uglarina de-novo telomer eklenirken endoreplikasyon ile kopya sayilari
artarak yaklasik 67 kopyaya ulasir. Boylece 2n=10 kromozomlu diploit MIK’ten 67
kopyal1 poliploit mini kromozom igceren bir MAK genomu olusur (Lin vd., 2016; Lin ve
Yao, 2020; Rzeszutek vd., 2020; Yao vd., 2014). Ribozomal DNA bilgisini tastyan rDNA
kromozom bolgesi ise digerlerinden farkli olarak 12.000 minikromozom kopyasina ulasir

(Sekil 1.8) (Lin ve Yao, 2020).
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Sekil 1.8. MAK gelisimi esnasinda meydana gelen DNA reorganizasyon olaylarindan biri olan
minikromozom olusumu ve endoreplikasyonun sematik gosterimi.

MAK gelisimin minikromozom olusma evresinde, transpozon biyolojisi ile yakin
iliskili bir isleyise sahip IES (internally eliminated sequences) dizilerinin eliminasyonu
da gerceklesir. Boylece MAK genomun %20’sine karsilik gelen transpozon benzeri
yaklagik 10.000 IES dizisinin ¢ikartilarak temizlenmesi saglanir (Kataoka ve Mochizuki,
2011; Noto ve Mochizuki, 2017; Yao vd., 2015). Paramecium’da IES’in iki ucunun da
aymi anda kromozomdan kesilerek c¢ikarildigi, bu sebeple serbest kalan kromozom
uclarinin  LigIV-Ku80 bagimli mekanizma ile tamir edildigi bildirilmistir ancak
Oxytricha ve Tetrahymena’da IES’in tek ugtan kesilmesiyle baglayan siirecin hangi
mekanizma ve enzimler yardimiyla tamamlandigi heniiz bilinmemektedir (Sekil 1.9)
(Saveliev ve Cox, 2001; Gratias ve Bétermier, 2003; Kapusta vd., 2011). Lin ve ark.,
mekanizmanin Ku80 bagimli ilerleme ihtimalini, olusturduklar1 AKu80 Tetrahymena
hiicre hatlarinin konjuasyonunda IES fragmentlerinin olusumu ve minikromozomlarin
olusturulmasi olaylarmni takip ederek test etmisler, sonug olarak konjugasyonun 2 MAK-
2 MIK evresinde (yaklasik 10. saat) duraksadigm fakat IES fragmenlerinin beklenenden
daha gec de olsa meydana geldigini bildirmislerdir (Lin vd., 2012).
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Sekil 1.9. IES lerin ¢ikarimasinin sematik gésterimi. A. Paramecium ’da IES lerin iki ucu ayni anda
kesilir ve genomun serbest u¢lart NHEJ mekanizmastyla, LiglV-Ku80 varliginda tamir edilir.
B. Tetrahymena (sol) ve Oxytricha’da IES’in tek ucunun kesilmesiyle baslayan siirecte hangi
mekanizmanin rol aldigi bilimemektedir.

IES eliminasyonu sonrasinda, MiK’te set halinde bulunan esey tipi genlerinden
bazilariin ¢ikarilmasi ve kalanlarin yeniden diizenlenmesiyle esey tipi olusur. Lin ve
Yao bu siirecin 2 MAK-2 MIK evresinden hemen sonra, V(D)J rekombaninasyonuna
benzer bir mekanizma ile yoOnetilip, ligasyon asamasinin Ligaz IV tarafindan

gercgeklestirildigini bildirmislerdir (Lin ve Yao, 2020).

Tetrahymena’da hayat dongiisiiniin evreleri olan eseysiz (hiicre boliinmesi) ve
eseyli tireme (konjugasyon) ile UV ve oksidatif stres gibi sartlar altinda olusan DNA
kiriklarinin onariminda gorev alabilecek 4 Ligaz geni bulunmaktadir: Bunlardan ikisi
Ligaz I geni, biri Ligaz IV geni olup, sonuncusu dkaryotik ligazlara benzemeyen bir ligaz
domaini igeren hipotetik bir ligaz genidir. Tetrahymena hipotetik ligaz enziminin hangi
Okaryotik DNA ligaz alt ailesine girdigi heniiz literatiirde bilinmemesine karsin konu
hakkinda ilk aragtirmalar arastirmacinin yiiksek lisans tez calismalariyla baslatilmistir.
Bahsi gecen yiiksek lisans ¢alismasinda hipotetik ligaz enzimi ya da geninden Ligaz II,
TtLigll, TthLiglI-p (protein) ya da TthLIGII (gen) olarak bahsedilmis olup bu doktora

tez caligmasinda da bu isimlendirmelere devam edilecektir (Kiigiikoglu, 2010)

Tetrahymena’nin 6zel ve dinamik genom organizasyonu olaylarinda hipotetik ligaz
enziminin spesifik bir gorev alip almadigir bilinememektedir. Ayrica mitokondriyal
genomlarm korunmasi ve siirekliliginde gorev alan omurgali Ligaz III enzimine dair

omurgasizlarin biiylik cogunlugunu kapsayan bir bilgi bulunmamaktadir. Bu doktora tezi;
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TtLigll’nin tek ya da cift zincirli DNA kiriklarini tamir etme kapasitesinin, genomun
yeniden diizenlenmesi ve/veya mitokondriyal DNA’nin tamiri ile genetik muhafazasi gibi

olas1 gorevlerinin aydinlatilmasina odaklanmaktadir.

1.4. Amac ve hipotez

DNA Ligazlar genomun korunmasi, replikasyonu ile reorganizasyonunda gorev
alirlar. Omurgali 6karyotlarda gorev ve yapilar1 belirgin sekilde farklilasan {i¢ adet DNA
Ligaz enzimi bulunur: Ligl, Liglll ve LiglV. Ligl replikasyondaki temel gorevi
nedeniyle, LiglV ise ¢ift zincir kiriklarinin tamiri ile mayozdaki kilit roliiyle
korunmustur. Bununla birlikte gérevi Ligl gibi tek zincir kiriklarinin tamiri olan ve
0zellikle mitokondriyal genomun korunmasini saglayan LiglIl sadece omurgali (ve bazi
omurgasiz) canlilarda bulunmaktadir. Literatlirde omurgasiz canlilarin mitokondrilerinde
gorev alan ligaz enzimleri {izerine az sayida ¢alisma bulunmakla birlikte, bir tamir

mekanizmasi ya da enzim alt ailesi hakkinda bir ¢alisma bulunmamaktadir.

T. thermophila’nin dort DNA ligazindan 3’iinlin dahil oldugu alt aile ve hiicre ici
olas1 gorevler 6n goriilebilirken, 6karyotik ligazlara yapisal olarak benzemeyen hipotetik
TtLigll’nin ligasyon enzim aktivitesinin belirlenmesi, tek zincir kiriklarinin tamiri ile
mitokondriyal genomun replikasyonu ve tamiri gibi hiicre olaylarinda gorev alabilme
potansiyelinin degerlendirilmesi, bu tez ¢alismasinin sinadig1 amag ve test ettigi hipotezi

olusturmaktadir.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu tez c¢alismasi kapsaminda kullanilan ¢esitli gereglerin listesi EK-1’de

verilmistir.

2.1. Biyoinformatik Calismalar

Biyoinformatik ¢aligmalarda TtLigll enziminin filogenetik iliskilerinin
ayrinlatilmasi ve yorumlanmasi; 3 boyutlu yap1 analizi ile yapisal 6zelliklerinin deneysel
literatiirle ortak/farklt yanlarmin arastirllmast hedeflenmistir. Buna ek olarak
veritabanlarinda ulagilabilen mRNA ifade verileri elde edilerek TtLiglI’ye ait bilgiler bir

araya getirilmistir.

2.1.1. Filogenetik agac¢
Calismada o©rneklem olustururken, siliyat genom veritabaninda var olan
organizmalara ait DNA Ligaz dizileri elde edilmis, CDD (conserved domain search) ile

dizilerin DNA Ligazlara ait olup olmadig1 kontrol edilmistir.

Ortolog tiiyelerin yaygin ¢alisilan model organizmalara ait diziler olmasina dikkat
edilmis fakat analizde yanlilik olusturmamasi i¢in model organizmalarin sayisi siirl

tutulmustur.

Willamson ve arkadaglarinin Lig E’ler iizerine yaptig1 calisma, bakteri ligazlari
yaninda tiim ligazlar hakkinda temel bilgileri sundugundan dkaryotik DNA ligaz protein
ailesi analizinde bakteriyel ligazlarin tiim alt gruplarinin temsil edilmesine ¢aligilmigtir

(Williamson vd., 2016).

Calisma konumuz olan TtLiglI’ye ait aminoasit dizisi bulucu olarak kullanilarak
yapilan BLAST analizlerinde arama havuzu omurgasiz canlilarla siirlandirilarak elde
edilen ligaz liyeleri de ¢calismada kullanilmistirFilogenetik aga¢ web tabanli bir ara¢ olan
Phylogeny.fr ile olusturulmustur. Diziler, en yiliksek dogruluk i¢in varsayilan ayarlarla
MUSCLE (v3.8.31) ile hizalanmis, hizalama sonrast bosluk iceren kolonlar
temizlendikten sonra WAG metoduyla warsayilan ayarlarda PhyML (maksimum olasilik

/ Maksimum Likelihood) agac1 (v3.1/3.0 aLRT) yapilandirilmistir (www.phylogeny.fr).

Dahili dal i¢in giivenilirlik (branch support), alLRT testi (SH-Like) kullanilarak

hesaplanmistir. Filogenetik agacin grafik gosterimi ve diizenlenmesi, TreeDyn (v198.3)
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ile gerceklestirilmistir. Veriler sunulmak {izere iTol programiyla diizenlenmistir

(Dereeper vd., 2008; Letunic ve Bork, 2021).

2.1.2. 3-Boyutlu modelleme

T. thermophila’nuin TtLigll, TtLigl-1 ve TtLiglV DNA Ligazlan ile TtLigll’ye
filogenetik benzerlik gosteren diger ligaz iyelerine ait diziler CoLab tabanh
AlphaFold’un 6n ayarlar1 degistirilmeksizin kullanilarak modellenmistir. Buna ek olarak
SWISS Model veri tabaninda biitiinsel ve lokal analizler ile elde edilen katlanma bilgileri
PyMOL ile goriintiilenmistir (Jumper vd., 2021; Mirdita vd., 2022; Pettersen vd., 2021;
Varadi vd., 2022).

2.2. Deneysel Calismalar

2.2.1. Plazmitlerin yapilandirilmasi ve transformasyon

TtLigll protein kodlayict bolgesi RT-PCR ile firetildikten sonra SOEbyPCR
metoduyla genin C-terminaline enterokinaz ve 10xHisTag dizileri eklenmistir.
Ekstrakromozomal vektor pIGF, seleksiyon i¢in paramomisin direnci saglayan ve CdCl»
ile indiiklenebilir metallothionein promotoru tastyan, rDNA replikasyon orijini sayesinde
vektoriin yiiksek kopya sayisina ulagsmasini miimkiin kilan bir plazmittir (Malone,
Anderson, Motl, Rexer, & Chalker, 2005). TtLiglI-10xHis dizisi pIGF vektériintin Pmel-
Apal bolgesine klonlanarak pVLigll rekombinant protein iiretim vektorii elde edilmistir.
Bu vektoriin TtLigll ve 10xHis takisi arasina kodon optimize sftGFP geni SOEbyPCR ile
eklenerek overekspres lokalizasyon vektorii pVLiglIsfGFP elde edilmistir (Sekil 2.1-A
ve -B) (Yilmaz ve Arslanyolu, 2015).
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Sekil 2. 1. TtLigll geninin 10xHis ya da sfGFP takili olarak klonlandigi ekstra kromozomal vektorler. A
ve B sirastyla pIGF-Ligll 10xHis ve GFP.

Vektorler elde edildikten sonra ¢ok kopyali pIGF vektoleri konjugatif Tetrahymena
hiicrelerine, genoma entegre vektorler ise vejetatif Tetrahymena hiicrelerine biyolistik
silah ile transforme edilmis, antibiyotik baskis1 ile se¢ilimi saglanan bu hiicrelerden sivi

N> stoklar1 hazirlanmistir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Bu ¢calismada olusturulan vektérler ve hiicre hatlar.

Rekombinant Hiicre hatti LigII-cHis Ligll-cGFP GE-Ligll-cGFP
Tasidig1 vektor pIGF-LigllI-10xHis pIGFLiglI-GFP pNeoLiglI-GFP
Vektor Tipi Ekstra kromozomal Ekstra kromozomal —Genoma entegre
Transformasyon Konjugatif Konjugatif Somatik
Transformant Hiicre Tipi Belirlenmedi Belirlenmedi Cu428
Paramomisin Konsantrasyonu 300 pg/ml 300 pg/ml 30 mg/ml

2.2.2. Enzimatik iiretim, saflastirma ve in-vivo aktivite karakterizasyonu
Hiicre Kiiltiirii: Hiicre kiiltiirinde NEFF ya da SPP besiyeri kullanilmistir. A¢lik
sartlar1 saglamak i¢in ise 10 mM Tris-HCI pH:7,6 kullanilmistir (Cassidy-Hanley, 2012).

Biyoreaktorde iiretim: Yiiksek miktarda rekombinant Ligll-10xHis fiizyon
proteini iiretimi i¢in biyoreaktor kullanilmistir (Infors HT Miniforce 2). Reaktorde 30°C
sicaklik, pH 7.0, %25 ¢oziilmiis Oz, 0,1-1 litre total flow ve 200-400 rpm stirrer sartlar
kullanilmistir. 500 ml besiyerine 42.000 hiicre/ml yogunluk saglanacak sekilde baslangic
hiicre kiiltiirii eklenerek iiretim siireci baglatilmistir. Hiicre yogunlugunun 2 milyon

hiicre/ml’ye ulagmasi1 beklenmis (42 saat), bu asamada 25x SPP stogundann 20 ml
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eklenmistir. Kontrol olarak, indiiklenmemis hiicrelerden 100 ml alinmus, kiiltiire 100 ml
kadar taze SPP besiyeri ilave edilerek baslangi¢c hacmi muhafaza edilmistir ve kiiltiir 7,5
pg/ml CdCly ile indiiklenmistir. Indiiklemenin 3 ve 6. saatlerinde 100’er ml drnek alinarak
kiiltiire yine 100’er ml besiyeri takviyesi yapilmistir. Indiiklemenin 6. saatinde CdCl,
indiikleme konsantrasyonu 10 pg/ml’ye cikartilmistir. indiiklemenin 9. saatinden de
ornek alindiktan sonra reaktdr durdurulmustur. Alinan ornekler 25°er ml’lik 4 tiipe
boliinerek buzda bir siire inkiibe edildikten sonra 4°C’ye ayarh santrifiij ile peletlenmis,
hiicreler soguk Tris-HCI1 (pH:7,5) ile yikandiktan sonra, ¢alisma yapilincaya kadar -
86°C’de saklanmustir.

izolasyon: Lizis her 1 mg’a veya 1 ml hiicre peletine 5-7 ml (ya da her 6 milyon
hiicre i¢in 1 ml) Niikleer Lizis Tamponu (NLT: 20 mM HEPES, 1,5 mM MgCl», 0.42 M
NaCl, 0.2 mM EDTA, %0,1 Igepal, %25(v/v) Gliserol, 2 mM PMSF, 1x PIC) eklenerek,
baslatilmistir. NLT eklendikten sonra hiicre siispansiyonu 10 dakika boyunca buzda
inkiibe edilmis, sonrasinda 10 kez 18G siringadan (instilin ignesi) gegirilerek hiicreler
parcalanmistir. Bu esnada ortama salinan genomik DNA ’larin par¢alanmasi i¢in 20 pg/ml
olacak sekilde DNase I eklenen siispansiyon 30 dakika buzda inkiibe edilmistir (Abmayr
vd., 2006; Slomiany vd., 2000). Swing rotorlu santrifiij ile 4200 RCF’te 10 dk santrifiij

sonrasi ¢oziiniir lizat elde edilmistir.

Tampon degisimi ve konsantrasyon: toplam protein lizatinda bulunan 50
kDa’dan kiiciik proteinlerin uzaklastirilmast amaciyla Amicon® Stirred Cell (Cat:
UFSC05001) kullanilmistir (Millipore Ultrafiltration Discs, 50 kDa NMW Cat:
PBQKO07610). Bu islem sonrasindaAmicon® Ultra-50 (10 KDa MWCO) ile onceki
islemde hacmi 4 ml’ye inmis olan lizat dnce degisim tamponu olan Ni-NTA denge
tamponu (0.4 M NaCl, 50 mM NaH,POa, 10 mM Imidazol) ile 50 ml’ye tamamlanmus,
sonra 5 ml’ye kadar konsantre edilmistirFinalde 5 ml’ye indirilen lizat dogrudan Ni-NTA

afinite kolonlarinda saflastirmada kullanilmastir.

Ni-NTA Afinitik Saflastirma: Ni-NTA (Qiagen) %50 silispansiyonundan 0,5 ml
santrifiij edilmis ve Ni-NTA tanecikleri denge tamponu ile yikanarak dengelenmistir.
Daha sonra 2 ml lizat ve yaklasik 250 ul Ni-NTA tanecikleri bir araya getirilerek, 4°C’de

gece boyu calkalama ile inkiibe edilmistir.

31



Ni-NTA agaroz-lizat siispansiyonu bir kolona paketlendikten sonra baglanmayan
protein (Flow through- FT) kism1 saklanmistir. Yikama ise 2’ser kez 20, 30 ve 40 mM
imidazol igeren, 5 kez de 50 mM imidazol igeren 1,5 ml Ni-NTA yikama tamponu ile
gerceklestirilmistir.  Eliisyon 300, 400 ve 500 mM imidazol igeren 0,25 ml eliisyon
tamponu ile yapilmistir. Her yikama ve eliisyonun protein icerigi NanoDrop’da 280

nm’dedlgiilerek belirlenmistir.

Diyaliz: Diyaliz membrani (Cellu-Sep F3 MWCO 12.000-14.000 Cat: Q1210-55)
1 saat distile suda yikandiktan sonra 500 ul 6rnek diyaliz linitesine (Uptima Fast Dialysers
Cat: FD500) eklenmistir, diyaliz iinitesi membran ile kapatilarak, 1 It diyaliz tamponu
icinde (10 mM Tris-HCI (pH: 7,5), 50 mM NaCl, 1 mM DTT, 0.1 mM EDTA, %50
gliserol) 4°C’de gece boyu diyalize maruz birakilmistir. Siire sonunda enzim

konsantrasyonu Bradford metoduyla dl¢lilmiistiir (Bradford, 1976).

Western Blot: SDS-PAGE’de ayrilmis proteinler 45 uM’lik PVDF membrana,
yari-kuru transfer yontemi ile 100 Amper, 250 V’ta 1 saat siireyle transfer edilmis,
ardindan membran %35 yagsiz siittozu iceren TBS-T"de, oda sicakliginda, 1 saat boyunca
bloklanmigtir. Birincil anti-His antikorunun (Origene Mouse Anti-His TA150038)
4°C’de 1:4000 konsantrasyonda gece boyu baglanmasi saglanmistir. Ikincil antikorun
(Goat Anti-Mouse A00160 GeneScript) 1:10.000 konsantrasyonda oda sicakliginda 3

saat boyunca baglanmasi i¢in inkiibasyonu yapilmistir.

Giimiis Boyama: SDS-PAGE elektroforesi bittikten sonra 10 dk siireyle distile
suyla yikanan jel, gece boyu oda sicakliginda fiksasyon soliisyonu [%30 (v/v) etanol +
%10 (v/v) asetik asit] ile muamele edilmistir. Jel sonra 2 kez 10 dk, %20 (v/v) etanol ve
2 kez 10 dk distile su ile yikanmus, 1 dk siireyle 0,8 mM sodyum tiosiilfat ve 2 kez 1’er
dk distile su ile yikanarak, jel 12 mM gilimiis nitrat ile 20 dk boyanmustir. Jel, bantlar
goriiniir hale gelinceye kadar goriintiileme soliisyonu [%3 (g/ml) potasyum karbonat ya
da sodyum karbonat + 3,12 pl %10 (g/ml) sodyum tiosiilfat + 6,24 pl %37 formaldehit]
ile muamele edildikten sonra, bir kez %4 (g/v) Tris ve %2 (v/v) Asetik asit ve 2 kez distile

suyla 30’ar dk yikanarak goriintiilenmistir (Chevallet vd., 2006).

Aktivite: Aktivite reaksiyonunda yapiskan uglu substrat olarak EcoRI (5 yerden
keser, tanima bolgesi: g/aattc) ve HindIII (6 yerden keser, tanima bdlgesi: a/agctt) ile

kesilmis A/EcoRI+HindIIl maker1 (Thermo #SMO0191) kullanilmistir. Kiit ucglu substrat
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ise A DNA’sinin (NEB N3011S) Dral (13 yerden keser, tanima dizisi: ttt/aaa; Sigma, 10
827 754 001) ve EcoRV (21 yerden keser, tanima dizisi: gat/atc, Thermo, ER0301)
enzimleriyle kesilerek, PCR saflagtirma kiti (MN Nucleospin, 740609.50) ile
saflagtirildiktan sonra kullanilmigtir. 10pul’lik reaksiyonda; 200 ng substrat DNA
kullanilmis, inkiibasyon sonunda reaksiyona 1 pl proteinase K (20 mg/ml) ile yiikleme
boyasi eklenerek 30 dk 37°C’de inkiibe edildikten sonra %1°lik agaroz jele yiiklenmistir.
90V’da 50 dk siireyle elektroforez sonrast ADNA’siin birlesen fragmentlerinin jeldeki
gocleri BioRad GelDoc EZ sistemi ile goriintiillenmis, absorbans analizi i¢in BioRad

Image Lab yazilimi kullanilmistir.

Aktivite calismalarinda iki farkli ligasyon tamponu denenmistir. ilki klasik T4
DNA Ligaz reaksiyon tamponu olan NEB ligasyon tamponudur (1x: 50 mm Tris pH: 7,4;
10 mm MgClh, 10 mM DTT, ImM ATP. Kat: B0202S). Digeri ise Bauer ve
arkadaslarinin T4 ligaz tamponuna gore verimin bazi sartlarda daha iyi oldugunu
gosterdikleri Quick ligation buffer (1x: 66 mm Tris pH: 7,6, 10 mm MgCl,, 1 mM DTT,
ImM ATP, %6 PEG 6000) veya QLB’dir (Bauer vd., 2017).

Pozitif kontrol (PK) olarak 0,5 U NEB T4 DNA ligaz enzimi ve negatif kontrol
olarak ise (NK) enzim yerine ayni hacimde ligaz saklama tamponu kullanmistir.
Reaksiyonlar temelde 25°C sicaklikta, 16 saat siireyle test edildikten sonra optimizasyon

calismalarina devam edilmistir.

2.2.3. Hiicre ici lokalizasyon ve mikroskopi

Hiicreler, yaklasik 2,5x10° hiicre/ml yogunluga ulasincaya kadar 30°C’de, uygun
antibiyotik igeren NEFF besiyerinde biiyiitilmiistiir (Wunderlich ve Franke, 1968).
Hiicrelerin GO fazinda birikmesi icin agliga alinan hiicreler en az 8 saat boyunca ag

birakilmistir (Murata-Harju ve Fujishima, 2000).

Floresan Mikroskopi: Hiicreler PBS’de %10 formalin ve % 25 metanol ile 4°C’de
gece boyunca fikse edildi. PBS ile yikandiktan sonra pelet, 40 ng/ml veya 1pg/ml DAPI
iceren PBS ile ¢oziilerek lama yayildi (Kataoka ve Mochizuki, 2015; Loidl ve Mochizuki,
2009). Goriintiiler Olympus marka IX53-CellSenseEntry floresan mikroskop ve XM10

monokromatik kamera ile elde edilmis, veriler ImageJ programui ile diizenlenmistir.
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3. BULGULAR

Bu tez bulgular1 biyoinformatik ve deneysel olarak iki temel baslikta sunulmustur.

3.1. Biyoinformatik Analiz Bulgular:

Biyoinformatik arastirmalarda oncelikle TtLigII’nin temsil ettigi ligaz alt ailesinin
kapsamli  bir gekilde tanimlanabilmesi amaciyla filogenetik aga¢ analizi
gerceklestirilmistir. Filogenetik aga¢ sonrasinda TtLigll ile birlikte dagilim gosteren
tiyeler ve diger Tetrahymena ligazlar1 3B yap1 modellemesi ile motif, domain ve yapi1
degerlendirmesine alinmistir. Son olarak Tetrahymena Ligazlarinin mRNA seviyeleri
transkriptom veritabanindan cekilerek bir araya getirilmis ve TtLigIl’'nin biyolojik

goreviyle ilgili ilk ipuglar1 tanimlanmaya caligilmistir.

3.1.1. Filogenetik agac

Filogenetik analizlerde ilk olarak agacta kullanilan tiyelerin PFAM analizi ile
domain yapilari kategorize edilmistir. Giris boliimiinde bahsedildigi iizere merkezi birimi
olusturan NTaseD (niikleotidil transferaz domaini) tiim ATP bagimli DNA ligazlar i¢in
ayni PFAM koduna sahipken OB (oligoniikleotid baglanma domaini) iki farkli kodla
temsil edilmektedir: PF04679 ve PF14743.9. Enzimin OB domaini PF04679 koduna
sahipse katalitik birim bir biitiin olarak sar1, PF14743.9 koduna sahipse kirmizi renkli bar

ile temsil edilmistir (Sekil 3.1).

NTaseD OBD NTaseD OBD
PF01068.24 | PF04679.18 PF01068.24

| PFo1068.24 RSN
| |

| PF01068.24 1 'pro1068.24 [ EII
|

1

Katalitik Birim 1

Sekil 3. 1. ATP bagimli DNA Ligaz enzimlerinin katalitik birimlerini olusturan iki temel domaininden
biri olan OBD ’ye gére sematik kategorizasyonu.

Filogenetik olarak ise TtLiglI’nin diger DNA ligazlar ile iliskisi ve filogenetik
cercevedeki konumunun belirlenmesi amaciyla maximum likelihood topoloji agaci

olusturulmustur (Sekil 3.2). Ana amag TtLiglI’'nin canlilar alemi ile ATP bagimli Ligaz
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ailesindeki kategorizasyonu oldugundan iiyeler 6karyotik ve prokaryotik canli diinyasin
temsil edecek sekilde secilmis, agacin giivenilirligi ise “branch support” analizi ile test
edilmistir. Bu agacta Ligaz 2 ile temsil edilen ligaz alt ailesi ilk defa aragtirmacinin
yuksek lisans tezi 1ile hipotezlenmis olmasina karsin aktivite analizleri ile
desteklenemedigi i¢in heniiz literatiirde yayimlanmamistir (Kiig¢iikoglu, 2010). Doktora
tezimin kapsaminda ise Ligaz II alt ailesi hipotezi ilave biyoinformatik veriler ile

gliclendirilerek tekrar sunulmustur.

Filogenetik agacin rahat anlasilabilmesi i¢in dal uclarinda iiyelere ait bilgiler
Ozetlenmistir; buna gore iiyenin genus isminin ilk harfi biiyiik ve tiir isminin ilk harfi
kiiciik olacak sekilde kisaltilarak iki harfli kod adi ile enzimin NCBI erisim kodu ve eger
biliniyorsa enzimin ait oldugu ligaz alt aile numaras1 grubu eklenerek bir kisa isim
kullanilmistir. Orne@in "Tetrahymena thermophila, LiglV, XP_001019308.1” iiyesi icin
kisaltma Tt4 seklinde olacaktir ve agagta “Tt4 Tetrahymena thermophila
XP 001019308.1” olarak verilmistir. Uye PFAM kategorizasyonunda Tip 2 Katalitik
Birim grubundaysa ait oldugu taksonomik kategori de belirtilmistir. Ayrica enzimin
geldigi organizma grubu hakkinda bilgi vermek i¢in tiir kisalmasindan sonra da kisa bilgi
verilmistir; TtAl2’de Al: Alveolata’ya karsilik gelir. Agacin sag tarafinda dikey bar
seklinde ligaz iiyelerinin dahil oldugu ligaz alt ailesi latin rakamlariyla (1, 2, 3, 4 ve 6)
verilmistir; V, Viral ligazlara; P, prokaryotik ligaz; A, Arke ligazlari; k ise kKDNA ligaz
iyelerine isaret etmektedir. Agacin en sagindaysa yukarida bahsedildigi lizere PFAM
analizi ile elde edilen domain bilgileri sematize edilmistir. Sar1 ve kirmizi renkle temsil
edilen katalitik birime ek olarak var olan domainler bu barlara farkli renklerdeki birimler
seklinde eklenmistir. Domain farklilagmasinin tiim grubu degil baz iiyeleri temsil ettigi
durumlarda, bu iiyelerin agactaki dal u¢larina ayni renkte kutucuklarla isaret eklenmistir.
Ornegin Ligaz VI grubunda katalitik birime ek olarak N-terminalde bulunan DRMBL
yapist (DNA repair metallo-beta-lactamase) ile Ligaz I’lerden farklilagmistir. Diger
gruplardaki domain farklilagsmalar1 da bu renk kodlar ile takip edilebilir olup, literatiire

uygundurlar.

Filogenetik analiz NAD+ bagimli DNA Ligaz enzimlerini ATP bagimli DNA
Ligaz enzim agaci i¢in dis grup olarak kullanmis olup dis grup beklenildigi gibi agac
kokiine konumlanmistir. Maksimum likelihood filogenetik aga¢ topolojisine genel

bakildiginda; dis grup dalindan sonra ATP bagimli DNA Ligaz ortologlarmin agacta 2
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ana dala béliindiigii goriilmektedir. Ilk ana dal; T3, T4 ve T7 viriis ligazlar1, Arke ligazlari
ile Lig B, C ve D fiyelerini kapsayan prokaryotik ligazlardan koken alan, omurgali ve
omurgasiz Okaryotik Ligaz I alt dal1 ile III ve IV’leri ihtiva alt dala boliinmiistiir. Ayrica
Ligaz VI olarak adlandirilan bitki ligazlarinin Ligl alt dalinin kokiine yerleserek, Ligl alt
ailesi ile iliski kismen farklilasmis bir dal oldugu bulunmustur. ilk ana dalin iginde LiglIII
ve LigIV’leri kapsayan ikinci alt dal incelendiginde ise metazoon siinger Amphimedon
queenslancica ile boceklerden Apis mellifera ve Drosophila melanogaster’e ait
omurgasiz ligazlarinin aslen omurgalilarda dagilim gosteren Ligaz III grubuna ait
enzimler olabilecegi, baz1 omurgasiz tiirlerinin LigazIII grubu enzimleri de icerebilecegi
Ongoriisiinii ortaya ¢ikartmistir. Fakat LiglIl ve LigIV’leri kapsayan bu ikinci alt dal
topolojisi istatiksel olarak bir deger icermediginden dolay1 bu bulgu Tartisma’da tekrar

ele alinmstir.

Bu tez ¢alismasinin odaklandigi TtLigll ise benzer diziye sahip hipotetik Ligaz
genleri ile birlikte “Ligaz II alt grubu” olarak isimlendirilen diger ana dalda toplanmistir.
Bu alt grupta TtLigll yaninda diger tekhiicreli 6karyotik silli organizmalara ait ligazlar,
kDNA ligazlar, omurgasiz Okaryotik ligazlar ile bakteriyel Lig E ve viriis ligazlarinin
yani sira funguslar (Haliotis rufescens, Peziza echinospora, Morchella snyderi...),
metazoa iiyeleri (deniz yildiz1 Anneissia sp., deniz stimiiklii bocegi Aplysia sp. ve annelid
solucan Capitella sp.), Oomycete (Saprolegnia parasitica, Pythium insidiosum) ve
Alveolata (Perkinsus olseni, Symbiodinium microadriaticum) iyeleri gibi ¢ok farkl
omurgasiz DNA ligazlar1 da yerlesim gostermektedir. Kirmizi renkli kutular ile PFAM
analizinin 6karyotik DNA LigII’lerin OB domainlerinin Ligl ve LiglV gruplarindan OB
domainlerden farklilastigini isaret etmektedir. Bu iiyelerin neredeyse tamaminin N-
terminallerinde koyu kirmizi kutu ile temsil edilen gorevleri heniiz bilinmeyen bir domain

bulundugu da goriilmiistir.
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Sekil 3.2. Canlilar aleminde bulunan ATP bagimli DNA ligazlarin maksimum likelihood filogenetik agag
analizi. Aga¢ yapisinda goriilen rakamlar yiizde branch support degerleridir.
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3.1.2. DNA Ligazlarin 3 Boyutlu Yapi1 Modellemesi ile Gorev iliskisi

Lig IT alt ailesi iiyelerinin dizisel farklilasmasi ile 3B katlanmasinin analizi ile gérev
iliskisinin kurulmasi bu boliimde amaglanmistir. TtLiglI’nin yami1 sira mitokondride
gorev yaptig1 kesin bilinen kDNA Ligazlar ile Ligaz II alt grubunda yerlesim gosteren
diger bazi liyelerin 3 boyutlu yapilart modellenmistir. TtLiglI’nin hem Alpha Fold ile tiim
dizinin tahmini katlanmalar1 hem de Swiss Model’den elde edilen identik dizilerden gelen

kismi/lokal katlanmalar bir arada degerlendirilmistir (Sekil 3.3).

A.

D Kaynak A;‘gl';‘:’:i“ QMEANDISCO
7s81.1.C  Insan PARP 1 1578 | 0,56
Twwg.1.A Mouse ERH 52-145 0,37
2e0c1A  Insan PARP 3'e ait WGR domaini 149194 042
20vtAF S. cerevisiae RNA Polimeraz Il (MgCl,) | 182213 042
1p8l.1.A PBCV ATP Bagimli DNA Ligaz 295555 | 0,55 (%27)
6gdr.1.D LigE 296-552 | 0,68 (%35)
4d05.1.A Psychrotolerant bakteri ATP Bagimh DMA Ligaz LigE 296-555 . 0,69 (%36)
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— TtLigll B ]

B
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Sekil 3.3. TtLigll icin yapilan Swiss Model analizinde elde edilen lokal ve domainsel katlanmalar. A.
Elde edilen katlanmanin ulasim numarasi, ait oldugu protein, proteinin gorevi ve TtLigll'de
temsil ettigi aminoasit dizi araligi verilmistir. B. Elde edilen lokal katlanmalarin Swiss Model
goriintiileri ile denk geldigi bélgenin dizinin tamamindaki konumu goriilmektedir.

Sekil 3.3’de goriildiigii gibi NTaseD ve OBD’den olugsan merkezi birimin tamamin1
kapsayan kristal veriler mevcuttur, bunlardan QMean degeri en yiiksek olan 4d05.1A
modellemenin devaminda kullanilmak iizere se¢ilmistir. Gorevi bilinmeyen N-terminal
domainin tamamini kapsayan bir katlanma verisi Swiss Model programi ile elde
edilememistir. Fakat ulasilan lokal katlanmalarin tamaminin DNA tek zincir kiriklarmin
algilanmas1 ve tamirinde gorev aliyor olmasi, N-terminal domainin gorevinin DNA hasar

algilama, DNA baglanma ve tamiri olabilecegini ortaya koymaktadir.

Kristalografi ve AlfaFold’dan gelen in-siliko bulgular birlestirildiginde, TtLigll

enziminin biitiinsel yapisinin tahmini modeli Sekil 3.4’de verilmistir.
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Sekil 3.4. TtLig2 'nin Swiss Model’den elde edilen lokal katlanmalarimin Alpha Fold ile elde edilen
tahmini katlanma iizerine ortiistiiriilmesi. A. Bélgesel katlanmalarin Alpha Fold verisi
tizerindeki yerlesimi. B. Tiim lokal katlanmalar ile merkezi birimi kapsayan 4d05.1A4 yapisinin
bir arada goriiniimii. AlfaFold iskeleti gri olarak, biiyiik 6l¢iide ortiisme saglayan 4d05.14
yapist kirmizi renkte gésterilmigtir.

Swiss Model programi ile deneysel verilerden elde edilen tahmini lokal katlanma
verileri ile AlfaFold ile elde edilen N terminal domain verileri uyumlu bir sekilde

ortiismektedir.
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Ayrica Ligll alt ailesi {iyelerinden bazi temsilcilerin de Alpha Fold ile tahmini
yapilart modellenmistir. Bunlardan ikisi kLig a ve B; digeri ise XP_0014602731 kodlu
Paramecium Ligll enzimidir (Sekil 3.5). Sekil 3.5’te mavi ve yesil bolgeler gérevi heniiz
tanimlanmamis N-terminal domaini, kirmizi ve turuncu boélgeler ise ligaz aktivitesini
gerceklestiren katalitik birim olan NTaseD ve OBD’yi gostermektedir. Ozellikle kirmizi
renkle gosterilen bolgelerde (OBD) katlanma benzerlikleri dikkat ¢gekmektedir.

Sekil 3.5. Ligaz II alt ailesi iiyelerinden 4 tiniin AlphaFold program ile 3B yapt modellemesi. A. ve B.
swraswyla kLig-a ve -f, C. Paramecium Lig II, D. TtLig II.

Tetrahymena TtLigl, TtLigll ve TtLiglV ic¢in de yukaridakine benzer bir analiz
yapilmustir (analizde transkripsiyonel olarak sessiz olan TtLigl tiyesi (XP_001011861.1)
kullanilmamustir) (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Tetrahymena thermophila DNA Ligazlarinin 3B yap1 modellerinin karsilastiriimasi. A; TtLig I,
B; TtLig II, ve C; TtLig IV.

Sekil 3.6°da turuncu bolge tim ATP bagimli DNA ligazlar i¢in ortak olan NTaseD,
kirmizi1 bolge ise Ligaz I ve IV i¢in ortak fakat Ligaz Il i¢in farkli kokenden gelen OBD’yi
gosterir. Sekil 3.6-C’deki pembe bolge ise Ligaz IV ailesi icin spesifik BRCT ile LiglV

domainini isaret eder.
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3B modellemelere ek olarak agacta kullanilan dkaryotik ligaz alt aile iiyeleri kendi
iclerinde hizalanarak motif analizi yapilmig ve alt ailelere 6zgii motifler tespit edilmistir

(Sekil 3.7).

Oligoniikleotid
Baglanma
Domaini
OBD

Adenilasyon
Domaini —
NTaseD

Sekil 3.7. Okaryotik ligaz alt ailelerinin dikey hizalamalart ile elde edilen motif bilgileri. A-D. sirayla
Ligl, Liglll, LiglV ve Ligll alt ailelerini temsil eder. E. TtLigll 3D modeli iizerinde tiim
motifler gosterilmistir.

Sekil 3.7°de goriilen bloklarin renkleri bu tezin Giris boliimiinde sunulmus olan
literatiir bilgisiyle homojenlik saglayacak sekilde se¢ilmis olup, soldan saga sirayla

ligazlar i¢in ortak 6 motifi gostermektedir. Sekle gore motifsel korunmusluk en yiiksek
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LigllI iiyelerinde goriilmekte olup, her alt aile renksiz bloklarla gdsterilen spesifik

motifler de igermektedir.

3.1.3. Tetrahymena thermophila DNA Ligazlarimin vejetatif biiyiime, achk ve
konjugasyon boyunca mRNA ifade degisimi

Tetrahymena’nin yasam dongiisiinde DNA ligazlarin gorev alabilecegi en belirgin
siire¢ konjugasyondur. Mayoz’un yami sira kromozom kiriklarinin olusmasi, IES
eliminasyonu, endoreplikasyon gibi DNA ligasyonunu gerektiren pek ¢ok olay
konjugasyon esnasinda gergeklesir. Konjugasyon siiresince elde edilen transkriptomun
Ref-Seq bilgileri Tetrahymena Functional Genom Database’de mevcuttur. Bu verilerin

bir araya getirilmesiyle Sekil 3.8’deki grafik elde edilmistir.

Sekil 3.8’deki mavi ¢izgiyle gosterilen egri TtLiglV, sar1 ve gri ile gosterilen egriler
TtLigl ve kirmizi ile gosterilen ise TtLiglI’nin mRNA degisimine aittir. Grafikte yatay
eksen konjugasyon siirecini saatsel olarak gosterirken, en listte bu saatlerde meydana
gelmesi beklenen biyolojik olay resmedilmistir. Vejetatif evrede diisiik, orta ve yliksek
yogunluktaki hiicre yogunlugu sirastyla L1, LM ve LH ile temsil edilirken; S ile gosterilen
bolge aclik siirecini, C ile gosterilenler ise konjugasyon siirecini saat olarak vermektedir.
Ornek olarak C10, konjugasyonun 10. saatindeki hiicrelerin mRNA seviyesini

vermektedir.
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Sekil 3.8. Vegetatif, A¢hik ve Konjugasyon boyunca Tetrahymena ligazlarimin mRNA ekspresyon
seviyelerinde degisimler.

Sekil 3.8’deaki mRNA ifade grafiginde yasam evreleri sirayla incelendiginde
vejetatif ve aclik evrelerinde en yiiksek ifade seviyesinin sadece TtLigIl’ye ait oldugu

goriilecektir. Konjugasyon evresinde dikkati {i¢ keskin yiikselis ¢eker; bunlardan ilki
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MIK’te mayoz ve mayozla ilgili olaylarin meydana geldigi 4. saattir (C4). Cift zincir
kiriklarinin olustugu ve ardindan MIK genomunun replike oldugu bu evrede TtLigl-2
disindaki tiim Tetrahymena ligazlarinin mRNA seviyelerinde, en yiiksek seviyenin
TtLiglV’e ait oldugu, yaklasik 3 saat siiren dramatik bir artis gézlenir. Yeni MAK ’larin
gelismeye basladigi 10. saat civarinda sadece sadece TtLigIV’iin seviyesi ilki kadar
dramatik olmamakla birlikte ikinci kez artmaktadir. Ucgiincii yiikselis grafigi
konjugasyonun 14. saatinde meydana gelmekte ve sadece TtLiglI’nin seviyesi ikinci kez
ylkselis trendi ¢izmektedir. mRNA seviyelerinde goriilen tiim bu artis azalis hareketliligi
konjugasyonda tiim ligazlarin seferber edildigi yogun bir genom diizenlenmesi olduguna
ve daha da Onemlisi aglik sartlarindaki Tetrahymena’nin genomunun korunmasinda
TtLigII’nin birincil olarak gorev iistlendigine isaret eder. mRNA seviyelerinde goriilen
tiim bu artig azalis hareketliligi, konjugasyonda tiim ligazlarin seferber edildigi yogun bir
genom diizenlenmesi olduguna ve daha da 6nemlisi vejetatif boliinme ve aglik sartlarinda
genomun biitiinliiglinii koruma gorevini asli olarak TtLigll’nin gerceklestiriyor

olabilecegini ortaya ¢ikartmistir.

3.2. Deneysel Bulgular

Filogenetik, motif, domain, 3B modelleme ve mRNA analizleri ile gérevi hakkinda
ilk ipuglar1 elde edilen TtLigll enziminin deneysel karakterizasyonu amaciyla
rekombinant protein iiretimine dayanan 2 temel yaklasim benimsenmistir: TtLiglI-sfGFP
flizyon enziminin hiicre i¢i lokalizasyonu ile enzimin gorev yerinin tanimlanmasi ve

TtLigll-10xHis tiretimi-saflagtirilmasi ile in-vitro ligaz aktivitesinin belirlenmesi.

3.2.1 T. thermophila Lig 11 alt ailesi tiyesi TtLig II’nin konjugasyon boyunca hiicre
ici lokalizasyonunun belirlenmesi

C-terminaline sfGFP takis1 eklenen TtLigll enziminin {iretilebilmesi amaciyla
TtLigll-sfGFP flizyon yapis1 SOEbyPCR metodu ile elde edildikten sonra yiiksek kopyali
rDNA orijinli ve kadmiyum ile indiiklenebilir MTT promotoruna sahip pIGF vektoriine
klonlandiktan sonra konjugatif Tetrahymena hiicrelerine, biyolistik silahla transforme
edilmistir. Antibiyotik se¢ilimi sonrasinda tek hiicre klonlar1 elde edilmis, bunlardan
CdCl; indiikleme sonrasi 1s1ma gosteren klonlar TtLiglI-cGFP ismiyle stoklanmistir. Bu
hatlar konjugasyon ve stres deneylerinde lokalizasyon teyidi i¢in kullanilmistir (Malone

vd., 2005).
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TtLiglI’nin konjugasyon esnasinda hiicre i¢i lokalizasyonunun arastirilmasi igin
TtLigll-cGFP hiicre hatlar1 gece boyu 0,25 pg/ml CdCl; ile indiiklenip, ertesi giin
yikandiktan sonra yabanil itk Tetrahymena thermophila Cu428 ile konjugasyona
alinmistir. Konjugasyon siiresince belirli araliklarla hiicre 6rnegi alinarak fikse edilmistir.
Ornek toplanmasi tamamlandiktan sonra 20 ng/ml DAPI ile boyanan hiicreler floresan

mikroskopta incelenerek, Sekil 3.9 verilerine ulasilmistir (Kataoka ve Mochizuki, 2015).

BIRLIKTE

Sekil 3.9. Konjugasyon sirasinda C-terminal GFP takily Ligll’nin hiicre igindeki lokalizasyonu.

Sekil 3.9°da {istte konjugasyon esnasinda hiicrenin gegirdigi niikleer olaylar
cizilmistir; alttaki panelde fiizyon proteinin farkli saatlerdeki hiicre i¢i lokalizasyonun
floresan mikroskop goriintiileri goriilmektedir. Buna gore vejetatif hiicrelerde TtLigll-
sfGFP sadece sil koklerine lokalize olurken, konjugasyonun 3. saat civarinda meydana
gelen mayoz esnasinda uzayan MIK kromozomlari ile az da olsa sil koklerinde lokalize
olmaktadir. Ayrica makrogekirdek’in koyu mavi ile yesil tonlarinin karigimi olan turkuaz
rengi almasi ise TtLigII’nin 3. saat civarinda makrogekirdekte de bulunabilecegine isaret
etmektedir. TtLigll-sfGFP’nin MIiK’teki lokalizasyon yeri konjugason siiresince
korunmakta olup, 7. saat civarinda haploit c¢ekirdeklerin birlesimi ile fertilizasyonu
sonrasinda olusan 2 diploid MiK te de gorevine devam ettigi anlasiimaktadir Sekilde 3.

kolonda konjugasyonun “4 MIK” evresinde MAK’ta da kisa siire lokalize oldugu
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goriilmekte olup, son panelde ise konjugasyonun 8-14. saatleri ve sonrasina denk gelen
“2 MAK-2 MIK” sathasinda sadece gelismekte olan yeni makroniikleuslarda lokalize

oldugu belirlenmistir.

3.2.2 TtLigll’nin Tetrahymena thermophila’da homolog ifade sistemi ile
rekombinant iiretimi, afinitik saflastirilmasi ve ligaz aktivite tayini

Aragtirmanin bu boliimiinde C-terminalinde 10xHis takisi tasiyan TtLigll’nin
tiretilmesi amaciyla pIGF-TtLigll-His vektorii yapilandirilmis  ve  konjugatif
Tetrahymena hiicrelerine transforme edilmistir. Antibiyotik segilimi ve tek hiicre
klonlarinin olusturulmasimin ardindan elde edilen TtLigll-cHis hatlar1 g¢alismanin

rekombinant iiretim ve saflastirma asamalarinda kullanilmak iizere stoklanmistir.

3.2.2.1. Uygun tamponun belirlenmesi

Rekombinant TtLig II-10xHis proteininin saflagtirilmasinda kullanilacak tamponun
belirlenmesi i¢in Hipotonik Sitoplazmik Liziz Tamponu, HB, (10mM HEPES, pH 7.9,
1.5mM MgCL ve 10mM KCl, %0,05 NP40, %25 (v/v) Gliserol) ile Niikleer liziz
tamponu, NLB, (20mM HEPES, pH 7.9, 1.5mM MgCl,, 0.42M NaCl, 0.2mM EDTA,
%0.05 NP40, %25 (v/v) Gliserol) karsilastirmali test edilmistir (Sekil 3.8). T. thermophila
TtLigll-cHis hiicreleri CdCl; ile indiiklenip peletlenmis ve pelete 5 kati hacimde adi
gecen liziz tamponlar1 eklenerek hiicreler iyice ¢dziildiikten sonra buzda 15 dk inkiibe
edilmistir. Siire sonunda 18-20G enjektor ile 10 kez al-ver yapildiktan sonra 30 dk buzda
inkiibe edilmistir. Siire sonunda dnceden sogutulmus santrifiijde 15 dk-13000 rpm’de
santrifiij edilerek elde edilen izolatlar Sekil 3.10’da incelenmistir. TtLiglI-10xHis
proteini 70 kDa’da beklenmektedir.
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Sekil 3.10. TtLigll-10xHis in hipotonik ve niikleer liziz tamponu ile izolasyon denemesinin anHis antikoru
ile western blot analizi. Negatif kontrol olarak indiiklenmemis (-CdClI) hiicre peleti
kullamilmistir. TtLigll-10xHis proteini 70 kDa’da beklenmektedir.

Sekil 3.10°da NIB kuyusunda 70 kDa’luk protein band1 HB’ye gore nerdeyse 2 kat1
fazla bulundugundan izolasyon caligmalarinda NLB tamponunun kullanilmasinin daha

uygun olduguna karar verilmistir.

3.2.2.2. T. thermophila TtLigll-cHis hiicrelerinin flask ve biyorektiorde iiretilmesi,
indiiksiyonu ve TtLiglI-10xHis’in saflastirilmast

Flask ve etiiv sartlarinda gergeklestirilen ilk calismada hiicre kiiltiirii ve indiikleme
asamalari, gece boyu biiyiitiilen hiicrelerin 2 mM CdCl, ile 5 saat indiiklenmesi,
santrifiijle peletlenmesi, pelet hacimlerinin belirlendikten sonra izolasyonuna kadar -
86°C’de saklanmasi seklinde gergeklestirilmistir. Liziz ve saflastirma metot boliimiinde
belirtildigi sekilde yiiriitiilmiis, liziz tamponundaki EDTA ultrafiltrasyon metoduyla
tampon degistirilerek uzaklastirilmistir. Saflagtirmada 260 nm’de yliksek absorbans veren
eliientler jele yliklenerek Comassie boyama ve Western Blot caligmalarinda kullanilmistir
(Sekil 3.11). Sekil 3.11°de ok ile isaret edilen protein bandi rekombinant olarak iiretilen
ve afinitik olarak saflagtirilan 70 kDa’luk TtLiglII-10xHis proteinini gdstermektedir. Sekil
3.11°de goriilen Western Blot analizleri sonucunda safligin en yiiksek oldugu 7-11

eliientlerinin in vitro aktivite ¢alismalarinda kullanilmasina karar verilmistir.
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Sekil 3.11. TtLigll-10xHis rekombinant proteininin izolasyon ve afinitik saflastiriimasi. A. NanoDrop
olciimlerine gore porzitif olan eliientlerle birlikte (E3, E7, E9, E10) toplam protein (TP),
tampon degisimi (BE), Ni-NTA va baglanmayan faz (FT) ile ilk ve son ytkama érneklerinin
(W1-W7) SDS-PAGE analizi; Comassie boyama goriintiisii. B. Anti-His antikoru ile western
blot analizi. Ok: saflagtirilmis 70 kDa’luk TtLigll-10xHis rekombinant proteinin igaret
etmektedir.

TtLigll-10xHis enziminin yiiksek konsantrasyon ve verimde elde edilmesi
amaciyla, detaylar1 metot boliimiinde verilen biyoreaktdr sartlarinda biiyiitiilen TtLigll-
cHis hiicreleri 6 saat indiiklendikten sonra, yukarida anlatilan sekilde protein izolasyonu
ve afinitik saflagtirma asamalarina alinmistir. Bu deneyde oncekinden farkli olarak liziz
esnasinda ortama salinan genomik DNA’nin parcalanmasi i¢in DNaz enzimi eklenmis,
boylece aktivite caligmalar1 esnasinda TtLiglI’nin katalitik domainini mesgul ederek
aktivite kaybinin oniine gecilmesi hedeflenmistir. Sonrasinda DNAZz’1n in vitro ligaz
aktivitesi esnasinda substrat DNA’lar1 pargalayarak aktivite kaybina neden olmamasi igin
Stirred Cell ile ortamdan uzaklastirilmasi saglanmigtir. Stirred-cell sonrasinda Ni-NTA
saflagtirmas1 i¢in gerekli olan tampon degistirme ise ultrafiltrasyon metodu ile
gerceklestirilmis, bu esnada rekombinant proteinin konsantrasyonu da saglanmistir. Elde
edilen proteinler giimiis boyama ile goriintiilenmis, tiim eliientler Western Blot analizine

alinmistir (Sekil 3.12).
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Eltisyonlar Eltisyonlar Eltsyonlar
TP SC FTY1 Y11 1 2 3 4_ 5 6 7 8 9 10 11 12 14 15 16 17 18 19 20

Sekil 3.12. Biyoreaktor kiiltiir hiicrelerinden protein ekstratimin izolasyonu ve TtLigll-10xHis in afinitik
saflastirilmast. A. Giimiis boyama, B. Western Blot. TP: Toplam protein ekstrati, FT: Ni-NTA
kolonuna baglanmayan proteinler, Y1 ve Y11: kolon ytkamaswnin ilki ve sonuncusu,

Sekil 3.12’de Western Blot analizinde goriilen eliisyonlar 70 kDA ve 55 kDa’da
goriilen bantlara gore 1-6. ile 7-14. eliisyonlar1 seklinde iki grup olarak bir araya
getirilmistir; bu eliientler ligaz enzimi saklama tamponunda 1 gece diyaliz edildikten

sonra in vitro ligaz aktivite ¢calismalarinda kullanilmislardir.

3.2.2.3. TtLiglI-10xHis enziminin in-vitro ligaz aktivite analizi

Flaskta kiiltiire edilmis hiicrelerden afinitik saflagtirilan TtLiglI-10xHis proteinleri
(Sekil 3.11) in vitro ligaz aktivite reaksiyonunda enzim olarak kullanilmistir. Tek zincir
kiriklarini taklit eden yapiskan uglu substrat olarak A faj genom DNA’sinin EcoRI/HindIII
ile parcalanmis ve saflastirilmis parcalarindan olusan DNA marker kullanilmistir

(AEcoRI/HindIII, Thermo SM091).

48



Pozitif kontrol olarak ticari T4 Ligaz enzimi kullanilmistir. Agaroz jele yiiklenen

reaksiyon trilinleri hem kalitatif olarak hem de batlarin yogunluklar1 dl¢iilmek siiretiyle

kantitatif olarak aktivite degisimleri belirlenmeye ¢alisilmistir (Sekil 3.13).

A.
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Sekil 3.13. TtLigll-10xHis in A faj EcoRI/HindlIll ile par¢alanmig DNA par¢alarini ligasyon analizi. A ve
B sirayla 16°C ve 25°C de 16 saat ligasyon sonuglart. PK. Pozitif kontrol (NEB T4 Ligaz), NK.
Negatif kontrol (Eliisyon tamponu).

Sekil 3.13’de sol tarafta bulunan agaroz jel elektroforez goriintiisii ve sagda ise

jeldeki bantlarin absorbans degerlerinin bulundugu grafik goriilmektedir. Reaksiyona

gore tipk1 pozitif kontrolde goriildiigii gibi alttaki bantlarin ligasyonla birleserek 1. bant

hattinda yogunlugunun artmasi ve buna bagli olarak absorbans grafiginde bu banda ait 90

birimlik yogunluk seviyesinde veya 49 birimlik negatif kontrol degerinden daha yiiksek

olmas1 beklenmektedir. Buna gore her iki sicaklik denemesinde turuncu siitunlar (54,76

birim) ile belirtilmis olan Eliisyon 7 ile sar siitun (54,52 birim) ile temsil edilen Eliisyon

9’un 1 numarali bantlarinin absorbansi agik mavi (49.5 birim) ile gosterilmis negatif

kontrole gore yiiksektir. Ayrica Eliisyon 7 ile gerceklestirilen reaksiyonun 10. DNA bandi

oldukca azalmig goriilmektedir. Bu aktivite verilerinin negatif olmasmin ana nedeni
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olasilikla imidazol igeren eliientlerle yapilmis olmasidir. imidazol enzimler igin oldukga
giicli inhibitérdiir. Bu nedenle 7-11. eliientler bir araya getirilerek imidazolii

uzaklastirmak i¢in diyaliz edilmis ve sonraki ¢calismalarda tekrar kullanilmstir.

Ayrica pozitif kontroliin %100 aktivite gdstermemis olmasi nedeni ile reaksiyon
tamponunda da iyilestirmeye ihtiya¢ olmustur; Bauer ve arkadaslarinin gelistirerek
kullandig1 Quick Ligation Buffer (QLB) sonraki aktivite ¢caligmalarina dahil edilmistir
(Tablo 3.3) (Bauer vd., 2017).

Tablo 3.1. Ligasyon reaksiyon tamponlarinin karsilastirilmasi. T4 Ligase Buffer iceriginin QLB den
temel farki DNAy1 yogunlastiran PEG 6000 igermemesidir.

icerik T4 Ligase Buffer Quick Ligase Buffer
Tris-HCI 50 mM 66mM
MgCl, 10 mM 10 mM
ATP 1 mM 1 mM
DTT 10 mM 1 mM
PEG 6000 - %6

In vitro ligaz reaksiyonlarinda aktivite gdsteren optimum enzim oranimin
belirlenmesi icin saflastirilan enzimden 3, 5 ve 7°ser pl kullanilmistir. Ayrica optimum
aktivite sartlarinin belirlenmesi i¢in iki farkli tampon ile iki farkli sicaklik sinanmistir
(Sekil 3.14). Bu reaksiyonlarda net bir aktivite bulgusuna erigilemedigi igin
reaksiyonlarda daha yiiksek enzim konsantrasyonuna ihtiya¢ oldugu kanaatine varilmais,

TtLigll enziminin tekrar iiretilerek afinitik saflastirilmasina karar verilmistir.
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Quick Ligase Buffer Ligase Buffer

25°C 30°C 25°C 30°C

Enzimmiktan ng 3 5 7 NK 3 5 7 NK 3 5 7 NK 3 5 7
|_|| = P .

Sekil 3.14. QLB ve T4 ligaz tamponu LB ile 25 ve 30°C lerde gergeklesen ligasyon reaksiyonlari NK:
95°C’de 15 dk kaynatilarak inaktif duruma getirilmis deney grubu enzimi.

Aktivitenin daha iyi sartlarda ¢alisiimasi i¢in enzimin yiiksek konstantrasyonda ve
aktivite sonuclarin1 yaniltmayacak sekilde DNA’dan armdirilmis sekilde iiretilmesi
amaciyla daha biiyiik kiiltiir hacmi ile tekrar edilen liretim ve saflastirma bulgular Sekil
3.12°de goriilebilir. Bu kez elde edilen eliientler bir araya getirilerek aktivite ¢aligmasi
oncesi diyaliz ile tampon degisimine alinmis ve miktar1 dlgiilerek konsantrasyonu 30
mg/ml olarak belirlenmistir. Bu enzim ekstrati ile 200 ng EcoRI/HindIII faj genom DNA
substrati (Sekil 3.14-D) kullanilarak in vitro ligaz reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir (Sekil
3.14).

Sekil 3.14-A’da goriilen ligaz reaksiyonu 10 pl hacimde kurulmus olup 25°C’de 16
saat slireyle, deney grubu enziminin 3, 5 ve 7 pl hacimde kullanilmasiyla aktivite gosteren
optimum enzim miktar1 belirlenmeye c¢alisilmistir. Sekil 3.14-B’de optimum aktivite
stiresinin belirlenmesi amaciyla, 200 ng substrat, optimum enzim hacmi olan 7 pl TtLiglI
enzimi ve 25°C sicaklikta siireye bagli aktivite degisimi analiz edilmistir. Sekil 3.14-C’de
ise substrat miktar1 300 ng’a ¢ikartilarak, 7 pl TtLiglI’nin optimum olarak belirlenmis 1
saatlik reaksiyon siiresinde aktivite gOstermesi i¢in en uygun sicakligin belirlenmesi
amaclanmistir. Reaksiyonlara siire sonunda 1 ul Proteinaz K (20 mg/ml) ve yiikleme
boyas1 eklenerek 37°C’de 30 dk inkiibe edildikten sonra %]1’lik agaroz jelde 90V’da 50
dakika elektroforez edilmistir. Pozitif kontrol (PK) reaksiyonunda ticari T4 ligaz enzimi
bulunmaktadir ve Sekil 3.14-A’da PK kuyusunda goriildiigii iizere tiim kiiciik bantlarin
birleserek biiyiik DNA bandina doniismiis olmasi reaksiyon sartlarinin deney i¢in uygun

oldugunu ifade eder. Negatif kontrol (NK) ligaz reaksiyonunda enzim yerine 5 pl saklama
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tamponu kullanilmistir. NK’de beklendigi gibi higbir DNA band1 ligasyona
ugramamigstir. Deney gruplari olan 3, 5 ve 7’°de ise enzim miktar1 en yliksek olan 5 ve 7
ul hacimli gruplarda alttaki kii¢iik fragmentlerin bir araya gelerek {istteki iki biiyilk DNA
bandin1 olusturdugu goriilmektedir. Miktara bagli ilk reaksiyon sonucunda sonraki
caligmalarda deney grubu enzim hacminin 7 pl olarak kullanilmasina karar verilmis,
siireye baglh aktivite degisiminin belirlenmesi i¢in bu 25°C’de 30 dk, 1-10. saatlerdeki
tirlin olusumu analiz edilmistir (Sekil 3.15 B). Buna gore 16. Saatte goriilen total
aktivitenin esasen ilk 1 saatte olustugu goriilmiis, sonraki ¢aligmalar i¢in reaksiyon siiresi
1 saat olarak se¢ilmistir. Bu substrat ile yapilan son optimizasyon g¢alismasi sicakliga
baglh 1 saatlik aktivite degisimi olup, 3.15.C’de gorildiigii lizere yapiskan uclu DNA
fragmentlerinin ligasyonunda TtLigll i¢in en uygun sicaklik 4°C’dir. Bdylece
rekombinant {iretilip afinitik saflastirilan TtLigll-10xHis enziminin ATP bagimli DNA

ligaz aktivitesine sahip oldugu deneylerle ispat edilmistir.

A. B.
Kullamlan Enzim Hacmi/ pl Sire/ Saat
NK PK 3 5 7 NK PK 0.5 1 2 3 4 5 10
e e - ;.; -~ -
e
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e . _ i= 53 B LS
- T ©r=:
c Sicaklik/i°’C D.

NK 4 16 25 30 37 )
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Sekil 3.15. TtLigll-10xHis in T4 Ligasyon tamponundaki ligasyon verimliligi. A. Farkli hacimlerdeki
enzimin aktivitesi. B. 7 pl enzim ve 200 ng substrat ile siireye bagli optimizasyon. C. 7 ul
enzim, 300 ng substrat ve 1 saatlik reaksiyonun farkl sicakliklardaki verimi. D. EcoRI ve

Hindlll ile kesim sonucu olusan DNA fragmentlerinin yapiskan u¢lar
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Benzer bir aktivite ¢alismast ADNA’sinin Dral ve EcoRV enzimiyle kesilmesiyle
olusturulan kiit uglu DNA fragmentlerinin kullanilmasiyla gergeklestirilmistir, bu kiit
uclu DNA pargalarinin ligasyon reaksiyonu bulgular1 Sekil 3.15°te goriilmektedir.
Ligasyon reaksiyonu daha once belirlenen 7 pl enzim ve 16°C sicaklik ile 1 ve 16 saat

stireler ile gerceklestirilmistir (Sekil 3.16).

1 saat 16 saat : 1 saat 16 saat
PK  TiLigll PK TtLigll TtLigll TtLigll

c.

5' T-T-T |A-A-A 3
Dral I : | [ [I [

2 e | A—AA | T=T-T 1 5

ST Tl [AF0 =TT #
ECORV e L Ll T A | T-AG bl 5

Sekil 3.16. TtLigll-10xHis’in T4 Ligasyon tamponundaki ligasyon aktivitesi sonucu tirtinlerin olugsma
verimliligi. A. Dral ile iiretilen DNA fragment substratlarimin in vitro ligasyon analizi, C. ve D
7 ul enzim, 300 ng substrat ve 1 saatlik reaksiyonun farkl sicakliklardaki verimi. E. Dral ve
EcoRV ile kesim sonucu olusan DNA fragmentlerinin kiit uglari.

TtLigll enziminin ¢alisilan bu sartlarda kiit uglu DNA fragmentlerini birlestirmekte
tek zincir kiriklarini mimik eden sartlardaki gibi etkin olamadigi bulunmustur. Kiit uglu
DNA fragmentlerinin birlestirilmesinde pozitif kontrol olarak kullanilan T4 ligazin da

etkinligi diisiiktiir.
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4. SONUC, TARTISMA VE ONERILER

4.1. Sonuc

Bu tez ¢alismasi kapsaminda yiiriitiilen 7. thermophila DNA Ligaz enzimlerinden
TtLigll’nin in silico, in vivo ve in vitro karakterizasyon c¢aligmalar1 3 ana sonug altinda
Ozetlenebilmektedir: i) Afinitik saflastirilan rekombinant TtLigll-10xHis enzimi ile
kurulan in vitro ligasyon reaksiyonlar1 TtLigll enziminin DNA tek zincir kiriklarinin
fosfodiester baglarin1 olusturdugunu gostermistir. i1) TtLigll-GFP fiizyon proteinini
yluksek miktarda iireten (overekspres) rekombinant hiicre hatlartyla mikroskopi
caligmalari, fiizyon enzimin ag hiicreler ile konjugatif hiicrelerde mitokondri, MIK ve
yeni gelismekte olan MAK’a lokalize oldugunu gostermistir. Bu veriler TtLiglI’nin
mRNA ifade analizleri ile bir araya getirilerek degerlendirildiginde; enzimin
konjugasyonun mayoz sathasinda, MAK gelisiminde, vejetatif hiicrelerin ise MIK mitozu
ve MAK’mn boliinmesi ile mitokondrilerin bdliinmesi esnasinda gorev iistlenebilecegi
ortaya koymustur. iii) Bu deneysel verilerle desteklenen filogenetik analizler ise,
Okaryotik ATP bagimli DNA Ligaz ailesi altinda “Ligaz II alt ailesi” olusturulmasi ile

sonuclanmustir.

Ligaz II alt ailesi {iyelerinin kokeni ile ilgili olarak yapilan degerlendirmeler
neticesinde Ligll geninin, prokaryot ve viriis ligazlar ile yakin filogenetik iliskiye sahip
olan Okaryotik tekhiicreliler (protistler), funguslar ile yumusakcalarin (mollusklar)
atasina horizontal gen transferi ile viriislerden ge¢mis olabilecegi yeni bir hipotez olarak

sunulmustur.

Ozetle bu tez calismas ile yeni bir Ligaz enzim alt ailesi ailesi tanimlanarak “Ligaz
II enzim alt ailesi” ismi verilmis, bu isimle adlandirilan ilk {iye olan TtLiglI’'nin ilk
deneysel karakterizasyon caligmalar1 yiiriitiilmiis ve tekhiicreliler, funguslar ile
mollusklarda Ligl ve LigIlV’in yaninda Ligll ligazlarin da ¢ekirdek ve mitokondri

genomunda tamir ve replikasyon gorevlerini listlendigi sonucuna varilmistir.

4.2. Tartisma

Biyoinformatik veriler protist, fungus ve molluska gibi bazi omurgasiz karyotik
organizmalarda dagilim gosteren TtLigll ve ortologlarinin bitkiler, bécekler ve omurgali

Okaryotlarda bulunmadigin1 gostermistir. Filogenetik analizler Ligll’lerin LigE gibi
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bakteri ligazlar ile ortolog olabilecegini ve viriis ligazlari ile olan benzerlik iliskisi ise
bakterilerden viriis araciligi ile LigII’lerin protist, fungus ve molluska gibi baz1 omurgasiz
okaryotlara horizontal gen transferi ile aktarildigini isaret etmektedir. In vitro ligaz
reaksiyonundan elde edilen TtLigll aktivite verilerine gore ¢ift zincirli DNA’larda
bulunan fosfodiester bag centiklerini tamir edebildigi lizerine veriler, asagida LigII’lerin

daha kapsamli degerlendirmesi ile sonuglanmistir.

4.2.1. Rekombinant TtLigll enzimi ligaz aktivitesine sahiptir

Filogenetik analizler ile ATP bagimli DNA ligaz enzimi oldugu One siiriilen
TtLigl’nin rekombinant formunun ligaz enzim aktivitesine sahip oldugu in-vitro
analizleri ile teyit edilmistir. Buna gore TtLigll ADNA’sinin EcoRI ile kesilmesiyle
olusturulan yapigskan uclu fragmentlerin hibridizasyonundan sonra olusan 5' A-G 3'
niikleotitleri arasinda, HindIII ile olugturulmus fragmentlarin uglarda hibridizasyonundan
sonra olusan 5' A-A 3' niikleotitlerinin arasinda eksik olan fosfodiester baglarmin

olusturulmasini katalizleyebilmistir.

Cift zincir kiriklarin1 taklit eden kiit uglu fragmentlerin birlestirilmesi
caligmalarinda hem TtLiglI’nin hem de pozitif kontrol olarak kullanilan T4 Ligaz’in
etkinligi diisiik ¢ikmistir. Bauer ve arkadaslarinin (2017) rekombinant ligaz enzimlerinin
etkinliklerini arastirdiklar1 ¢aligmada da PBCV ve T4 Ligaz’in ¢ift zincir kiriklarmi
birlestirme etkinligi sirayla %8 ve %40 civarinda bulunmus oldugundan bu sonug sasirtici
degildir. Ancak NTaseD ve OBD disinda domain tasimayan PBCV Ligaz’in N-
terminaline T4 Ligazin NTD dizisi, insan LiglIl’iiniin ¢inko parmak motifi ya da
Sulfolobus solfataricus’un ¢ift zincir DNA’ya baglanma proteinin N-terminal bolgesi
eklendiginde kiit uglu DNA’y1 birlestirme etkinliginin sirayla %22, %29 ve %44’e arttig1
gozlenmistir (Bauer vd., 2017). Bahsi gegen NTD TtLigll’de dogal olarak var
oldugundan kiit ug¢lu DNA’nin birlestirilmesinde sonu¢ alinamamasi enzimin
konsantrasyonu ve safliginin disiikliigii ile de ilgili olabileceginden, eldeki bulgular kiit
uclu DNA fragmentlerini birlestirme etkinligi {izerine ¢ikarimda bulunmak i¢in heniiz

yeterli degildir.

Boylece Tetrahymena thermophila genomunda var oldugu belirlenen 4 ligaz
geninden herhangi bir ligaz enzim alt ailesi ile kategorize edilmemis, TGD kaydi Ocak
2023 itibariyle “DNA Ligaz domaini tagiyan protein” olarak tanimlanan enzimin bir ATP

bagimlit DNA Ligaz ortologu oldugu bu calisma ile kesinlestirilmigtir. TtLiglI’nin
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bdylece T. thermophila’da gorevi ile temsil ettigi alt ailenin canlilar diinyasinda dagilimi

ve dnemi asagida agiklanmaya caligilmistir.

4.2.2. PFAM ve filogenetik analiz bulgular literatiir ile uyum i¢indedir

PFAM analizi DNA Ligazlar’in katalitik aktivite gosteren minimal yapisinin
NTaseD ve OBD olarak bilinen iki domainden olustugunu teyit etmistir. NAD ve ATP
bagiml Ligazlarda NTD iki PFAM kodu ile temsil edilirken OBD ise 3 farkli kodla temsil
edilmektedir (Tablo 4.1). PFAM kodlarmin iiyeler i¢cindeki dagilimi ile bu c¢alismada
sunulan filogenetik aga¢ topolojisi ortiismektedir. Filogenetik agagta NAD bagimlit DNA
Ligaz tiyeleri beklenildigi gibi dis grup olarak konumlanmis olup ATP bagimli DNA
ligazlar ise OBD’lerinin ait oldugu PFAM ailesine gore iki temel grupta dallanma

gostermistir (Sekil 3.1, Sekil 3.2 ve Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Calismada kullanilan DNA Ligaz tiyelerinin PFAM analizleri. Bu analiz ile katalitik
merkezlerini olusturan temel protein ailelerininin korunmus sekilde farkiilik gésterdigi gériiliir.

NTD i¢in OBD icin
PFAM kodu PFAM kodu

PF01653.21 PF03120.19

Ligaz Gruplan

1) NAD bagimh ligazlar
o LigA
2) ATP bagimh ligazlar
Arke Ligazlar:
e Ligl
Bakteri ligazlar
e LigB
e LigC
e Ligh
Protostome, Echinoderm ve Omurgal PF01068.24 PF04679.18
Okaryotik Ligazlar
o Ligl
e Liglll
e LiglVv
Bitki Okaryotik Ligazlar
e Ligl
e LiglV
Viral DNA Ligazlar
e Viral ligazlar
Bakteri Ligazlar
e LigE
Omurgasiz Okaryotik Ligazar (Tek Hiicreli, PF01068.24 PF14743.9
Rotifer, Mollusk ve Fungus)
e LigII (bu ¢alisma ile eklenmistir)
e kDNA Ligazlar
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4.2.3. Tip 1 Katalitik Birimine sahip Ligl, LiglIl ve LigIlV DNA ligazlar1 arke
ligazlarindan koken alir

Tip 1 Katalitik Birime sahip enzimler okayotik Ligl, III, IV, arke ligazlar ile
bakteriyel ATP bagimli DNA ligazlar1 olan Lig B, Lig C ve Lig D’dir (Tablo 4.1). Bu
tiyelerin filogenetik aga¢ dagilimlarina bakildiginda 3 durum s6z konusudur: 1) Bu iiyeler
Tip 2 Katalitik Birim tasiyan iiyelerden ayrilarak Tip 1 Katalitik Birim grubunu
olusturmustur. ii) Tip 1 Katalitik Birim ana dal1 tiim 6karyotlarda bulunan Ligl ve IV ile
omurgalilarda bulunan Ligaz III alt dallarina ayrilmistir. iii) T3 ve T7 virtisleri, arkeler
ve ATP bagimli bakteri (Lig B, C ve D) ligazlar ise Tip 1 Katalitik Birim tagiyan ana

dalin kokiine yerlesmistir.

Literatiirde dogrudan Okaryotik ligazlarin evrimsel ge¢misine acgiklik getirmeyi
hedefleyen bir yaym bulunmamakla birlikte, ilk filogenetik goriis Yutin ve Koonin’in
(2009) NCLDV viriis DNA ligazlarinin evrimsel iliskilerini agiklamaya calistiklar
makalelerinde Ligaz III’lerin Ligaz IV’lerden kdken aldigina dair hiptezleridir (Yutin ve
Koonin, 2009). Simsek ve Jasin (2011) ise elde ettikleri veriler 15181nda Ligaz III’lerin
atasal bir gen oldugunu ve metazoan evrimi sonrasinda omurgasiz canlilardan
kaybedildigini 6ne slirmiislerdir (Simsek ve Jasin, 2011). Tim Okaryotik ligazlarin
filogenetik iligkisi hakkinda yapilan en kapsamli ¢aligma ise Williamson ve Leiros’un
genis kapsamli PFAM calismalar1 ile bakteri ligazlarinin iligkilerini agiklamaya
caligtiklar1 yayinlaridir: Yaptiklart genis kapsamlt PFAM analizlerinde ATP bagiml
DNA ligazlarin OBD’lerine gore iki ana ligaz grubu olarak kategorize oldugunu;
ardindan yaptiklart “dizisel benzerlik ag1” (sequence similarity network- SSN)
analizleriyle de Ligaz I’lerin replikatif arke ve bakteriyel ligaz B’ler ile; Ligaz III ve
IV’lerin ise sirasiyla bakteriyel BER tamirinde gorev alan bakteriyel Lig C’ler ve
NHEJ’de gorev alan Lig D’ler ile yakin gruplar olusturdugunu gostermislerdir
(Williamson vd., 2016; Williamson ve Leiros, 2019). Bu iliskisel analiz, arke ligazlarinin
hem farklilagarak Lig C ve Lig D’yi meydana getirdigi one siiriilen bakteriyel LigB’nin
hem de Okaryotik ligazlarin atasi olabilecegi seklinde aciklanmistir. Buna gore arke
ligazlar1 hem Ligl’lerin hem de LiglIl ve LigIV’lerin ortak atasina dogrudan transfer
edilmis olabilirse de LiglIl ve LigIV’lerin sirasiyla LigC ve LigD’den horizontal gen
transferiyle de Okaryotlara aktarilmis olmasi da olasidir. Bu literatiir verileri, liyelerin

yapisal ve gorevsel karakterleriyle birlikte degerlendirildiginde, bu ¢aligmadaki
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filogenetik agacin yukarida izah edilen Ligl alt dali ile Liglll ve LigIV alt dallarinin

iliskili yapis1 daha biiyiik anlam kazanmaktadir.

Filogenetik agacin bu ana dalinda litetiirdeki durumu belirsiz olan tek grup ise
Ligaz I’lere yakin dallanma gostermis olan ve sadece bitkilerde dagilim gosteren Ligaz
VDlardir. LigVI'larin  yapisal kompozisyonlarina bakildiginda N-terminallerinde
DRMBL (DNA repair metallo-beta-lactamase) domaini bulundugu goriiliir. DRMBL
korunmus 5 farkli motif igerir ve bu katlanmay1 tasiyan enzimler DNA ya da RNA’y1
metabolize etmekte olup, B-CASP c¢atis1 altinda toplanmiglardir (Callebaut vd., 2002).
DNA metabolizmasinda rol oynayan $-CASP iiyelerinin DSB’nin tamirinde rol oynadig1
belirlenmis oldugundan, bitkisel LigVI’'nin gorevinin NHEJ baglantili oldugu o6ne
stiriilmiistiir. Fakat bu hipotez mutasyon ve karakterizasyon c¢alismalariyla test
edildiginde DSB tamirinde Ligaz VI’nin degil Ligaz IV iin rol oynadigi, Ligaz VI’nin ise
tohumlarda oksidatif stres sonucu olusan DNA hasarlarinin tamirinde gorev aldigina dair
bulgular bildirilmistir. Bu ¢alismada sunulan filogenetik agacta LigVI’larin oksidatif
streste hasar goren DNA nin tamirinde gorev alan Lig I’lere yakin filogenetik yerlesimi
bu acidan tutarlidir (Bonatto vd., 2004; Waterworth vd., 2010). Bu degerlendirmeler
15181nda, LigVT’larin gérev zamani tohum gelisimiyle sinirli olsa da gorev itibari ile Ligaz

I alt aile liyesi oldugu kabul edilebilir bulunmustur.

4.2.4. Tip 2 Katalitik Birim tasiyan ligazlar viral kokenlidir

PFAM ve filogenetik aga¢ analiz sonuglar1 LigII’ler agisindan degerlendirildiginde,
ilk goze ¢arpan Ligll’lerin dagilim gosterdigi organizmalardir. Bu organizmal dagilima
gore Katalitik Birim 2 ile karakterize Ligll enzimleri, Alveolata, Ameoboa, Oomycete,
Filasterea ve Metazoa grubu okaryotik taksonlarda dagilim gdstermektedir ancak agacta
degerlendirilen ligaz {yeleri arasinda Ligll’ye dahil bir bitki ve maya {iyesi
bulunamamistir. Filogenetik agac¢ analizinde kullanilmak {izere iiyeler secilirken
TtLigll’nin  bulucu olarak kullanildigi BLAST analizi maya gruplariyla
siirlandirildiginda elde edilen tek liye olan Ogataea haglerorum’a ait (NCBI erisim
numarast: KAG7697268.1) maya ligazi, PFAM analizlerine gore Tip 1 Katalitik Birime
sahip olup, filogenetik agacta da LigIV’lerle birlikte yerlesim gostermistir (Sekil 3.2).
Buna ek olarak mayalarda Ligll grubu ligazlarin bulunup bulunmadigi ayrica PFAM veri
tabaninda “Katalitik Birim 2” bulunduran organizmalarin taranmasi ile de test edilmistir

(Sekil 4.1). Sekilde “Katalitik Birim 2” domain organizasyonuna sahip organizmalarin
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dagilim grafigi goriilmektedir; grafikte yesil renkle gosterilen dilim dkaryotik gruplari,
mor ile temsil edilen dilimler bakterileri ve pembe ile temsil edilenler ise viriis gruplarim
ifade etmektedir. Okaryotik dilimde yer alan organizmal gruplara bakildiginda
Basidiomycota ve Mucoromycota gruplari ile temsil edilen Fungi, Rotifera grubu ile
temsil edilen Metazoa ve Oomycota, Euglenozoa, Ciliophora grubu organizmalar oldugu
goriilmekte 2023 Subat ay1 GenBankas1 veritabaninda bulunan tiirlerin genom analizleri
ve protein verisi ile sinirli olmak {izere maya ve bitkilerin Ligll grubu ligaz enzimleri

tasimadig1 sonucuna varilmastir.

Sekil 4.1. PFAM veri tabaninda “Katalitik Birim 2" tastyan organizmalarin genel gruplasma haritasi;
vesil ile gosterilmis okaryotik gruplar: temsil eden dilimde fungi, metazoa ve tek hiicreli
organizmalar dagilim gostermekte olup, dagilimin yaygin goriildiigii en baskin taksonun morla
temsil edilen bakteri gruplart oldugu goriilmektedir.

PFAM ve filogenetik aga¢ analizlerinin sundugu en 6nemli verilerden biri ise Ligaz
II tiyeleri ile Lig E’ler arasinda bulunan atasal iliskidir. Williamson ve Leiros’un SSN
dagilimiyla ortaya koydugu iizere, LigE’ler diger bakteri ligazlarindan daha sonra, viriis
ligazlarindan koken alarak evrimlesmistir ve tip 2 katalitik birim tasiyan Okaryotik
ligazlar da (LigIl’ler) LigE’lerle birlikte diger tiim ligaz gruplarindan ayri1 olarak
gruplanmistir (Williamson ve Leiros, 2020) .

Yapisal homoloji gosteren Ligll ve LigE’lerin gorevsel 6zelliklerine bakildiginda,
bakteriyel Lig E’lerin biyolojik gorevinin hiicre dis1 ortamdan gelen genetik materyalin
hiicre i¢ine alinmadan Once halkasal hale getirmek olabilecegi ileri siirtilmistiir

(Williamson vd., 2016). Bu hipotetik gorev, Lig E’lerin filogenetik agacta birlikte
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yerlesim gosterdigi kDNA Ligaz’larin deneysel olarak tanimlanmais hiicre i¢i gérevine de
benzemektedir. KDNA ligazlar, Protista’nin Euglenozoa alt subesinin altinda yer alan
Kinetoplastida sinifindaki organizmalarin mitokondrilerinde gorev alirlar. Bu hiicrelerin
mitokondri i¢inde farklilasan genomuna “kinetoplast” ad1 verilir ve kinetoplastlar biiytik
halkasal genom DNA’s1 ile i¢ i¢e gecmis ¢ok sayida kiiciik halkasal yapilarin 6zel bir
genetik paketinden olusur. Bu genom yapilari replike olduktan sonra ortaya ¢ikan linear
genom kopyalarindan biiylik olam1 kLiga ile, kii¢iik olan1 ise kLigp ile ligasyonu ile
halkasal yapiya kavusturulmaktadir (Downey vd., 2005; Sinha vd., 2004; Sinha vd.,
2005). LigE ile kDNA ligazlarinin filogenetik iligkisi ile dogrusal DNA’y1 halkasal
DNA'’ya doniistiirme gorev benzerlikleri birlikte degerlendirildiginde, TtLigll ligazinin
da dogrusal DNA ’lar1 halkasal hale getirerek genom savunmasina katkida bulunabilecegi,
bu tez calismasinin ileri slirdiigii bir hipoteze doniismiistiir. KDNA ligazlarin bakteriyel
konakgilarda rekombinant iiretimleri sirasinda meydana gelen inkliizyon yapilar ise bu
hipoteze indirekt olarak dayanak noktasi olusturmaktadir (Downey vd., 2005; Sinha vd.,
2004). Inkliizyon vyapilan fdiretilen rekombinant enzimin konak¢i tarafindan
katlanamamas1 ya da toksik olmasi durumunda ¢ozilniirliigiiniin konak¢1 tarafindan
diistiriilerek paketlenmesiyle olusur; DNA’y1 metabolize eden enzimler de heterolog
rekombinant iiretim sistemleri agisindan toksik olarak kabul edilmektedir (Slouka vd.,
2019). Rekombinant T3, T4, T7, VIII/IV ve PBCV Ligazlar1 gibi pek cok DNA Ligaz
enzimi E. coli’de iiretilebilmisken, yapisal olarak ¢ok da farkli olmayan kDNA ligazlar
inkliizyon yap1 olusturmustur (Bauer vd., 2017; Wilson vd., 2013). Fakat T3, T4, T7,
I/III/TV ve PBCV Ligazlar1 dogrusal DNA iizerinde ¢alisirken kDNA ligazlar halkasal
DNA’da gorev alirlar; bu agidan bakildiginda E. coli’nin halkasal genomu kLig’ler
acsindan son derece uygun bir substrat olabilir. Aynmi sekilde Lig E’nin E. coli’de
rekombinant iiretiminde toksisiteyi diisiiren TEV proteaz takisinin tercih edilmesi, LigE
ile kDNA ligaz gruplarinin sadece filogenetik olarak degil ayni zamanda gorev-yap1
itibariyle de iligkili oldugu bulgusunu giiglendirmistir (Williamson vd., 2018; Williamson
ve Pedersen, 2014). Bu literatiir degerlendirmesini ise bu tez ¢alismasi kapsaminda Lig E
ve kDNA Ligazlarla filogenetik iliskisi belirlenen 7. thermophila Ligaz Il enziminin E.
coli’de alternatif yaklasimli tiim rekombinant iiretim denemeleri de enzimatik toksisitesi
nedeniyle E. coli’nin 6liimiiyle sonulanmistir. Sonug olarak; 7. thermophila Ligaz 11
enziminin de tipki lineer DNA’y1 halkasal hale getiren ve mitokondride lokalize olan

kLig’ler gibi, T. thermophila’nin IES eliminasyonunda olusan lineer IES pargalarini
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halkasal hale getirebilecegi ve mitokondride gdrev alabilecegi ongoriisti, TtLigII’nin
yapisan u¢lu DNA fragmentlerini birlestirebilmesi ve TtLigll-GFP fiizyon proteinin
somatik hiicrelerin sil koklerindeki lokalizasyonu bulgulariyla da desteklenerek, ilave

analizler i¢in saglam dayanaklar olusturmustur (Saveliev ve Cox, 2001; Lin vd., 2012).

4.2.5. Omurgasizlarda kaybedilen atasal LigllIl yerine Ligll gorev yapiyor olabilir
mi?

Okaryotik ligazlardan Ligaz III’ler hakkinda yaygin olarak bilinen literatiir bilgisi
sadece omurgali dkaryotlarla kisitli olan bir dagilim gosterdikleri seklindedir. Yutin ve
Koonin (2009), Ligaz III ortologlarinin bazi bocekler, amipler ve choanoflagellata
gruplarinda da bulunduguna deginerek, funguslardan itibaren tiim hayvanlar alemini
kapsayan unikontlarin evrimi sirasinda Ligaz IV iin duplikasyonuyla meydana gelmis ve
fungiler ile diger pek ¢ok hayvan grubunda bagimsiz olarak kaybedilmis olabileceginden
bahsetmislerdir (Yutin ve Koonin, 2009). Bu hipotez bu tez calismasinin sundugu
verilerle birlikte degerlendirildigine, genel agag¢ topolojisi ve PFAM analizlerine gore
Ligaz IIT’lerin genetik kaynaginin LiglV’ler degil, ATP bagimli DNA Ligazlar i¢in atasal
grup olan NAD bagimli1 bir DNA Ligaz olabilecegi de diisiiniilebilir. Ciinkii NAD bagiml
ligazlar ile Ligaz IIl ve IV’lerin domain organizasyonlari incelendiginde NTaseD ve
OBD disindaki aksesuar yapilardan BRCT domaininin {i¢iinde de var oldugu
goriilecektir. Ligaz IV iki BRCT domaini tagimakta olup, ilkinin PFAM kodu NAD
bagimli DNA Ligazlardaki BRCT ile aynidir: PF00533.26. Ligaz IV’iin diger BRCT
domaini ise Ligaz III’lerdeki tek BRCT domaini ile ayni protein ailesine aittir:
PF16589.5. BRCT domain homolojileri LiglIl’lerin LigIV’ler ile; LigIlV’lerin de NAD
bagimli ligazlar ile iliskili olduguna isaret etmektedir. Chen ve Yu bu domain iligkisini
deneysel olarak test etmis ve insan Ligaz IV iin kofaktor olarak NAD’1 kullanabildigini;
BRCT domainindeki NAD’1n interaksiyon gosterdigi aminoasitler inaktif edildiginde ise
ortamda NAD olsa bile enzimin enzimatik aktivite gosteremedigini bildirilmistir (Chen
ve Yu, 2019). Zhao ve arkadaslar1 ise Chen ve Yu’nun ¢alismasinda reaksiyon ortaminda
NAD’1 ATP’ye doniistiiren bir enzim kontaminasyonu bulunabilecegini ileri siirmelerine
karsin mutant BRCT domaini tasiyan Ligaz IV’lin aktivite gostermemesine
deginmemislerdir (Chen ve Yu, 2019; Zhao vd., 2020). Sonug olarak, Yutin ve Koonin’in
biyoinfomatik ¢alismalara dayanan hipotezi, Chen ve Yu’nun komplementasyon
deneylerinin sonuclar1 ve bu tezle ortaya koyulan filogenetik verilere gore LigllI’lerin

evrimsel gelisim senaryosu iki basamakta gerceklesmis olabilir; 1) Ligaz IV’ler atasal
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NAD bagimli ligA’lardan tiirevlenmis ve zaman i¢inde Lig A’larin pek ¢cogunda var olan
zf-PARP ve zf-CCHH motiflerini kaybetmistir ve 2) Ligaz III’lerin Ligaz IV’lerden
evrimlesmistir (Yutin ve Koonin, 2009; Chen and Yu, 2019).

Yutin ve Koonin ile Zhao ve ark.’daslarinin hipotezleri tek hiicreli, fungus ve bitki
Okaryotik tiirlerinde LiglII’lerin yoklugunun veya kaybinin enzimatik olarak nasil telafi
edildigini aciklamamaktadir. Bunu aciklamak i¢in Brunet ve arkadaslari’nin atasal
LiglIl’lin bulunmasina y6nelik yiiriittiikleri calismalarinda ALiglII fare embriyolarinda
PBCV ligaz ya da NAD bagimh E. coli Lig A enzimi varhi§inda herhangi bir
mitokondriyal anomali goriilmedigini bildirmistir (Brunet vd., 2011). Simsek ve Jasin ise
daha genis kapsamli arastirmalarinda Ligaz III’{in en yaygin temsil edildigi atasal grubun
metazoa oldugunu tespit etmis ve dolayisiyla Ligaz III’lerin atadan var olan bir karakterde
oldugunu, canlilar diinyasinda metazoa grubuna kadar genomda korundugunu, bu
asamadan sonra omurgalilarda korunmaya devam edilirken, omurgasizlarda grupsal
bloklar halinde kaybedildigini ya da farklilastigini ileri stirmiisler; bu savlarin1 da Brunet
ve arkadaslarinin komplementasyon ¢alismalariyla desteklemislerdir (Brunet vd., 2011;
Simsek ve Jasin, 2011). Arakawa ve Iliakis ise bahsi ge¢en komplementasyon
caligmalarinin basarisini, kromatin yapisiyla paketlenmeyen, replikasyon ve tamiri
PCNA bagimli olmayan mitokondri DNA’sinin her ligaz enzimi i¢in uygun bir substrat

olabilecegi ile agiklamistir (Arakawa ve Iliakis, 2015).

Ligaz II’lerin evrimi hakkindaki smirli sayidaki aciklamalar birlikte
degerlendirildiginde; ne koken olarak LigIV’lerin duplikasyonunu one siiren Yutin ve
Koonin, ne de atasal LiglII’lerin ikincil olarak kaybedildigi hipotezini 6neren Simsek ve
Jasin, yasamsal olarak elzem olan Liglll tasimayan omurgasizlardaki mitokondriyal
DNA’nin replikasyon ve tamiri hakkinda kapsayici bilgi verebilmistir (Simsek ve Jasin,
2011, Yutin ve Koonin, 2009). Bu tez verileri ise “Okaryotik Ligaz Il Enzim Alt Ailesini”
Ligaz III bulundurmayan tek hiicreli, fungus ve pek ¢ok metazoa grubu omurgasizlarin
mitokondriyal DNA’sinin tamirinde gorev almast muhtemel kapsayici ve ikna edici bir

¢Ozlim olarak sunmaktadir.

LiglIl’lerin evrimsel siir1 bu veriler temelinde tekrar 6zetlendiginde, LiglIl’ler
Yutin ve Koonin’e gore en erken bazi Choanoflagellata iiyelerinde goriiliirken,
funguslarda bulunmamaktadir; Simsek ve Jasin ise sinir1 metazoa olarak c¢izmistir

(Simsek and Jasin, 2011; Yutin and Koonin, 2009). Ligll’lerin evrimsel {ist sinir1 ise
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Williamson ve Leiros’a gore (LigE’lerle gruplagan Okaryotik gruplar olarak
zikredilmistir) funguslardir (Williamson vd., 2016). Bu calisma tiim bu bilgileri daha
kapsamli ele alarak birlestirmis ve Ligll’lerin bakterilerden bazi metazoanlara kadar
dagilim gosteriyor oldugunu netlestirmistir. Bu gruptaki kDNA Ligaz’larin mtDNA’nin
replikasyon ve tamirinde gorev aldiginin bildirilmis olmasi ile degerlendirildiginde
varilan sonug, Ligaz III genlerinin Simsek ve Jasin’in One siirdiigli gibi protista ve
funguslarin 6karyot atasinda var oldugunu ve bu tezle ortaya koyuldugu {lizere horizontal
gen transferi ile sonradan kazanilan Ligaz II ile gorevsel rekabeti kaybederek zamanla bu
grup canlilarin erken atalarin genomlarindan silindigini destekler mahiyettedir (Simsek

ve Jasin, 2011).

4.2.6. TtLigII’nin gorev yeri mitokondri ile ¢cekirdektir

Bir enzimin hiicre i¢i gorev yeri ile yasamsal olaylarda hangi zamanda diliminde
gorev yaptigiin belirlenmesi o enzimin biyolojik gorevinin anlasilmasi i¢in elzemdir.
Bunun i¢in en uygun metot dogal promotor kontroliindeki genin c¢evresel sartlara
cevabinin mikroskobik ve molekiiler tan1 metotlari ile takip edilmesidir. Ayrica mRNA
ifade analizleri de bu ¢alisma bulgularini destekleyici ikincil verilerin toplanmasinda

kullanilmaktadir.

Sekil 4.2.°de T. thermophila’ya ait DNA Ligaz enzimlerinin vejetatif evre, aglik
kosullar1 ile konjugatif evredeki mRNA ekspresyon degisimleri ve TtLigllI’nin bu
evrelerdeki hiicre ici lokalizasyon goriintiileri bir arada gosterilmistir. Grafikte boliinen
ve boliinmeyen (ag) vejetatif hiicrelerde TtLigll mRNA seviyesinin diger 3 ligaz
mRNA’sma gore oldukca yliksek oldugu ve bu evrede TtLigll-sftGFP’nin a¢ hiicrelerin
sil hatlarinda lokalize oldugu goriilmektedir. 7. thermophila’nin sil hatlarinda, tubulin
gibi sillerin yapisini olusturan yapisal proteinler, sinyal iletiminde gdrev alan kinazlar ya
da sil hatlarinda lokalize oldugu bilinen mitokondrilerde goérev alan enzimler
bulunmaktadir (Jiang vd., 2019; Wloga vd., 2008). Bu ¢alismada ligasyon aktivitesi ile
DNA ligaz oldugu belirlenen ve dolayisi ile yapisal ya da kinaz grubu bir protein olmayan
TtLigll’nin, sil hatlarindaki lokalizasyonu ancak mitokondride lokalize olmasi ile
aciklanabilir. A¢lik kosullarindaki mRNA ekspresyon seviyesi ve hiicre i¢i lokalizasyon
yeri birlikte ele alindiginda, bu evrede tamir agisindan birincil gérevli enzimin TtLigllp
olmas1 Ongoriilmektedir. Literatiire gore boliinmeyen memeli hiicrelerinde NER ve BER

tamirinin son agsamasi olan ligasyonda birincil goérev Ligaz III enzimlerinindir (Iyama ve
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Wilson, 2013). Buradan hareketle, somatik ve aglik evresindeki 7. thermophila’nin DNA
tamir olaylarinda TtLigII’nin asli roliinlin Ligaz III’lerle gorevsel benzerlik gosterdigi

diistiniilebilir.

Ligaz III’lerin 4 izoformunun bulunduguna giris béliimiinde deginilmisti. Ozetle;
Ligaz III enziminin iiretilmesi esnasinda translasyon makinasinin baslangi¢ kodon tercihi
Ligaz III'iin ¢ekirdekte ya da mitokondride lokalize olmasinda belirleyici olmaktadir;
buna gore aynt mRNA dizisinden mitokondriyal ve/veya niiklear Ligaz III’ler
tiretilebilmektedir (Ellenberger ve Tomkinson, 2008). Bitki Ligaz 1’leri ile mayalardaki
Ligaz 1 ortologu cdc9 da benzer sekilde translasyon baslangi¢c kodonuna gore ¢ekirdekte
ya da mitokondride lokalize olmaktadir (Sunderland vd., 2006; Timson vd., 2000; Willer
vd., 1999). Konjugasyonun TtLiglI’nin mayoz evresinde MIK’te, MAK gelisimi
evresindeyse gelismekte olan MAK’larda lokalize oldugu goriilecektir (Sekil 4.2). Bu
veriler TtLigII’nin de omurgali Ligaz III’leri ya da bitki ve maya Ligaz I’leri gibi ¢ekirdek

ve mitokondride lokalize olan iki izoformu bulundugu sonucuna isaret etmektedir.
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Sekil 4.2. T. thermophila DNA Ligaz enzimlerinin konjugasyon siiresince ekspresyon seviyelerinin
hiicresel olaylarla iliskisi.

64



TtLiglI’nin iki izoformu oldugu ihtimalini giiclendiren bir diger veri ise N- ve C-
terminal GFP takili TtLiglI’nin overekspres sistemlerdeki lokalizasyonunun mikroskopik
goriintiilerinden gelmektedir. Sekil 4.3.A’da iistte N-terminal sfGFP takili LiglI’nin
niikleusta, altta ise C-terminal sfGFP takili TtLigll enziminin ise sil hatlarindaki graniiler
dagilimi goriilmektedir. Omurgali Ligaz I1I’lerin mitokondriyal izoformlarinin iretilmesi
ensasinda, ilk BASLA kodonundan baslayan translasyonla {iretilen proteinde
mitokondriyal lokalizasyon sinyali “MLS” korundugundugu i¢in enzim mitokondriye
lokalize olmakta ve enzim mitokondriye wulastiktan sonra MLS kesilerek
uzaklastirtilmaktadir (Arakawa ve Iliakis, 2015). Boyle bir durum TtLigll i¢in de sz
konusu ise N-terminal takili enzim mitokondriye lokalize olsa bile, MLS’nin
uzaklastirilmas1 sirasinda N-terminalindeki GFP takis1 da uzaklastirilacagindan
mitokondriyal bir sinyal elde etmek miimkiin olmayacaktir. Diger yandan taki C-
terminale alindiginda floresan 1s1ma somatik hiicrenin MAK ya da MIK’inden degil,

mitokondri olabilecegi diisiiniilen yapilardan gelmektedir (Sekil 4.3.B).
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Sekil 4.3. TtLigll enziminin vejetatif hiicrelerdeki lokalizasyon paterni. A. N- ve C terminalinde sfGFP
takist bulunan overekspres TtLigll enziminin hiicre ici lokalizasyonu. B. TtLigll’'nin MLS
tastyor olma ihtimalinin mikroskop gériintiileri temel alinarak sematik agiklanmasi. C. TtLigl]
enziminin aminoasit dizisi tizerinde 6 korunmus Ligaz motif (kirmizi), N-terminal domain (alti
¢izili) ve olasi baslangi¢ kodonlari (koyu renkli ve numaralandirilmis) gésterilmigtir. D.
Saflastirilmig TtLigll-c10xHis enziminin Anti-His antikoru ile Western Blot analizi.
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TtLigll mRNA’sinin translasyonunda BASLA kodonu tercihine bagli olarak iki
izoformu iiretiliyorsa; ilk kodondan baslayan translasyon ile 66 kDa biiyiikliigiinde ve
ikinci kodondan baslayan translasyon ile 53 kDa biiyiikliiglinde bir {iriin olusturmasi
beklenmelidir (Sekil 4.3.C). TtLigll-10xHis enziminin tretilmesi ve saflastirilmasi
sonrast yapilan Western Blot calismalarinda her iki biiyiikliikte de {riin oldugu

goriilmiistiir (Sekil 4.3.D).

Literatiirden yola ¢ikilarak sunulan bu veriler TtLiglI’nin mitokondri ve ¢ekirdekte
lokalize olan iki izoformu olabilecegi hipoteziyle ilgili 6nemli deliller sunmakla birlikte
birlikte, somatik ve aglik evresindeki hiicrelerde TtLigll’nin lokalizasyonunun

mitkotracker varliginda analiz edilmesi bu hipotezin teyit edilmesini saglayacaktir.
4.2.7. TtLigll Konjugasyonda Tek ve Cift Zincir Kiriklarin1 Tamir Edebilir

T. thermophila ligazlarinin konjugasyon siiresince mRNA grafigi ve TtLiglI’nin
lokalizasyon paterni incelendiginde (Sekil 4.2) konjugasyonun 4. saatinde TtLig I, II ve
IV’iin ayn1 anda pik yaptig1 goriilmektedir; bu safhada uzayan MIK’lerde homolog
rekombinasyon ile parca degisimi oldugundan Ligaz I'V’iin ekspresyonunun burada artis
gostermesi beklenen bir durumdur. Hemen ardindan gerceklesen Mayoz 6ncesinde ise
genomik icerik DNA replikasyonu ile iki katina ¢ikmaktadir; DNA replikasyonunda
Okazaki parcalarinin ligaz enzimi ile birlestirilmesi i¢in Ligaz I’in artig1 da beklenen bir
durumdur. Konjugasyonun bu asamasinda mRNA seviyesinde artig gosteren Ligaz I[I’'nin
protein seviyesinde MiK’te lokalize olmasi, gérev yerlerinden birinin buras1 oldugu
anlamina gelebilir. TtLiglI’nin asli gérevinin yukarida hipotezlendigi gibi NER ve BER
tamiri oldugu diisiiniildiigiinden, MiK ’te lokalizasyonun anlami gelecek nesil hiicrelerine
aktarilacak genetik materyalin hasarsiz olmasi seferberligine katkida bulundugu seklinde

degerlendirilmistir.

T. thermophila konjugasyonunda Ligaz IV ve Ligaz [I’nin mRNA ifadeleri sirastyla
10. ve 14. saatlerde iki kez daha artmaktadir. Bu yeni makrogekirdekte programli DNA
diizenlenmesinin gerceklestigi zaman araligidir. Programlit DNA diizenlenmesi ii¢ olay1
kapsar: 1. genomdaki 200 CBS bolgesinden kromozomlarin kirilmasiyla mini
kromozomlarin olugmasi ve uglarma telomer eklenmesi, 2. Minikromozomlarin
endoreplikasyonla sayilarinin artmasi, 3. IES dizilerinin eliminasyonu ve bunlara ek

olarak esey tipinin belirlenmesi (Yao vd., 2015).
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Konjugasyonun 10. saattinde yeni MAK genomun islenmesi esnasinda IES
eliminasyonu gerceklesiyor olsa da hazirliklarin  Mayoz Oncesinde bagladigi
bilinmektedir: Noto ve Mochizuki’nin ortaya koydugu mekanistige gére Mayoz dncesi
MIK genomundaki IES dizilerinden iiretilen dsSRNA’lar parental/eski MAK ’a go¢ ederler
ve Dcll tarafindan burada tek zincirli hale getirilirler (small RNA veya sRNA). Eski
MAK genomunda homologu bulunan sRNA’lar parcalanarak yok edilirken, diger
sRNA’lar olusan yeni MAK’a gbo¢ ederler. Kromatin faktorleri ile bir araya gelerek
scnRNA adin1 alan bu yapilar yeni MAK’1 tarayarak homolog hedef IES dizilerinin
kesilip ¢ikarilmasini saglar ve cikartilan bu dogrusal IES dizileri halkasal hale
getirilirken, IES’in ¢ikmasiyla genomda meydana gelen serbest uclar da u¢ uca
birlestirilir (Mochizuki, 2012; Noto ve Mochizuki, 2017; Noto ve Mochizuki, 2018). Bu
IES eliminasyon sisteminin korunmasina getirilen temel agiklama, organizmanin bu
mekanizmayla arsivledigi IES dizileri sayesinde kendi genomunu transpozonlardan
koruyor olabilecegi yoniindedir (Allen ve Nowacki, 2020; Cheng vd., 2016; Feng vd.,
2017; Vogt ve Mochizuki, 2014).

IES eliminasyon mekanistigi pek ¢ok agidan desifre edilebilmis olsa da
Tetrahymena acisindan iki bilinmezlik barindirmaktadir: Birincisi, halkasal hale getirilen
IES dizilerinin Paramecium ve Oxytricha’da ikincil scnRNA iiretiminde rol aldigi
bildirilmistir ancak Tetrahymena’da halkasal IES elementlerinin varligi kesin bilinmesine
karsin gorevleri belirlenememistir (Rzeszutek vd., 2020). Ikinci husus ise bu tez
calismanin konusu ile ilgilidir: Paramecium genomunda IES ¢ikartilmasi sonrasinda
genomda kalan serbest dSDNA uglarinin Ligaz IV ile birlestirildigi raporlanmasina karsin
Tetrahymena’da hangi DNA ligazin bu gorevi gerceklestirdigi heniiz bilinmemektedir

(Allen ve Nowacki, 2020; Hamilton vd., 2016; Kapusta vd., 2011).

Lin ve arkadaslar1 7. thermophila 1ES dizilerinin ¢ikartilmasinda Ku proteinlerinin
roliinii arastirdiklar1 ¢alismalarinda, homokaryon AKu80 hiicrelerinin konjugasyonunun
“iki MAK iki MIK” asamasinda durdugunu ve minikromozomlara telomer ekleme
faaliyetinin gerceklesmedigini bildirmislerdir. Bu evredeki hiicrelerle yiiriitilen IES
calismalarinda dogrusal IES’e rastlamamis olmalarini IES’lerin kesilmemis olmasiyla
aciklamiglar fakat gelisimleri bu sathada duran hiicrelerin 22. saat itibariyle halkasal
IES’lere ait sinyal vermeye basladiklarin1 bildirmislerdir. Bu veriler Ku80’lerin

heterokromatin olusumu i¢in elzem oldugu, IES’ler ¢ikarildiktan sonra serbest kalan
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genom uglarimin Ku80’lerle birlikte Ligaz IV bagimli olarak birlestirildigi seklinde
yorumlanmistir (Lin vd., 2012). Her ne kadar Paramecium’da IES eliminasyonu sonrasi
genom DNA’smmin Ku80-Ligaz IV kompleksi ile birlestirildigi deneysel olarak
raporlanmis olsa da Lin ve arkadaslar1 Tetrahymena’da AKu80 hiicrelerinde 22 saat sonra
gecikmeli de olsa halkasal IES gordiiklerini bildirmislerdir (Kapusta vd., 2011; Rzeszutek
vd., 2020). Lin ve Yao, AKu80 hiicre hatlarini esey tipi belirlenmesinde tekrar kullandigi
caligmada ise tlim egey genlerinden olusan genetik setten bir esey tipinin segilerek
digerlerinin elimine edildigi “yeniden diizenlenme” esnasinda Ku80’nin ve dolayisiyla
TtLigIV’iin elzem oldugunu gostermislerdir (Lin ve Yao, 2020). Bu calismalar Ku80’in
esey tipinin belirlenmesi i¢in elzem oldugunu; IES eliminasyonunda ise NHEJ
mekanizmasinin bloklandigi sartlarda Ku80 bagimsiz, alternatif bir mekanizmanin aktive
olabilecegi ya da LiglV disinda baska bir DNA ligazin Ku80 olmaksizin IES

eliminasyonunda gorev alabilecegi hipotezini ortaya koymaktadir.

IES’lerin eliminasyonu sathasinda olusan DNA ug¢larini inceleyen Saveliev ve Cox,
IES’in iki ucunun genomdan es zamanl olarak kesilmedigini belirlemislerdir (Saveliev
ve Cox, 2001). Onerdikleri IES eliminasyon mekanizmasimna gére IES’in uglardan biri
kesildikten sonra genomda olusan serbest DNA uglarindaki 3'OH igeren adenin
niikleotidi, niikleofilik bir atak ile IES-genom smirina saldirarak IES’in bu zincirini
serbest birakmaktadir. Boylece ¢ift zincirli DNA genomunun bir zinciri tamir olurken
kars1 zincir Saveliev ve Cox’un agiklayamadigi bir sekilde kesilmekte, IES genomdan
uzaklasirken geride biraktigi genomda biitlin, digeri kesikli iki zincir kalmaktadir.
Saveliyev ve Cox genom DNA’sinin bu asamadan sonra hangi enzimlerle ve nasil tamir

edildigi hakkinda bir hipotez sunmamuslardir (Saveliev ve Cox, 2001).

Saveliyev ve Cox’in ¢izdikleri mekanizmada niikleofilik atak sonrasi meydana
gelen DNA yapisi; MMEJ (Microhomology-mediated end joining) ya da SSA (single
strand annealing) mekanizmalar1 i¢in uygun bir substrata benzemektedir (Verma ve
Greenberg, 2016). MMEJ ve SSA, homolog olmayan uglarin Ku80-Ligaz IV’e bagh
olmaksizin alternatif bir yolakla tamirini miimkiin kilmaktadir (Decottignies, 2013).
Tamir sirasinda genomdan tipki Saveliev ve Cox’un ¢izdigi mekanizmaya benzer bir
yolla bir parca ¢ikartilir ve genomun serbest ucunun Ligaz 1 ya da Ligaz III ile
birlestirilmesiyle tamir tamamlanir (Sekil 4.4). MMEJ nin, gen repertuvarinda Ligaz [V

bulunmayan 7Trypanasoma brucei’de NHEJ tamirine alternatif yolak olabilecegi ve daha
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da 6nemlisi bu yolakta rol alabilecek ligaz enzim adaymin kDNA Ligaz grubundan bir
enzim olabilecegi dnceki calismalarda onerilmistir (Burton vd., 2007). Tetahymena’da
IES’lerin ¢ikarilmasi sonrast genomun birlestirilmesi sirasinda, TtLiglV bagiml
mekanizmanin c¢alismadig1 sartlarda devreye girebilecek alternatif bir mekanizmada

TtLigII’nin rol oynayabilecegi hipotezi bu ¢alisma ile ortaya koyulmustur.

A B =
_ IES _ Mre11-Rad50
| Sae2

l Kesilme Kesilme

/—\ Sgs1-Dna2

—— OH
? Exo1
il / Zincir Transferi B
V4
ﬂ‘ /1_1 220 nt: MMEJ
l Sallanan ucun kesilmesi =15 nt: SSA

Kromozomal Birlesme

=

Rad1/Rad10 ] Sallanan uglarin kesilmesi

femse
MMEJ  SSA
Gikarilmis |E / PARP1  Rads2 _
Pol}, Zincir uzamasi
Pols

Sekil 4.4. IES eliminasyonunda olusan DNA substratlari ile Ku80/LigazIV bagimsiz mekanizmalarinin
karsilastirilmasi. A. Saveliev ve Cox 'un konjugasyon esnasinda Ku80/LigazIV mekanizmasi ile
cizdikleri IES eliminasyonu senaryosu, B. MMEJ ve SSA 'nin tercih ettigi DNA substrati ile bu

reaksiyon swrasinda islev géren enzim ve faktorler.

Saveliev ve Cox’un konjugasyon esnasinda meydana geldigini belirledikleri DNA
substratlarmin analizi ile ¢izdikleri IES eliminasyonu senaryosu Sekil 4.4-A’da
goriildiigi gibidir. Sekil 4.4-B’de ise MMEJ ve SSA’nin tercih ettigi DNA substrati ile
bu reaksiyon sirasinda islev géren enzim ve faktorler goriilmektedir Sinha vd., 2016). Bu
siirecte DNA’nin kesilmesi sonrasinda diger organizmalarda gorev alan MMEJ enzimi
DNA polimeraz0 ve SSA faktorii Rad50 Tetrahymena’da bulunmamakla birlikte, listede
goriilen diger faktér ve enzimler konjugasyon siiresince LiglV ve Ligll’nin mRNA
patternine benzer sekilde aktiftir. Yukarida sunulan bilgiler birlikte degerlendirildiginde,
IES eliminasyonunda serbest genom uglarinin birlestirilmesinde hangi ligaz enziminin
gorev aldig1 heniiz bilinememekle birlikte, ¢ikartilan dogrusal IES elementini halkasal
hale getiren enzimin Ligaz IV olmadigi sdylenebilir (Lin ve Yao, 2020). Filogenetik
agacta TtLiglI’nin iliskili oldugu LigE’ler ve kDNA’larin gorevleri ile TtLigll mRNA

ekspresyonunun artis yaptig1 ikinci sathada meydana gelen IES eliminasyonu (14. saat)
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birlikte degerlendirildiginde; TtLigI’'nin bu dogrusal IES parcalarmi halkasal hale

getirebilecek en olasi aday oldugu sonucuna ulagilmaktadir.

Konjugasyon siiresince TtLigll’nin lokalize oldugu hiicre i¢i konumlar
incelendiginde; TtLigII’nin profaz I evresinde mayotik MIK’te ve mayoz sonrasi pro-
niikleer se¢ilim esnasinda haploit mayotik iiriinde lokalize oldugu bulunmustur. Bu
cekirdeklerde mayoz esnasinda ve sonrasinda yogun sekilde cift zincir kirilmasi ve
akabinde tamir olaylarinin gerceklestigi bilinmektedir. Ornegin bir serin tireonin protein
kinaz olan DNA-PKcs, NHEJ yolaginda ¢ift zincir kiriklarini birlestirir. Tetrahymena
DNA-PKcs homologunun da mayoz esnasinda haploit MIK’lere lokalize oldugu
bilinmektedir. Bir bagska DNA tamir enzimi olan RADS51 de Tetrahymena mayozunda
yeni ¢ekirdegi olusturacak olan haploit ¢ekirdekte lokalize olmaktadir. DNA tamirinin
isaretcisi olan histon H2AX fosforilasyonunun Tetrahymena c¢ekirdek gelisimi esnasinda
mayotik ¢ekirdeklerde ve sonrasinda yeni ¢ekirdekte lokalize oldugu rapor edilmistir
(Akematsu vd., 2017). DNA tamirinde gorev aldig1 bilinen bu {i¢ proteinin lokalizasyon
oriintiileri ile TtLigll’nin lokalizasyon davranisinin neredeyse birebir ayni olmasi,
TtLigl’'nin de Tetrahymena mayozu esnasinda meydana gelen DNA kiriklarinin

tamirinde gorev alabilecegini ima eder.

Konjugasyonun basindan itibaren MiK ve eski MAK ile yeni MAK ’ta lokalize olan
TtLigl’'nin yeni MAK’ta endoreplikasyonda meydana gelen kesikli zincirin
birlestirilmesinde de rol alabilecegi ayr1 bir ihtimaldir zira bu safhada gorev almasi

beklenen Ligaz I’in mRNA ifadesi ¢ok diisiik kalmaktadir.

4.3. Oneriler

Bu tez kapsaminda yiiriitiilen ¢alismalar ile TtLigll enziminin karakterizasyonu
hakkinda 6nemli bilgiler elde edilmis, bu bilgiler 1s18inda yeni ve 6nemli hipotezler
sunulmustur. Bu tezin ortaya koydugu 6nemli hipotezlerin sinanmasi, aktivite ¢alismalari
ile substrat ¢esitliligi hakkindaki bilgilerin derinlestirilmesi ve ilgili genin knock-out
edildigi hiicrelerin karakterizasyonu ile hiicre i¢inde katildig1 biyolojik mekanizmalarin
aydinliga kavusturulmasi sonucunda saglanabilecektir. Boylece 7. thermophila’da
TtLigll hakkinda daha kapsamli bilgiler literatiire kazandirilirken, LiglI alt ailesine ait bir

enzimin de tanimlanmasi saglanmis olacaktir.
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TtLigll ve TtLiglV agisindan tek ve ¢ift knockout/knockdown hatlarin
gelistirilmesi ile konjugasyon esnasindaki mutant fenotipler incelenerek, bu tezin
Tartisma boliimiinde sunulan MAK gelisiminde genom ve IES’lerin birlestirilmesinde

TtLiglI’nin gorev alabilecegi hipotezinin sinanmasi kiymetli verilerle sonuglanacaktir.

Ligll grubu enzimlerin Ligaz III’lerin omurgasizlardaki muadili olup olmadigi,
TtLigll lokalizasyon ve TtLigll knocuk-out hatlarimin NER ve BER mekanizmalarinin

aktive edildigi sartlarda kullanildig1 analizler yapilmasiyla sinanabilir.
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EKLER

EK-1: Calismada kullanilan ve kritik 6neme sahip ¢esitli gereglerin listesi

MALZEMELER | KAYNAK | EK BILGIi
Rekombinant DNA’lar
pGEM-T Easy Promega A1360
pIGF-sfGFP Yilmaz ve Arslanyolu, 2015 -
pIGF-LiglI-sfGFP Bu ¢galisma -
pIGF-LiglI-10xHis Bu ¢alisma -
Tetrahymena thermophila wrklari
T. thermophila CU427.4, chx1-1/chxI-1 (CHXI; cy-s, | Tetrahymena Stock Center SD00715
VI
T. ghermophila B2086 11, matl-2/matl-2 (matl-2; II) Tetrahymena Stock Center SD01625
T. thermophila CU428.2, mpri-1/mpri-1 (MPRI; Tetrahymena Stock Center SD00178
mp-s, VII)
T. thermophila Ligll-cGFP Bu ¢alisma -
T. thermophila Ligll-nGFP Bu ¢alisma -
T. thermophila Ligll-10xHis Bu ¢alisma -
Ticari Kitler
GeneJET Plasmid Miniprep Kit Thermo Scientific K0502
Nucleospin Plasmid Purification Kit Machery-Nagel REF 740499.50
GenelJET Gel Extraction Kit Thermo Scientific K0691
GeneJET PCR Purification Kit Thermo Scientific K0701
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Machery-Nagel 740609.50
Wizard Genomic DNA Purification Kit Promega Al1120
Bakteriyel Irklar
E. coli DH5a Thermo Scientific 18265017
E. coli XL1-Blue Agilent #200249
Rekombinant Enzimler
Taq DNA Polimeraz Thermo Scientific EP0401
PrimeStar HF DNA Polymerase Takara RO10B
Phusion DNA Polymerase Thermo Scientific F530S
T4 DNA Ligase New England Biolab M0202S
Apal Thermo Scientific ER1415
BamHI Thermo Scientific ERO0051
Spel Thermo Scientific ER1251
Kpnl Thermo Scientific ERO0521
Notl Thermo Scientific ERO0591
Xhol Thermo Scientific ER0691
Xmal Thermo Scientific ERO0171
Pmel Thermo Scientific ER1341
Sacl Thermo Scientific ER1131
Bbsl Thermo Scientific ER1011
Blpl New England Biolab RO585S
EcoRI Thermo Scientific ERO0271
EcoRV Thermo Scientific ERO0301
Proteinase K Sigma Aldrich P2308
Kimyasallar

Paromomisin siilfat tuzu Sigma Aldrich P9297
Siklohekzamid Serva 10700




Amfisilin Wisent Bio 400-110
Kanamisin siilfat tuzu Sigma Aldrich K1377
Kadmiyum kloriir Sigma Aldrich 20899
Amfoterisin B Capricorn Scientific AMP-B
Pen-strep Capricorn Scientific PS-B
Kloramfenikol Fluka 23275
Proteoz pepton Sigma Aldrich 82420
Maya oziitii Condalab 1702
Glukoz Sigma Aldrich G7021
Tris Base Sigma Aldrich T6066
Borik Asit Sigma Aldrich B7901
%10 SDS soliisyonu AppliChem A0676
Sodyum Asetat Sigma Aldrich S2889
Etidyum Bromiir Sigma Aldrich E7637
0.5 M EDTA soliisyonu Sigma Aldrich 03690
Agaroz Sigma Aldrich A9539
2-propanol Sigma Aldrich 33539
Etanol Sigma Aldrich 24105-M
Gliserol Sigma Aldrich G5516
Rapture Disk, 900 psi Bio-Rad #1652328
0.6 um Gold particles Bio-Rad #1652262
Stopping Screen Bio-Rad #1652336
Macrocarriers Bio-Rad #1652335
Hoechst 33258 Sigma Aldrich 861405
DAPI Roche 10236276001
Triton-X 100 Bio shop TRX777
Igepal Sigma Aldrich 18896
VectaShield Antifade Mounting Medium Vector Laboratories H-1000-10
Protease Inhibitor Coctail-100x Cell Signaling #5871
Pierce 660 nm Protein Assay Reagent Thermo Scientific 22660
DNA Marker Thermo Scientific SMO0311
Protein Marker Thermo Scientific 26619
Protein Marker Bio-Helix PM008-0500
PVDF membrani Immobilon —F, Millipore IPVH00010
BSA Sigma Aldrich A2153
Yazihim ve Programlar
Imagel (Schneider, Rasband, & https://imagej.nih.gov/ij/
Eliceiri, 2012)
Inkscape https://inkscape.org/
ImageLab Bio-Rad https://www.bio-rad.com/
CellSens Olympus https://www.olympus-
lifescience.com/
Mendeley - https://www.mendeley.com
DNA sequence Editor - http://www.biocourseware.c

om/iphone/dnaseqgeditor/

Ligation calculator

http://www.insilico.uni-
duesseldorf.de/Lig_Input.ht

ml
Clustal Omega - https://www.ebi.ac.uk/Tools
/msa/clustalo/
SignalP 5.0 (Almagro Armenteros vd., | https://services.healthtech.d

2019)

tu.dk/service.php?SignalP-
5.0




EK-2: Calismada kullanilan cihazlar.

Nanodrop UV speklrometre  Bo-Rad Biyolstk silah sistern Memment Su Banyosu Crigon Basic 20 pH metre

Beckman Allegra 25R sanirifij Backman 2ZR mikro santrifly  Labconco centrivap DNA konsaniralie Biosan RS-80 kangline:

Olympus 1X53 inverted floresan mikroskop  Nikon SMZ 745 stereo mikroskop Bio-Rad T100 PZR cihaz1  Bio-Rad Gel Doc Ez Jel gérintilleme
sistami
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=
=3
Scholl SLK3 Manyebk kanglincil siier  Thermo Easycast Agaroz jel tanki Bio-Rad Mini protean SOS-PAGE sistemi
Esca lexicon freezer Nijve FM120 Etiv T Etiiv B V-3 Hibrid Furimi
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Esco Class |1 Steril Kabin Innava 44 Sojutmali-galkalamal ety Thermo Locator 8 s azot tanki



EK-3: Calismada kullanilan ligaz tliyeleri ve NCBI ulagim numaralari.

Ligaz I

At6 Arabidopsis thaliana NP _176845.2

Br6 Brassica rapa XP _009105224.1

Pp6 Prunus persica XP_020414775.1

Vv6 Vitis vinifera XP 002266168.2

Ehl Entamoeba histolytica EMS17442.1

Zzml Zea mays NP 001349149.1

Dml Drosophila melanogaster NP 611843.2
Otl 1 Oxytricha trifallax Contig3890.0.0.968
Otl 2 Oxytricha trifallax Contig3967.0.g37
Otl 3 Oxytricha trifallax Contig887.1.g61
Ttl 1 Tetrahymena thermophila XP_001022972.1
Ttl 2 Tetrahymena thermophila XP 001026764.2
Hsl Homo sapiens NP 000225.1

Drl Danio rerio NP 001119860.1

Rnl Rattus norvegicus NP _001019439.1

Iml Ichthyophthirius multifiliis XP 004039275.1
S11 Stylonychia lemnae CDW90516.1

Scel Saccharomyces cerevisiae AJU60470.1

Kpl Komagataella phaffii SCV12144.1

Ligaz I1

TtAl2 Tetrahymena thermophila XP_001011861.1
OtAl2 1 Oxytricha trifallax Contig22262.0.96
OtAl2 2 Oxytricha trifallax Contigl7016.0.g67
ScAl2 1 Stentor coeruleus OMJ88319.1

S1A12 Stylonychia lemnae CDW80774.1

S1A12-2 Stylonychia lemnae CDW80162.1

PtAl2 1 Paramecium tetraurelia XP 001460273.1
PtAl2 2 Paramecium tetraurelia XP_001435874.1
ImAl2 Ichthyophthirius multifiliis XP_004037347.1

SmAl2 Symbiodinium microadriaticum CAE7441989.1



PolAl2 Perkinsus olseni KAF4733636.1

LbK2 Leishmania braziliensis SYZ66794.1
LpK2 Leptomonas pyrrhocoris XP 015665331.1
TcK2a Trypanosoma cruzi EKG06613.1

CfK2a Crithidia fasciculata AAY22182.1
CfK2b Crithidia fasciculata AAQ88427.1
BsK2b Bodo saltans CUI15427.1

HrF2 Haliotis rufescens XP_048253450.1
AnF2 Ascodesmis nigricans TGZ83613.1

PeF2 Peziza echinospora KAI5807506.1

RiF2 Rhizophagus irregularis CAB5198509.1
CteF2 Cladochytrium tenue KAJ1539952.1
PaF2 Polychytrium aggregatum KAI9209021.1
MsnF2 Morchella snyderi KAIS844391.1

SpOo2 Saprolegnia parasitica XP 012212333.1
Pi0Oo2 Pythium insidiosum GLD96892.1

CoFi2 Capsaspora owczarzaki XP 004364110.1
RsMe2 Rotaria sp. CAF2733490.1

RsoMe2 Rotaria sordida CAF1007746.1

AvMe2 Adineta vaga UJR31854.1

EcMe2 Elysia chlorotica RUS90466.1

GaeMe2 Gigantopelta aegis XP 041376559.1
AcaAm2 Acanthamoeba castellanii XP 004345979.1

McMe2 Mytilus coruscus CAC5396309.1

Ligaz 11

Hs3 Homo sapiens CAA59230.1

Dr3 Danio rerio NP 001025345.2

Mm3 Macaca mulatta NP _001252899.1
Rn3 Rattus norvegicus NP 001380965.1
Am3 Apis mellifera XP _006570423.3

Dm3 Drosophila melanogaster NP 650187.2
Ligaz IV
Tt4 Tetrahymena thermophila XP 001019308.1

Im4 Ichthyophthirius multifiliis XP_004032181.1



Pt4 Paramecium tetraurelia CAI39048.1

Zm4 Zea mays ONM14161.1

Hs4 Homo sapiens NP 001091738.1

Rn4 Rattus norvegicus NP 001099565.1

Dr4 Danio rerio NP 001096593.1

Ot4 Oxytricha trifallax Contigl7485.0.g101
Sc4 Stentor coeruleus OMJ85786.1

514 Stylonychia lemnae CDW86767.1

OhY Ogataea haglerorum KAG7697268.1

Kp4 Komagataella phaffii CCA39424.1

Spad4 Saccharomyces pastorianus QID87989.1

Prokaryot ve Viriis Ligazlar

AsE Aliivibrio salmonicida WP_012550062.1
BpE Burkholderia pseudomallei WP 111952420.1
PbE Planctomycetaceae bacterium OAI47765.1
LrE Limnoglobus roseus WP 149110449.1

BmE Blastopirellula marina WP _002650560.1
NmE Neisseria meningitidis CAMO07680.1

BseE Bathymodiolus septemdierum BAS67037.1
MsE Methylophaga sp PHR81162.1

RbE Rickettsiales bacterium MBB66575.1

HiE Haemophilus influenzae PRL66795.1

MbE Myxococcales bacterium MBL9009070.1

HspE Hyalangium sp. WP _224363580.1 DNA ligase
CgE Cystobacter gracilis WP 224247487.1

VpV Vibrio phage YP 007675948.1

PDSDV Prokaryotic dsDNA virus sp.QDP53495.1
PBCV Paramecium bursaria Chlorella virus AGE54684.1
EvV Escherichia virus T4 AHY83901.1

EpV3 Enterobacteria phage T3 NP 523305.1
EpV7 Escherichia phage T7 ACY75838.1

MtB Mycobacterium tuberculosis ABQ74876.1
MsmC Mycolicibacterium smegmatis ABK75022.1

MtD Mycobacterium tuberculosis NP 215453.1



AaA Archaeoglobales archaeon RLI77523.1

GaA Geoglobus ahangari WP 048094233.1

TsA Thermococcus sp. WP 088882461.1

PfA Pyrococcus furiosus WP 011012782.1

HpN Helicobacter pylori WP _000597558.1

SsN Sulfurovum sp. CUV65274.1

HtN Hydrogenimonas thermophila WP 092911277.1

AcrN Aliarcobacter cryaerophilus QNM93068.1



EK-4: Calismada elde edilen ekspresyon vektorii pVLigll-10xHis vektoriiniin dizi

analizi.

PmeI: GTTTAAAC

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment
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Mesleki yeterlilik
Rekombinant DNA Teknolojileri.

Protein biyokimyasi.
E.coli, Tetrahymena ve Pichia pastoris’de rekombinant protein liretimi
Protein saflastirmast

Tetrahymena molekiiler biyolojisi.
Genom manipiilasyonu (knock-out, gen baskilama, gen etiketleme)
Tetrahymena transformasyonu

Floresan ve konfokal mikroskopi.

Insan hiicre kiiltiirii.

Web tabanl1 biyoinformatik.
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2019: Almanya Norodejeneratif Hastaliklar Enstitiisii’'nde (DZNE) Erasmus staji.
Dresden-Almanya. Danigsman: Dr. Caghan Kizil

Arastirma Deneyimleri

»  Omurgasizlarda yeni tanimlanmis ATP Bagimli DNA Ligaz II alt-ailesini temsil
eden ilk {liye Tetrahymena thermophila TtLigll-1 enziminin rekombinant
karakterizasyonu: homolog rekombinant enzim iiretimi, kristalizasyonu ve hiicre
ici lokalizasyonunun belirlenmesi (TUBITAK-1001, Arastirmaci, 2012-2014)

»  Tetrahymena thermophila Deoksiriboniikleaz Enzim Aile Uyeleri DNAz I-2 ile
DNAz II-1'in Rekombinant Protein Olarak Uretimi ve Enzimatik
Karakterizasyonu (TUBITAK-1001, Arastirmaci, 2011-2012)

= Protein Uretim Konakcis1 Tetrahymena thermophila'ya Katyonik Lipidler ile
Plasmid DNA'sinin Etkin Transfeksiyonu ve ATP Bagimli TtDNA Ligaz I
Homolog Proteininin Biyoteknolojik Uretimi (TUBITAK-1001, Bursiyer, 2007-
2010).



