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OZET

Dictyostelium discoideum’da SPONTAN MUTASYONLARIN HIZI,
MOLEKULER SPEKTRUMU VE SONUCLARI

Sibel KUGUKYILDIRIM GELIK

Doktora, Biyoloji Bolimiu
Tez Danigsmani: Prof.Dr. Hatice MERGEN

Haziran 2015, 79 sayfa

Genetik varyasyonun temel kaynagi olan spontan mutasyonlar genetik biliminde
merkezi bir yere sahiptir. Evrimsel genetikte, mutasyon hizi ve yeni mutasyonlarin
etkilerinin dagilimi evrimsel ve populasyon genetiginin sorularini cevaplandirmada

onemli bir rol oynar.

Mutasyon biriktirme deneyleri ile tim genom dizilemenin birlikte uygulanmasi spontan
mutasyonlarin hizi ve dagilimi hakkinda guvenilir bilgi saglayabilir. Bu yodntem
bakterileri, protistleri, bitkileri ve hayvanlari kapsayan c¢esitli organizmalarda

uygulanmistir.

Bu tez calismasinda, mutasyon hizinin ve spektrumunun belirlenmesi icin bir model
organizma olan Dictyostelium discoideum kullaniimigtir. Elde edilen sonuglarin Drake
kurali ve genetik slUruklenme bariyeri hipotezlerine uygunlugunun sinanmasi ve
mutasyon olugsumuna neden olan genetik mekanizmalar incelenerek tartisiimasi
hedeflenmistir. Bu amagla, rasgele secilen on tG¢ MA soy hattinin genomlar yeni

nesil DNA dizileme yontemi kullanilarak, dizilenmistir. NUkleer DNA icin mutasyon



hizi 0.89x10™** mutasyon/bdlge/nesil olarak hesaplanmistir. Hesaplanan mutasyon
hizi Okaryotlar i¢cin en dusuk degerdir. Elde edilen sonuglara gore, hesaplanan
mutasyon hizi genetik suriklenme bariyeri hipotezine uygundur. Sonug¢ olarak,
D.discoideum’da gozlenen duglik mutasyon hizinin asiri mutajen olan dogal gevrede
ve olagandigi hayat dongusunde genomu Kkoruyacak bir adaptasyon oldugu

tartigilabilir.

Anahtar Kelimeler: mutasyon hizi, Dictyostelium discoideum, mutasyon biriktirme,

yeni nesil DNA dizileme



ABSTRACT

RATE, MOLECULAR SPECTRUM AND CONSEQUENCES OF
SPONTANEOUS MUTATIONS IN Dictyostelium discoideum

Sibel KUGUKYILDIRIM CELIK

Doctor of Philosophy, Department of Biology
Supervisor: Prof.Dr. Hatice MERGEN

June 2015, 79 pages

As the ultimate source of genetic variation, spontaneous mutations have a central
role in genetics. In evolutionary genetics, the mutation rate and the distribution of the
effects of new mutations play an important role in answering evolutionary and

population genetic questions.

The combination of mutation accumulation experiments and whole genome
sequencing can provide reliable information about the rates and spectrum of
spontaneous mutations. This method have already been applied with a wide variety

of organisms, including bacteria, protists, plants, and animals.

In this study, the method performed with a model organism Dictyostelium
discoideum. The study aims to examine whether the results are in accordance with
the Drake’s rule and genetic drift barrier hypothesis and to analyze and discuss the
genetic mechanisms that cause mutations. For this purpose, the genomes of thirteen
randomly chosen MA lines have been sequenced by using next generation

sequencing method. The mutation rate for nuclear DNA yielded 0.89x10™* per site



per generation. The estimated mutation rate is the lowest for any eukaryotes.
According to the results, the estimated mutation rate is in accordance with the
genetic drift hypothesis. In conclusion, it can be argued that low mutation rate is an
adaptation to maintain genome in extremely mutagenic natural environment and

unusual life cycle.

Keywords: mutation rate, Dictyostelium discoideum, mutation accumulation, next

generation DNA sequencing
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“Any living cell carries with it the
experiences of a billion years of
experimentation by its ancestors. You
cannot expect to explain so wise an old
bird in a few simple words.”

Max Delbriick, 1966

1. GiRiS

Bir populasyonda genetik g¢esitliligin nasil olustugunu ve surduraldiguna anlamak
uzun bir sure boyunca biyolojinin odak noktasiydi. Evrimsel sentezin ortaya
konuldugu 1930’lu yillarin sonlarindan 1960’ yillarin ortalarina kadar biyologlarin
cogu, tim alellerin canlinin adaptasyonu Uzerindeki etkisinin farkli oldugunu, bu

nedenle gen frekansini asil olarak dogal secilimin etkilendigini dugtnuyordu.

1960’ yillarda bazi molekuler verilerin elde edilmesi, segilime katkisi olmayan
(n6tr) alellerin rasgele genetik siriklenmesi yoluyla evrimin olustugu fikrinin
ortaya c¢lkmasina neden olmustur. Lewontin ve Hubby 1966’da enzim
lokuslarinin buayuk kisminin polimorfik oldugunu goéstermislerdir [1]. Bu 6nemli
bulgu Uzerine, dogal secilim mekanizmasinin bu derece fazla genetik cesitliligi
surduremeyeceqgi, dolayisiyla genetik ¢esitliligin buyuk kisminin segilim agisindan

notr oldugu fikri ortaya atilmistir.

1968’de Kimura filogenetik yaklasim kullanarak, cesitli proteinlere ait amino asit
dizilerinin evrimlesme hizini hesaplamistir. Buna goére, bir proteinin farkli soy
hatlarinda ayni hizla evrimlestigi sonucunu ¢ikarmigtir. Kimura, bu kararli
evrimlesme mekanizmasinin dogal secilimle saglanamayacagini, ancak

molekuler dizeyde belirlenebilecegini savunmustur [2].

GUnumuzde bilim dunyasi molekuler cesitliligin ve evrimin notr alellerin

sikliklarindaki (frekanslarindaki) degisimin sonucu oldugu konusunda hemfikirdir.



Ancak secilim yanlilari halen molekuler evrimsel degisimlerin buyuk bolumundn

secilimden kaynaklandigini duginmektedirler.

Molekuler evrimin notr alel kuramina gore, genetik cesitliligin ¢gogu secilim
acgisindan notrdur ve uyum basarisi agisindan onemi yoktur. Notr alel kurami
canhlarin morfolojik, fizyolojik ve davranigsal Ozelliklerinin rasgele genetik
surtklenme ile evrimlestigini savunmamaktadir, bu tip 6zelliklerin 6nemli kismi
yalnizca dogal segilimle evrimlesebilir, ancak temelde DNA duzeyindeki
degisimlere dayanir. Fakat, notr alel kurami mutasyonlarin gogunun canli igin
zararlh oldugunu ve bu nedenle dogal segilimle ayiklandigini, dolayisiyla
mutasyonlarin bizim goézlemledigimiz c¢esitlilige ¢ok az katki yaptigini kabul
etmektedir. Clinku DNA'da bizim gozlemleyebildigimiz farkhliklar ya protein
dizeyindeki farkhliklara donUstirilmez ya da protein yapisina yansiyan

mutasyonlarin canli fizyolojisi Uzerine etkisi ¢ok azdir.

Mutasyonlarin blytk ¢ogunlugunun zararl etkileri olmasina ragmen, mutasyon
hizinin neden sifira evrilmedidini Alfred Sturtevant 1937'de yayinlanan
makalesinde tartismistir [3]. Sturtevant'in vardigi, Gnli fakat yetersiz, sonuca
gore “genlerin dogasi bu tip bir rediksiyona izin vermez (vermemektedir)”’.
Sturtevant’in bu 6nci makalesinden beri gegcen 78 yilda bizim genomu ve
mutasyonlari olusturan biyokimyasal mekanizmalarini anlayigimizda onemli
degisiklikler oldu. Bugin mutasyon hizinin evrimi Uzerine zengin bir literatlr
olmasina ragmen, herhangi bir taksonomik duzeyde, Ozellikle ¢ok hucreli
Okaryotlarda, mutasyon hizinin farkh olmasina neden olan faktorlerin anlagiimasi

igin genis kapsamli deneysel veri hala yoktur.

Yaklagik 10 yil dncesine kadar, yeni mutasyonlarin hangi siklikta ortaya ¢iktigini
belirlemek  zordu [4], [5]. Mutasyonlar oldukgca nadir gerceklesen olaylar
olmalarinin yani sira [6], ¢gogunlukla canlinin uyum basarisi Uzerine negatif
etkiye sahiptirler [7] ve dogal secilim tarafindan hizlica uzaklastirihrlar. Bu

nedenle, secilim etkisini asgari duzeyde tutacak yontemler kullaniimadikga,



gercek mutasyon hizini hesaplamak mumkun dedgildir.

Yakin zamana kadar, mutasyon hizinin dogrudan hesaplanmasi g¢ogunlukla
birkag geni temel alan fenotipik deneylerle sinirhydi [6]. Ancak gunumuizde
mutasyon biriktirme (Mutation Accumulation, MA) deney sistemi ile tim genom
dizilemesinin beraber kullanilmasi yeni ve umut vaad eden bir teknolojidir.
Boylece genomun, ifade edilen (protein ya da RNA) ya da edilmeyen herhangi
bir bolgesindeki herhangi bir mutasyon, tek bir bazi etkilese dahi belirlenebilir. Bu
yontemin kullaniimasiyla spontan mutasyon hizi hesaplanan prokaryotik ve
Okaryotik canhlar vardir. Elde edilen sonucglara gore, dkaryotik canlilarda en
yiiksek mutasyon hizi Arabidopsis thaliana'da (7x10° mutasyon/genom/nesil); en
disiik mutasyon hizi  ise Paramecium tetraurelia'da  (1.94x10™*
mutasyon/genom/nesil) gézlenmistir [8,9]. Mitokondriyal sonuglar ise farkli

organizmalar arasinda daha sabit bir durum sergiler [8—11].

Bu tez calismasi kapsaminda, mutasyon hizinin ve spektrumunun belirlenmesi
icin bir mikrobiyal Okaryot olan Dictyostelium discoideum model olarak
kullanilmigtir. Mutasyon biriktirme deney sistemi i¢cin 100 adet soy hatt
olusturulmus ve soy hatlari 3000'nci nesile ulagincaya degin kuilturler devam
ettiriimigtir. Rasgele secgilen 22 6rnekten DNA izolasyonu yapilmis ve genom
kUtuphaneleri basariyla hazirlanan 21 ornegin tum genomu yeni nesil DNA
dizileme ydntemiyle dizilenmistir. Asgari 15X kapsama (coverage) degerine
sahip 13 ornekten elde edilen veriler mutasyon hizi ve spekturumun
belirlenmesinde kullaniimig, sonuglarin Drake kurali'na uygunlugu test edilmis ve
belirlenen mutasyonlarin olusmasina neden olan genetik mekanizmalar

incelenmisg ve tartisiimistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1. Mutasyonlar ve Mutagenez

Genetik cesitliligin temel kaynagini olusturan mutasyonlar tim evrimsel
surecglerde merkezi role sahiptir. Basitge DNA dizisinde meydana gelen kalitsal
degisiklikler olarak tanimlanabilirler. Mutasyonlar kendiliginden olusabilecegi gibi,
cesitli kimyasal ya da fiziksel faktorler tarafindan da uyarilabilir [12]. Kimi zaman
gerceklesen bir mutasyon canlinin yasadigl kosullara uyum basarisini arttiracak
etkiye sahip olabilir, bu gibi mutasyonlar evrimin hammaddesini meydana getirir

ve adaptasyonlara yol agar [12].

Mutasyonlar, DNA hasari, DNA hasarini 6nleme ve DNA onarimi
mekanizmalarinin arasindaki etkilesimler sonucu olusur. Mutasyon olusumu
siireci (mutagenez) iki temel basamakta gerceklesir. ilk basamakta, fiziksel,
kimyasal ya da biyolojik bir etken nedeniyle DNA hasari olugur. Ikinci basamakta
ise molekuler sistemler bu hasari tanimakta ve/veya hasari en dogru sekilde
onarmakta basarisizliga ugrarlar ve sonug¢ olarak DNA hasari bir mutasyona
donusur. Mutajenik lezyonlar DNA’nin atipik durumlaridir ve tim mutasyonlar icin

gerekli olan dnculleridir.

Ornegin inozin, DNA’nin dogal yapisinda bulunmamasi gereken bir niikleozittir
ve bundan dolay! inozinin DNA'daki varligi, DNA’nin bir sekilde degisiklige
ugradigina isaret eder. Bu lezyon genellikle adenozinin deaminasyonu ile olugur
ve nadiren mutajeniktir. Enzimler DNA’daki inozinleri belirleyerek, bu lezyonun
uzaklastinimasi ve diizeltiimesi igin onarim yolaklarini baglatirlar. inozinin varligi
bir mutasyondan daha c¢ok bir lezyondur cunki inozin DNA’'dan kolaylikla
uzaklastirilabilir ve DNA'nin 6ncul lezyon durumu eski haline getirilebilir. Ancak
eger onarim sistemi bu oncul lezyon durumunu duzeltmede basarisizliga
ugrarsa, oncul lezyon durumundan farkli ve baz eslesmesi yapabilen durum

meydana gelir, bundan sonra hig¢bir sey bu alanin hasarli olduguna isaret etmez



ve onarim imkansiz hale gelmis olur. Onarim teorik olarak imkansiz hale

geldikten sonra mutasyon olusur [13].

Mutasyonlar, kendiliginden olusabilir ya da biyolojik, kimyasal veya fiziksel bir dig
etken tarafindan indiklenebilir. Kendiliginden olusan mutasyonlar (spontan)
hucresel sureglerin igleyisindeki aksakliklar nedeniyle meydana gelirler. Spontan
mutasyonlarin olusumundan c¢ogunlukla hangi lezyonlarin sorumlu oldugu hala

acik degildir, ancak birka¢ gézlem guglu gérunmektedir [14]:

o DNA vyapisinda yer alan azotlu bazlar, tautomerik donugim yapma
kabiliyetine sahiptir. Her baz, biri sik digeri ise nadir gorulen iki farkli
formda bulunabilir. Bir baz gegici olarak seyrek rastlanan forma
dénistiginde yanlis baz ile eslesebilir. Ornegin sitozin nikleotidi (yaygin
formu amino formudur), normal sartlarda guanin nikleotidi ile eslesir.
Ancak sitozin seyrek gorulen imino formuna gectiginde adenin ile
eslesebilir ve bir nokta mutasyonunun gergceklesmesine dnculuk edebilir
(Sekil 2.1A).

o DNA yapisinda bulunan bazlar kimyasal degisiklige ugrayabilir. Ornegin
sitozin amino grubunu kaybederek urasile donusebilir ve adenin ile
eslesebilir. Bu tip hatalar genellikle ylksek etkinlikte tamir edilir (Sekil
2.1B).

o DNA polimeraz replikasyon sirasinda hata yapabilir. Ornegin guanin ile
adenini eslestirebilir. Bu tip hatalarin cogu DNA polimerazlarin hata okuma
aktiviteleri ile duzeltilir. Ancak bazi hatalar gézden kacabilir ve kalitsal hale
gelebilir.

Cesitli biyolojik, kimyasal ya da fiziksel etkenler de mutasyon olusumunu
uyarabilir. Kimyasallar DNA yapisinda bulunan bazlari degistirebilir ya da bazlara

yeni gruplar ekleyebilir, bu durumda kimyasal yapilari degisen bazlar yanlis



eslesmeler yaparlar. Ornegin, sigara dumaninda bulunan benzopiren, guanine
blyuk bir kimyasal grup ekler ve bu durumda guanin herhangi bir bazla eslesme
yapabilecek duruma gelir. lyonize edici radyasyon ve ultraviyole radyasyonu ise
fiziksel mutajenlere ornektir. Fiziksel mutajenler genellikle, serbest radikaller
olusturarak, DNA’nin seker-fosfat omurgasini kirarak ya da pirimidin dimerlerini

uyararak mutasyon olusumuna neden olurlar [14].

Sitozin Guanin Sitozin Adenin
(amino formu) (keto formu) (imino formu) (amino formu)
B . )
\ V. ”
H N=—H H O---H— N /
\ / LT % 7 e
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Sitozin Urasil Adenin

Sekil 2.1. Spontan mutasyonlar tautomerik donusumler (A) ya da kimyasal

degisiklikler (B) sonucu gergeklesenbilir.

2.2. Mutasyonlarin Siniflandiriimasi

Mutasyonlar tek baz cifti ile sinirli kalabilece@i gibi, ¢ok sayida baz ciftini de
etkileyebilir [12]. Mutasyonlarin rastlantisal olarak genomdaki herhangi bir
bdlgede olusabilmesi, fenotipik etkilerinin farkli olmasini saglar. Mutasyonlarin

fenotipik etkileri proteinlerin yapi ve iglevinde gozlenir.



Tek baz ciftini etkileyen mutasyonlar, baz degdisimi, insersiyon ya da delesyon
seklinde gelisebilir, her olay genomda etkiledigi bolgeye gore farkli sonuglara

neden olur [14]:

o Sessiz (silent) mutasyonlar, protein dizisinde degisiklige neden
olmaksizin genetik c¢egitlilige katkida bulunurlar. Bu nedenle

populasyonda yuksek siklikta gorularler.

o Yanhs anlamh (missense) mutasyonlar, protein dizisinde yer alan bir
amino asidin bagka bir amino aside donusmesine neden olan
mutasyonlardir. ilgili amino asitlerin 6zelliklerine bagli olarak, yanhs
anlamli mutasyonlar proteinin iglevini etkilemeyebilir, azaltabilir/arttirabilir
ve nadiren de proteini is goremez hale getirebilir. Yanlis anlaml
mutasyonlar genellikle protein islevini etkilemedigi ya da tolere
edilebilecek o6lgude islevi azalttigl icin populasyonda varligi devam

ettirilir.

o Anlamsiz (nonsense) mutasyonlar bir amino asit kodonunun “dur’
kodonuna donusmesine neden olurlar. Bu nedenle translasyon erken
sonlanir ve olusan protein iglevsizdir. Nadiren de olsa, proteinin 3’ ucuna
yakin pozisyonda ortaya c¢ikan anlamsiz mutasyonlarin protein iglevi

uzerine etkisi olmayabilecegi bilinmektedir.

o Cergeve kaymasi (frame shift) mutasyonlar, DNA dizisine tek bir bazin
eklenmesi ya da cikarilmasiyla meydana gelir. Translasyon okuma
cercevesinin kaymasina neden olacagi igin bu tip mutasyonlar neredeyse

her zaman islevsiz proteinlerin Uretilmesine neden olur.

DNA dizisinde ¢ok sayida bazi etkileyen mutasyonlar ise dramatik degisikliklere
neden olabilir ve etkilenen bolgeye gore daha vahim sonuglar dogurabilir [14]:



O

Delesyonlar, DNA molekllinin iki noktadan kiriimasi ve aradaki
parcanin  ayriimasindan sonra uglarin  yeniden Dbirlesmesiyle
gerceklesebilir. Bu durum genetik bilginin bir kisminin kaybedilmesine yol
acar.

o Duplikasyonlar, homolog kromozomlarin farkli boélgelerden kirilmasi ve
yanlis eglerle yeniden birlesmesiyle olugurlar. Bu olayda,
kromozomlardan birinde delesyon digerinde ise duplikasyon olayi

gerceklesir.

o Inversiyonlar, kromozomlarin kirilarak yeniden birlesmesi ile olusurlar.

Kromozomdan kopan DNA pargasi yerine ters yonde tekrar yerlesebilir.

o Translokasyonlar, bir kromozom pargasinin farkli bir kromozoma
katilmasi sonucu ortaya c¢ikar. Translokasyonlar genellikle delesyon ve

duplikasyonlara beraber gozlenir.

2.3. DNA Onarimina Genel Bakis

Replikasyonun mutajenik dogasi, replikasyon sirasinda var olan bazi lezyonlarin
daha mutajenik hale gelmesi ve buna ek olarak replikasyonun (6zellikle yanlis
eslesmis baz ciftlerini kullanarak) yeni lezyonlar yarattigi gercedi ile aciklanabilir
[13]. Ancak her hiicre replikasyon hata oranini tolere edilebilir dizeyde

tutulabilmek igin DNA onarim mekanizmalarindan yararlanir.

Replikasyon olayinin pek ¢ok organizmada oldukga mutajenik oldugunu gdsteren
kanitlar vardir. Ornegin insan erkek gamet hiicrelerinde (yaklagik 250 hicre
boélinmesi gegirirler), yaklasik 30 hicre bolinmesi gegiren disi gamet
hlcrelerinden ortalama 6,5 kat daha fazla mutasyon gergeklesir. Bu, her hicre
béliinmesinde, yaklasik 1.8x10™"° mutasyon gergeklestigi anlamina gelmektedir

ve bu mutasyonlar 2 yil icinde dikkate deger bir sayiya ulasacaktir [15].



DNA polimerazlarin ¢ogu yeni sentezledigi DNA zincirine ekledigi her nukleotidi
kontrol eder (proof reading). Bu islemde hata orani 10.000 bg¢ icin sadece 1'dir ve
replikasyonun hata orani 1x10'%a kadar diisirilebilir. Hata okuma (proof
reading) sirasinda gozden kagan yanlis egslesmeler eder hasar gormeyen
nikleotitleri kapsiyorsa, yanlis eslesme (Mismatch Repair, MMR) onarim yolagi
tarafindan kolaylikla belirlenebilir. MMR yolagi lezyon olusmadan énceki durumu

guvenilir olarak yeniden sekillendirebilme yetenegine sahiptir.

Yanlis eglesmeler, heliksin geometrisinde belirlenebilen bozulmalar yaratir ve bu
lezyon bolgesinde onarim enzimlerinin etkisini arttirir. Lezyon iki yolla tamir
edilebilir: MMR, DNA hasarinin tum formlari gibi, diploid organizmalarda homolog
tamir sistemi ve rekombinasyon kullanilarak yanlis eslesmelerin mutasyon
yaratmasini dnleyebilir [13]. MMR yeni sentezlenen DNA zincirinden yanlis-
eslesen bdlgelerin uzaklastirimasini ve kalip zincirden DNA'nin  yeniden
sentezini gergeklestirir. Bunu basarmak icin, yeni sentezlenen zincirin ayirt
edilmesinde goérev yapacak bir sinyal gereklidir. Ancak bu sinyal gegicidir.
Belirtecler bir kez yeni sentezlenen zinciri ayirt edip ortamdan
uzaklastirildiklarinda, tek zincir onarimi tam olarak guvenli bir sekilde ¢alisamaz.
Fakat homolog bdlgeler hasar belirlenebilir oldugu strece hatanin dizeltimesine

yardimci olabilir.

Son calismalarda translezyon sentezinde goérevli (TLS) polimerazlarin mutasyon
surecindeki 6nemine odaklaniimistir. Bunlar neredeyse tum baz degisikliklerinin
mutagenezine katilabilen hataya yatkin (error prone) polimerazlar olarak da
adlandirilirlar. TLS polimerazlar, lezyonlarin kargisindaki ntkleotitlerle birlegirler
ancak replikasyondan sorumlu DNA polimerazlara kiyasla ¢ok daha dusuk
dogrulukta calisirlar. TLS polimerazlar (herhangi bir nedenle tikanmis)
replikasyon c¢atalinda duraksamanin oldugu bolgede ilerlemeyi saglamakla
gorevlidirler, ancak replikasyon sonrasi ifade edilirler ve bundan dolayi
replikasyonun durmasina neden olan lezyonlarin etrafindaki tek zincir

bosluklarinin onarimi esas fonksiyonlaridir [16]. DNA tek zincirinde sadece tek



bazi kapsayan bir lezyon tipik olarak hasarli bazin DNA’'dan kesilmesi ve karsi
zincirin kalip olarak kullanilarak, yeniden sentezlenmesiyle tamir edilebilir. Ote
yandan, birden fazla bazi kapsayan lezyonlarin (10-20 bg¢) tamiri daha zordur;
cunkli DNA’nin kuguk bir parcasinin kesilmesi, hasarli bir kaliptan DNA’'nin
yeniden sentezlenmesi ya da tamir sureci sirasinda ¢ift zincir kiriklarinin
olugsmasi riski vardir, bundan dolay! bir hata kumesinin tamir etkinligi tek bir
hataya kiyasla daha dusuktur ve bu nedenle mutasyonlarin ¢gogunun birden ¢ok

baz ciftini kapsadigi gérulmektedir [13].

2.4. Mutasyona Yatkinhk

Mutasyon olusumu surecini aydinlatmak igin yapilan galismalar, mutasyonlarin
genomun bazi bodlgelerinde daha sik ortaya c¢iktigini gostermistir. Calisilan
organizmalarin neredeyse hepsinde GC bdlgelerinde mutasyon orani AT
bdlgelerinden daha ylksektir ve 5-metilsitozin (5-mC) deaminasyonunun bu
duruma buydk katkida bulundugu dusunulmektedir. 5-metilsitozin  amino
grubunu kaybederek timine donustugunde, T-G yanlis baz eslesmesi olusmus
olur. Sadece DNA ile su molekilleri arasinda gerceklesen ve Kkatalizle
olusmayan bu deaminasyon olaylr olduk¢a iyi anlasiimig bir suregtir.
Deaminasyonun sicaklik ve pH'ya bagimli oldugu bilinmektedir. Bu nedenle
organizmalar arasinda degiskenlik goOstermedigi varsayilabilir. Fizyolojik
kosullarda gercgeklestirilen in vitro deneylerde c¢ift zincirli DNA'da 5-metilsitozinin
deaminasyon hizinin yaklasik olarak 1.8x10° mutasyon/bdlge/yil oldugu

gosterilmigtir [17].

Codu organizmada metilsitozin, sitozine metil grubunun enzimatik olarak
eklenmesiyle olusur. Okaryotlarin cogunda CpG bodlgelerinde bulunan sitozinler
gen ifadesini dizenlemek ve bazi prokaryotlarda restriksiyon endonuklezlarin
ataklarini dnlemek ya da yanlis eslesme onarim (MMR) enzimlerini yonlendirmek
icin pek ¢ok bdlgeden metillenir. Bu sekilde olusmus 5-mC bdlgeleri bazi bitki ve
hayvan genomlarindaki mutasyonlarin temel kaynagidir [8,18,19]. Cok hucreli

organizmalarda 5-mC’nin  kendiliginden deaminasyonu, sitozinden timine
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donusumlerin  agiklanmasinda daha vyeterliyken (ki bu durumda C-T
transisyonlarinin orani duguktur), E.coli gibi mikroorganizmalarda ise daha az

aciklayicidir (Cizelge 2.1).

Mutasyon olusum mekanizmalarinin ayrintih  gekilde c¢alisildigr canlilarda,
Ozellikle insan, maya (S.cerevisiae) ve E.coli'de, GC bdlgelerinde daha fazla
mutasyon  gorulmesinin  depurinasyon ya da  oksidatif  stresten
kaynaklanabilecegine dair kanitlar vardir. Depurinasyon hucre i¢inde yurutilen
kimyasal tepkimelerle iliskili olarak surekli meydana gelir ve olusan apurinik bolge
adenin ile bag kurmak icin gucllu bir egilime sahiptir [20]. Cift zincirli DNA daki
apurinik bolgeler baz kesip ¢ikarma onarim (Base Exision Repair, BER) sistemi
tarafindan etkin sekilde onarilir. Ancak depurinasyon tek zincirli DNA'da
gerceklestiyse, tamamlayici zincirden gerekli bilgiyi alamayan BER, hasarli
bolgeyi yanhs bazi ekleyerek onarabilir ve boylece transisyon ya da tranversiyon
tipi bir mutasyon olusur. Bir insan hucresi her gun yaklasik 18.000 depurinasyon
olayindan etkilenir [13], fakat bu olaylardan sadece bir milyonda biri mutasyon
olusumuna neden olur. Hucresel metabolizmanin bir sonucu olarak geligsen
oksidatif hasara karsi guaninin diger ntkleotitlere kiyasla daha hassas olmasi

[21], GC bolgelerinde daha sik mutasyon gorilmesinin bir baska nedeni olabilir.

2.5. Mutasyon Hizi

Mutasyon hizi genellikle, “bir kusakta ya da bir zaman biriminde, genomda
mutasyon gorilme sikhgr” seklinde tanimlanir. DNA hatalari tamir edilemediginde
mutasyonlar ortaya ¢ikar; fakat, mutasyon hizi DNA hasarinin hizindan basitce
belirlenemez. Eger mutasyon hizi lezyon olusum hizini yansitsaydi, mutasyon
hizlarinin fizyolojik olarak asgari dizeyde tutuldugu duasindlebilirdi. Ancak,
DNA'da olusan kimyasal hasarin yuksek sicaklik etkisiyle arttigr gosterilmis
olmasina ragmen [21], yuksek sicaklik kosullarinda yasayan bazi organizmalarin
(6rnegin Sulfolobus acidocaldarius ya da Thermus thermophilus), mezofilik
canhlara kiyasla (E.coli) daha duslik mutasyon hizina sahip olduklari

belirlenmistir [22,23]. Dolayisiyla genomda DNA hasarinin olusma hizinin ve
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DNA onarimi etkinliginin farkli olmasi mutasyon hizlari arasinda farklihk yaratir
[24,25].

Dort 6nemli iliskinin mutasyon hizini etkiledigi dugunulmektedir:
e YuUksek dogruluga sahip replikasyon ve uyum basarisi arasindaki zit
pleitropi [26,27],
e Evrimlesebilme [2,28,29],
e Genetik suriklenme [30,31],

e Fizyolojik ve ¢evresel varyasyon [32,33].

Evrim, aerobik solunum gibi DNA hasari yaratabilecek suregleri ve bu hasari
Onleyecek, belirleyecek ya da onaracak kaynaklarin paylasimini etkilemektedir.
YUksek dogrulukta calisan homolog onarim sistemi ve daha mutajenik olan
translezyon sentezi arasindaki aktivitenin ayarlanmasi buna O6rnek olarak
verilebilir. Bazi durumlarda DNA kararlihk limitine ulastiginda, dogal secilimin
mutasyon hizini disirmeme olasihigi vardir [3]. Organizmalar bir kere bu noktaya
geldiklerinde, evrim DNA replikasyonunun dogrulugunu arttiramaz; ¢linki DNA
replikasyonunun dogrulugunun arttiriimasi igin bir segilim baskisi yoktur. Ancak

DNAnin gevresel hasarin tim cesitlerinden korunmasi mimkun degildir [34].

Eger mutasyon hizi Gzerinde fizyolojik sinirlamalar varsa, tamir edilemeyecek
spontan lezyonlar mutasyon olugsumuna, DNA replikasyonunun dogrulugunu
duzenleyen ic¢sel sinirlamalardan daha ¢ok katkida bulunmalidir. DNA
polimerazlarin dogrulugu, in vivo ve in vitro olarak enzimlerin hata okuma
kapasiteleri arttirilarak gelistirilebilir [24,34,35]. in vivo olarak bu enzimlerin
dogrulugunun arttirilabilmesi, enzimlerin teorik olarak dogrulugun Ust sinirinda
bulunmadiklarini gosterir. Ancak endojen lezyonlarin olusum hizi istege bagl
olarak dusuk seviyede gergeklestirilemez. Clnku lezyonlarin ¢ogu, 6rnegin
depurinasyon, hasar olusturan ajanlarla etkilesimden ¢ok DNA’nin kimyasal
kararsizhgindan olusur. Fiziksel sinirlamalar hipotezine godre, replikasyon

dogrulugundaki evrimsel ¢esitlilikten kaynakli olarak organizmalar arasinda DNA
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hasarinin endojen ve ekzojen hizi degiskendir. Ancak enzimin dogrulugundaki bu
varyasyon endojen mutasyon hizi Uzerinde ya etkisizdir ya da ¢ok az etkiye
sahiptir [36]. Bu nedenle mutasyonlarin gogu tamir edilemeyen spontan hasardan

kaynaklanmalidir.

Fizyolojik sinirlamalar hipotezini destekleyen c¢esitli kanitlar mevcuttur. Cok
hdcreli organizmalarda artan mutasyon birikimi, canhlarin nesiller boyunca ¢ok
sayida eseysel (germ line) hicre bolinmesi (20-200) gecirmesinden dolayisiyla
replikasyondan kaynaklanir. Okaryotik replikasyonun dogrulugu, tek bir nesil
(kusak) yerine tek bir replikasyon olayi diustnuldiglinde, prokaryotik replikasyon
dogrulugundan karakteristik olarak fazladir (Cizelge 2.1 ve Sekil 2.2). Her bir
hicre bolinmesindeki mutasyon hizi, her bir nesildeki mutasyon hizindan

dUsuktlr; ancak bu istatiksel olarak anlaml degildir (p= 0.47).

1.0E+8
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"\.{ [ ]
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Sekil 2.2. Genom replikasyonunun dogrulugu ile genom buyuklugu arasindaki
iligkinin gosterilmesi; RNA virUsleri (koyu mavi), organeller (acik mavi), DNA
virasleri (turuncu), Obakteriler (sari), arkeler (yesil) ve tek hucreli okaryotlar
(kirmizi) ile belirtilmistir. [37] numaral kaynaktan degistirilerek alinmigtir.
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Ayrica, organizmalar belli kosullar nedeniyle, mutasyon hizlarini yUkseltebilir.
Fakat en dusUk mutasyon hizina sahip organizmalar DNA genomu igin
replikasyon dogrulugunun sinirina ulagmistir. Bu hipotez DNA'y! etkileyen sabit
bir kimyasal hasara ragmen yuksek hatasizliga sahip insan DNA polimerazlari
dusunuldugunde daha makul gorulebilir. Bir insan hucresi her gun yaklasik
18000 depdurinasyon olayindan etkilenir [13], ancak bu olaylarin 1 milyonda 1’inin
mutasyon olusturdugu dusunulmektedir. DNA hasarinin ekzojen kaynaklarinin
E.colide mutasyon hizini etkiledigi, 6érnegin anaerobik kosullara karsi aerobik

kosullarin mutasyon hizini goreceli olarak arttirdigi aciktir [38].

Bazi organizmalar, o6rnegin Daphniid’ler, halofilik cevrelerde daha ylksek
mutasyon hizina sahiptir [39]. Son olarak, metabolik hizin ve sicakligin hem
bitkiler [32,40], hem de hayvanlarda [33] mutasyon hiziyla iligkili oldugu durumlar
vardir. Ancak bazi veriler pek ¢ok taksonda fizyolojik olarak mutasyon hizlarinin

asgari duzeyde olmadigini guglu bir sekilde isaret etmektedir.

Ozetle, mutasyon hizlari kesin olmayan tahminlerdir ve esasen mutasyonlarin
belirlenmesi igin kullanilan yonteme baglidir. Mutasyon hizi iki sekilde tahmin
edilebilir. Dolayli yontem, ortak atadan ayriima tarihinden itibaren ge¢mis olan
kusak sayisinin, farkh turlerdeki homolog genler arasindaki baz cifti farkhliklarinin
sayisina oranlanmasina dayanir. Gorece dolaysiz yontemde ise, bir laboratuvar
soyunda ortaya ¢ikan mutasyonlarin sayisi, fenotipik etkileri ile ya da molekuler
yontemlerle belirlenebilir. Ginumuzde ise DNA dizi analizi yoluyla mutasyonlar

dogrudan belirlenebilmekte ve mutasyon hizi Olcllebilmektedir.
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Cizelge 2.1. MA deneylerinden elde edilen mutasyon hizi hesaplamalari (G: Genom buyuklugu, p: mutasyon/baz gifti, U:

mutasyon/genom, Ts/Tv: transisyon/transversiyon, Ne: efektif populasyon buyuklugu)

Organizma G (Mb) p (bolinme) u (nesil) M (yil) U Ts/Tv  GC-AT
E.coli 4.6 1.99x10%°  1.99x10° 55x10°® 0.0009 ? ?
B.subtilis 4.5 3.3x101° 3.3x101°  8.7x10° 0.0015 ? ?
P.tetraurelia 47 2x10 2x10t 3x10®  0.0014 0.38 5
C.reinhardtii 120 5.1x10! 5.1x10  7.5x10%  0.006 0.86 0.5
S.cerevisiae 12 3.3x10%° 3.3x10°  1.4x10° 0.004 - -

A. thaliana 120 2x10710 7.1x10° 1.7x10°®  ~1.8 2.4 3.6

D.melanogaster 140 2.1x10™"° 3.5x10°  1.8x10® ~1.0 - -
C.elegans 100 3.3x10™° 2.7x10°  2.8x107  0.27 - -
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2.6. Mutasyonlarin Evrimsel Onemi

Genetik cesitliligin temel kaynadi mutasyondur. Mutasyonlar rasgele meydana
gelir ve dogal secilim, adaptasyonla sonug¢lanan bu rasgele varyasyon Uzerinde
cahisir. Mutasyonlar iki anlamda rastlantisaldir. Birincisi, bir mutasyonun
gerceklesme olasiligi tahmin edilebilmesine karsin, diploid/poliploid canlilarda,
gen kopyalarindan hangisinin mutasyona ugrayacagi tahmin edilememektedir.
Mutasyonun kendiliginden olusum sireci de rastlantisaldir. Ikincisi ve daha
onemlisi belirli bir mutasyonun gerceklesme sansinin, canlinin iginde yasadigi
ortamda mutasyonun yararli olup olmayacagindan etkilenmemesi anlaminda da
mutasyonlar rastlantisaldir. Bu durum canlinin iginde bulundugu c¢evrenin

uyumsal mutasyonlara neden olmamasi gseklinde yorumlanmaktadir [12].

Mutasyonlarin olusma hizi, organizmanin fenotipik karakterleri gibi evrimsel
surecin konusudur, genetik ve cevresel faktorlerin etkilesimi tarafindan belirlenir.
Mutagenezin altinda yatan molekuler fenomenin karmasikligi, mutasyon hizini
etkileyen evrimsel guglerin de esit derecede karmasik olabilecegini
disundurmektedir (Sekil 2.4). Mutasyon orani genler ve hatta genler igcindeki
bdlgeler arasinda degismektedir. Fakat fenotipik etkileri ile dOl¢uldluginde, bir
lokus yaklasik olarak her bir kusakta esey hiicresi basina 10°-10° mutasyon
gecirmektedir. Prokaryotlarda her bir baz cifti icin ortalama mutasyon hizi,
cogunlukla farkh tarlerin DNA dizilerini karsilastiran dolayli ydnteme dayanilarak
yaklasik 107°-10*, ékaryotlarda ise her eseyli kusak icin 10° olarak tahmin
edilmektedir [44] .

Haploid insan genomu ele alindiginda (3.2x109 baz cifti), mutasyon hizi her
kusakta baz cifti basina 14.81x10° olarak hesaplanmistir. Olusan bu
mutasyonlarin azami %5’inin zararli etkilere sahip oldugu durumda, yaklasik 6
kusak (200 yil) sonra bu mutasyonlarin, uyum basarisini %12-60 oraninda

dusurecegdi ongorulebilmektedir [45].
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Sekil 2.3. Mutasyon hizinin evrimi igin kontrol noktalari.

Buna gore 100.000 insanin bulundugu bir populasyonda, her bir kusakta en az
160.000 yeni mutasyon ortaya c¢ikmaktadir. Arastiricilar tarafindan farkli
canlilarda zigot hlcresi genomunun iglevsel kisminda ortaya g¢ikan yeni baz cifti
degisimlerinin sayisi D.melanogaster’de 0.14, M.musculus’da 0.9, C.elegans’da

0.036 olarak hesaplanmistir [6].

Ozetle, herhangi bir mutasyon nadir gergeklesen bir durum oldugu halde, genom
batin olarak ele alindiginda genetik cgesitliligin degisim hizi kayda degerdir.
Bununla beraber, mutasyon tek basina, bir karakterin bir durumdan digerine

evrimlesmesine neden olamaz, ¢unku hizi oldukga dusuktar.

Mutasyon hizi; 6ncul mutajenik lezyonlarin ortaya ¢ikis hizina, lezyon olugsumu
hizinin evrimlesebilme yetenegi Uzerine etkisine, lezyon onariminin azami
etkinligine, bu onarimin uyum basarisina etkisine, replikasyonun mutajenik

lezyonlar Gzerine etkisine ve mutasyonun ortalama secilimsel sonucuna bagli
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olarak degisebilir. Ornegin buyiik delesyonlar genellikle baz degisimlerinden
daha zararhdirlar [46]. Cift zincir kiriklar ise oksidatif hasarin pek ¢ok formundan
daha az etkin olarak onarilir. Dolayisiyla ortaya g¢ikan farkli mutasyon hizlari

evrimsel hipotezlerin bagimsiz olarak test edilmesini saglar.

2.6.1. Drake Kurali

Drake kurali, genom buyuklugu ile mutasyon hizi arasinda guglu bir negatif iligki
olduguna isaret eder. Drake 1991'de yayinladigi Unla g¢alismasinda [47],
mikroorganizmalarda kabaca her 300 genom replikasyonunda 1 mutasyon
olustugu sonucuna varmistir (Sekil 2.5). Bu calismasinda Drake sadece (g
mikroorganizma (E. coli, N. crassa ve S. cerevisiae) ve dort bakteriyofaja (M13,
A, T2 ve T4 fajlari) ait verilerden yararlanmigtir. Bu 6ncu makaleyi izleyen diger
calismalarda, Drake'nin sonuglarinin desteklenmesiyle, prokaryotlar ve DNA’'ya
sahip virlsler igin genom buyukligu ile mutasyon hizi arasinda negatif bir iliski
oldugunu ortaya koyan “Drake kurali” kabul edilmistir. Bu kuraldan yola ¢ikarak,
genom buyukligu hesaba katilmaksizin, genomda lezyon olusum hizinin sabit
olmasi, fizyolojik sinirlamalarin sonucu olarak aciklanabilir ve bu duruma neden

olan evrimsel altyapi arastiriimalidir.

Mutation rate
Genome Per
Organism size, bp bp (ppp)
Bacteriophage M13 6.41 x 10° 7.2 x 1077 -
Bacteriophage A 4,85 x 10* 7.7 % 10°8
Bacteriophage T2 1.60 x 10° 2.7 % 10°® 7.
Bacteriophage T4 1.66 x 10° 2.0 x 1078
E. coli 4.70 x 106 4.1 x 1071° B gl
6.9 x 10710 Z
5.1 x 10710 < ]
S. cerevisiae 1.38 x 107 2.8 % 10710 oo
(7.9 x 10 %) 10
1.7 x 10710
N. crassa 4.19 x 107 4.5 x 10711 : T T T T A
(4.6 x 10719 log G
1.0 x 10710

Sekil 2.4. Drake Kurall. Genom buyuklugunun bir fonksiyonu olarak ortalama
mutasyon hizi. T2 ve T4 fajlari grafige tek organizma olarak yansitiimistir.
Cizelge ve grafik [47] numarali kaynaktan alinmistir.
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Genom buyukligl ve mutasyon hizi arasinda bu tip bir iligki, 6karyotlarin
cogunun sahip oldugu buyldk genomlar igin potansiyel uyumsal (adaptif) bir
aciklama olarak Onerilmistir [48]; ancak deneysel calismalarda bu tip bir iligki
belirlenmemistir. Dogrusu, lezyonlar buylk genomlarda daha ylksek hizlarda
olusabilir [49]. Buna ek olarak, spontan DNA lezyonlarinin ¢ogu, érnegin 5-mC
deaminasyonlari, her bir nukleotit icin sabit bir hizda olugur. Bundan dolayi,
genom buyuklugune bakilmaksizin lezyonlarin sabit bir hizda nasil ortaya
ciktigini acgiklamak zor goérinmektedir; ¢lunkd bu tip bir iligkiyi destekleyen
deneysel bir kanit yoktur. Var olan deneysel veriler ise, genom buyuklugu ile
lezyon olusumunun hizi arasinda pozitif bir iligski olduguna isaret etmektedir [37].
Prokaryotlar ve Okaryotlardan elde edilen veriler tek bir grafige yansitilirsa iki
dogrunun yaklasik 10 Mbg¢ (genom buyuklugunian prokaryotlar igin kabaca Ust
sinirt ve ayni zamanda serbest yasayisli Okaryotlar icin kabaca alt siniri)
civarinda kesistigi gorulir. Sekil 2.6 da tek hicreli bir 6karyot olan S. cerevisiae
(genom buyuklugu 12.05 Mbg¢'dir) icin mutasyon hizinin da bu kesisim noktasinin
hemen yakinina denk dustugu gosterilmistir [31,37].

Drake kurali'nin bakteriyofajlar, prokaryotlar ve bazi mikrobiyal ékaryotlar igin
gecerliligi hala agik degildir. Bu nedenle E. coli'den daha kiglk genoma sahip
prokaryotlar ve mayadan daha buylk genoma sahip tek hucreli okaryotlarda
mutasyon hizlari hesaplanmali ve Drake kurah sinanmalidir. Bu amagcla
kullanilabilecek en uygun ydéntem MA deney sisteminin kullanilmasi ve elde
edilen soy hatlarinin tim genom dizilerinin okunmasi yoluyla dogrudan mutasyon

hizinin hesaplanmasidir.
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Sekil 2.5. Genom buyukliglu ile mutasyon hizi (mutasyon/bdlge/hicre
bolinmesi) arasindaki iligkinin  gosteriimesi  ([31] numarall  kaynaktan
degistirilerek alinmigtir, etrafi ¢evrilmis noktalar tim genom dizilemesinden elde
edilen sonuglari gostermektedir, diger veriler sadece bir ya da birka¢ geni temel
alan deneylerden elde edilmigtir. Cr, Chlamydomonas reinhardtii; Nc, Neurospora
crassa; Pf, Plasmodium falciparum; Pt, Paramecium tetraurelia; Sc,
Saccharomyces cerevisiae; Sp, Schizosaccharomyces pombe; Th, Trypanosoma
brucei ve prokaryot Mf, Mesoplasma florum).

2.6.2. Genetik Suruklenme Engeli Hipotezi (Drift Barrier Hypothesis)

Dogal secilim, etkin populasyon buyukligu (Ne) ve genomun kodlayici DNA
(etkin genom, Ge) icerigiyle negatif iligkili olarak canlilarin mutasyon hizini
disurmeye yonelir. Efektif populasyon buyUkligu kucguldikce secilimin etkisi
azalir ve genetik suUriklenmenin etkisi artar. Genomun kodlayici bolgeleri ise
zararh  mutasyonlarin  hedefi olmalarindan dolayr ©6nemlidir. Genom
baydklagundeki artisin bir sonucu olarak, efektif populasyon buyukligu fazla olan
bazi mikrobiyal Okaryotlar mutasyon hizini daguk tutmak Uzere evrimlesmistir.
Ancak, ¢ok hucreli okaryotlar, efektif populasyon buyukliglinin azalmasindan
dolay! (tim genomda), zararli mutasyonlarin hizinin yiksek olmasini tecribe
etmislerdir. GUnumuze kadar yapilan galismalardan elde edilen sonuglara gore,
toplam genom buyuklugu ile mutasyon hizi (nukleotit/nesil) arasinda guglu bir
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iligki olmakla birlikte, ancak bu iligkinin yonu c¢ok hucreli oOkaryotlar ve
mikroorganizmalar karsilastirildiginda dikkat ¢ekecek derecede farkhidir [37].
DNA replikasyonunda gorevli enzimlerin dogrulugunun ve DNA onarimi

etkinliginin yiksek olmasinin bu farka yol agabilece@i dusunulebilir.

Yasam agaci boyunca mutasyon hizinda gozlenen varyasyonu agiklamaya
yonelik bazi fikirler ortaya atilmistir. ilk olarak, prokaryotlarla karsilastirildiginda,
bazi mikrobiyal okaryotlarda gézlenen oldukga dusuk mutasyon hizlarinin varhg,
genetik suruklenme engeli hipotezi ile uyumlu goérinmektedir. Bazi mikrobiyal
Okaryotlarda, tipki prokaryotlarda oldugu gibi, efektif populasyon buyukligu
fazladir. Bu durum segcilimin etki edecedi genom dolayisiyla nukleotit sayisinin
artmasi anlamina gelir. Bir diger nokta, Drake kurali tim taksonlari kapsamayan
ancak mikrobiyal tarlerin bir alt kimesi igin gegerli bir genelleme olabilir. Tek
hucreli tirler dugunaldugunde, her hicre bolinmesinde kodlayici DNA'daki baz
degisimlerinin toplam sayisi yaklasik olarak 10™ ile 107 arasindadir. Varyasyon
araliginin bu derece genis olmasi sadece efektif populasyon buyuklugu ve efektif

genom buyukligu hesaba katildiginda anlagilir hale gelir [31].

Genetik suruklenme engeli hipotezine goére, mutasyon hizinin evrimi uzerinde,
efektif populasyon bluyukligu ve kodlayici genomun buyuklaga de etkilidir (Sekil
2.7). Bu iligki logio(uGe) = 3.109-0.757logi0Ne formulayle ifade edilebilir.

Eger mutasyon hizinin evriminde genetik sdruklenme bariyerinin - varligi
gercekse, bir karakterin evrimi igin Drake kuralindan daha agik bir genel
aciklama ortaya cikar. Bu hipotez, farkli filogenetik soylar igin muhtemel olan
evrimsel degisikliklerin mekanizmalarini ve bir evrimsel tempoyu dikte eder. Elde
edilen sonuglara gore, buylk Ge ve Ne degerine sahip mikrobiyal dkaryotlarda
replikasyon dogrulugunun ve DNA onariminin daha hassas mekanizmalarla

yurutuldugu tahmin edilmektedir.
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Sekil 2.6. Efektif populasyon buyukliga (Ne) ve kodlayici DNA ile her hicre
bélinmesinde gozlenen mutasyon hizi arasindaki iligkinin gosterilmesi. Grafik
[31] numarali kaynaktan degistirilerek alinmigtir.

2.7. Mutasyon Hizinin Hesaplanmasi

Yakin zamana kadar, mutasyon hizinin hesaplanmasi olduk¢a zordu. Calismalar
cogunlukla birkag geni temel alan fenotipik deneylerle sinirliydi [6]. Ancak
gunumuzde tum genom dizilemesinin yayginlik kazanmasiyla mutasyon hizinin
dogrudan hesaplanabilmesi mumkundir. Mutasyon hizinin hesaplanmasinda
kullanilan yontemler ilk olarak Luria ve Delbrick tarafindan tanimlanan ve daha

sonra Lea ve Coulson tarafindan genigletilen modellere dayanir [44,45].

Bu modellere gore, mutasyon biriktirme ve dalgalanma (fluctuation) analizi olmak
tzere iki temel yontemle mutasyon hizlari hesaplanabilir. Ussel olarak treyen bir
populasyonda, daha onceden var olan mutantlarla beraber yeni mutantlarin
ortaya cikigi gozleniyorsa, bu durum her yeni nesilde mutantlarin sabit sekilde
artigiyla sonuglanir. Dolayisiyla mutantlarin oraninda meydana gelen degisimin
zamana kargl Olgulmesiyle mutasyon hizi belirlenebilir. Ancak populasyonun
blyUukligu ve her yeni nesilde yeni mutasyonlarin gdzlenmesine olanak
saglayacak yeterlilikte olmalidir [52]. Araliksiz bolinen bir hiicre populasyonu igin
mutasyon hizi agsagidaki esitlikten hesaplanabilir [53]:
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U= (E_ —) . [ (m] (f2-f1) = (InN2 — InN1)
Dalgalanma analizi ise az sayidaki hucrenin ¢ok sayida paralel kulturler halinde
cogaltiimasiyla baslar. Gelisen kulturler doygunluk fazina ulastiklarinda her kultir
secici bir besiyerine aktarilir ve mutant bireylerin koloni olusturmalari saglanir.
Paralel kultirlerde ortaya ¢ilkan mutantlarin sayisi mutasyon hizinin
hesaplanmasinda kullanilir [50]. Kati kultir ortamlarinda mutantlarin sayisini
dogrudan saptamak mumkindur. Ancak eger sivi kulturlerle c¢alisiliyorsa,
mutasyon sayisi hicre yogunlugu ve Kkulturin hacminden etkilenen bir
parametredir. Mutasyon sayisini (m) hesaplamaya yodnelik ¢ok sayida ydntem
geligtiriimigtir. Her ydntemin pozitif ve negatif yonleri vardir. Kullanicinin tercihi ve
deney sartlarina bagl olarak uygun yéntem secilebilir. MSS maximum likelihood
(MSS azami olabilirlik) yontemi, bir deney sistemindeki sonuglarin tamamini
degerlendirebilmesi ve mutasyon hizlarinin araliginin tamaminda gecerli olmasi
nedeniyle en basarili yontemdir [52]. Lea-Coulson’in Urettigi fonksiyonu temel

alarak geligtirilmig bir algoritmadir [45,48]:

0 m mr_1 pi

= e yPr = — -_—

P P TZO(T—l-i-l)
1=

Gunumuze kadar pek ¢ok arastirici mutasyon hizlari igin kalitatif hesaplamalar
yaparak [6,49-52] ya da spontan mutasyon hizlarinin olgulmesi icin kavramsal
yontemler [4,53,54] ortaya koyarak surece katkida bulunmustur. Ancak
biyoteknolojideki ilerlemeler ve buna paralel olarak biyoinformatik uygulamalarin
gelismesiyle bu yontemler ve hesaplamalar, en azindan DNA dizisi seviyesinde
spontan mutasyon hizlarinin belirlenmesi baglaminda, oldukga hizli bir sekilde
kullanilamaz hale gelmistir. Fakat, yillar ve nesiller boyu emek vermis

’ M: mutasyon hizi, r: bir kiltiirde goézlenen mutantlarin sayisi, N: hiicre sayisi, f: mutant sikhgi

r/N).
$ pO: mutantlari icermeyen kilturdn orani, m: her kilturdeki mutasyonlarin sayisi, pr: r ya da diger
mutantlari igceren kulturlerin orani, r: kiltirde gézlenen mutantlarin sayisi.
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arastiricilara 6vgu olarak tez metninde bu ydntemlere dair kisa birer 6zet

verilecektir (Tez ¢alismasinda kullanilan yontem 2.7.6’da verilmistir).

2.7.1. Mutasyonlarin Fenotipik Olarak Taranmasi

Bu ydntem fenotipik olarak belirlenebilen mutantlarin taranmasiyla mutasyon
hizini hesaplamak icin gelistiriimis basit ve agik bir yontemdir [6], [60]. Bu
yontemin uygulanmasi gec¢miste zordu; c¢unku bizim genomdaki fonksiyonel
bolgelerle ilgili bilgimiz sinirliydl. Ancak pek ¢ok canli, 6zellikle de model
organizmalar icin tim genom dizilerinin elde edilmesi bu sorunu ortadan
kaldirmistir. Bu yontem insan [55-57], Drosophila [6] ve baska bazi turler [23,58]
igin kullanilmigtir. Ancak Okaryotlar icin populer hale gelmemistir. Bu yontem
kullanildidinda, mutasyon hizi neredeyse kesinlikle eksik hesaplanir; ¢lnku
batin anlamsiz (nonsense) mutasyonlar fenotipe yansimaz [6] veya bazi
mutantlar kolaylikla gézden kagirilabilir. Bu yontemde temel sorun, yapilan igin
zorluguna karsin elde edilen spontan mutasyon hizinin disik ve neredeyse her
zaman hatali olmasidir. Ornegin Yang ve arkadaslar yaklagik olarak 900.000

sinek taramis ve 8 lokusta sadece 16 mutasyon bulmustur [65].

2.7.2. Mutasyonlarin Uyum Basarisina Etkisinin Olgiilmesi

Zararli mutasyonlarin hizinin hesaplanmasi igin segilimin hi¢ olmadigi ya da
etkisinin olduk¢ca az oldugu bir laboratuvar populasyonunda zamanla biriken
mutasyonlarin uyum basarisi Gzerine etkisinin olgtilmesi oldukga ¢ok tercih edilen
bir segenektir [60-65]. Bu yontem kendilesmis bir populasyonla basglatilan
sistemde duzinelerce nesil boyunca biriken ¢ok sayida mutasyonun uyum
basarisi Uzerine etkisini 6lgmeyi hedefler. Ancak sistemin bazi aksakliklari vardir
ve uygulanmasi hala tartismalidir [55]. Kendilesmis bir populasyon yabanil bir
populasyondan beklenilen sekilde mutasyon druntulerini yansitmayabilir. Ayrica,
homozigotlugun yuksek olmasi secilimi genis odlgude belirsizlestirir (Orter) ve
laboratuvarda populasyonun bakimini zorlastirir. Kuguk ve rasgele eslesen
kendilesmemis populasyonlarla galismak bu sorunlardan kaginmanin bir yoludur

[72]. Bununla birlikte, laboratuvar kosullari altinda segcilimin tamamen etkisiz hale
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gelmesinin prensip olarak olanaksizhdi, asgari dizeyde zararli mutasyonlarin
belirlenmesindeki zorluklar ve gevsetilmis secilim altinda ¢ok sayida neslin
bulundugu suregte mutasyonun kendisinin mutasyon hizini etkilemesi olasiligini
da kapsayan diger sorunlardan kaginilamaz. Bundan dolayi, bu yontemi kullanan
farkli arastiricilarin  mutasyon hizlari icin farkli sonuglar bulmalari sasirtici
degildir. Ayrica, bu yéntem oldukga zaman alicidir ve kendilesmis populasyonun
sabit bir sekilde 6zenli bakimini gerektirir. Caligma suresince kontaminasyon
onlenmeli ve uyum basarisi tekrar eden sekilde test edilmelidir [5].

2.7.3. Evrimlesme Hizinin Nétral Bolgeler Kullanilarak Olgiilmesi

Bu yontem noétral evrim hizinin mutasyon hizina esit olmasina dayanir [2]. Bu
basit iliski pek ¢ok kez spontan mutasyon hizinin hesaplanmasinda kullaniimistir
[6], [73]-[75]. Bu yontemle bulunan sonuglarda [70-72], spontan mutasyon
hizlarinin altinda yatan esasin dogrulugu hala sorgulanmaktadir, ¢cogu noétral
belirtegler olarak sinonim bdlgeleri de hesaba katar [79]. Bu yontemde iki sorun
vardir. ilki, sinonim bdlgelerin kullaniimasidir; nétraliteyi genel diziden ayirmak
icin iyi bir neden olmahdir. ikincisi, her bir bélgede saklanmis cok sayida baz
degisimini hesaplamanin zorlugu nedeniyle nétral evrimin hizi uzak tlrler
arasinda karsilastirmal olarak olgulmemelidir ve ayrica iki tarin ayrilmasindan
itibaren gegen gercek nesil sayisinin bilinmedigi unutulmamalidir [5]. Nachman
ve Crowell calismasinda bu iki sorundan kaginmak igin insan ve sempanzeler
arasindaki ortolog pseudogenleri se¢cmistir ve sonug olarak yaptiklari hesap hala

bu yontemin en iyi uygulamasidir [73].

2.74. Kendilesen Populasyonlarda Zararhh Mutasyonlarin Hizinin
Hesaplanmasi

Dengedeki populasyonlarin bircok 6zelligi mutasyon hizina baghdir. Ozellikle,
diploid canlilarda, DNA dizisi seviyesindeki nukleotid gesitliligi, 4Neu (Ne: efektif
populasyon buyuklugu, y: mutasyon hizidir) formilinden basitge hesaplanabilir
[53,74-76]. Ancak, Ne bagimsiz olarak bilinemeyecegi i¢in bu formdl y yerine

Ne'nin hesaplanmasi i¢in daha kullanighidir [53,77]. Ayrica, asiri derecede
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kendilesen populasyonlarda (kendilesme depresyonu) elde edilen verilerden
zararli mutasyonlarin hizi hesaplanabilir. Bu zararli mutasyonlar temel olarak son
donemde gerceklesen mutasyonlardir ve genetik suriklenmenin kuvvetine bagl
degildir [84].

2.7.5. Mutajen Uygulanmasi

En basit yontemlerden biri yapay mutajenlerin uygulanmasidir. Eger daha
onceden spontan mutasyonlarin uyarilmis mutasyonlara orani biliniyorsa,
uyariimis mutasyonlarin  hizi spontan mutasyonlarin hizini  belirlemekte
kullanilabilir. Mutajen uygulanmasi mutasyonlarin hizini blyldk miktarda artirabilir
ve bu da is yukunU azaltabilir. Yapay mutagenez uzun zamandir mutantlarin elde
edilmesinde ve mutasyonun kantitatif karakterler Gzerine etkisinin
hesaplanmasinda kullaniimaktadir [43,79]. iki calismada bu yolla spontan
mutasyon hizi hesaplanmigstir [80,81]. Bu ydntemin ¢dzllebilecek olan sorunu
mutajenin etkisini nicel olarak belirlemenin zorlugudur. Yontemin esas sorunu
ise, kullanilan mutajenin dogasinin farkli tipte mutasyonlara yol agabilecek
olmasidir ki, bunlarin etkileri farkl olabilir. Bu nedenle bu yéntem tim spontan

mutasyonlarin hesaplanmasinda iyi bir sonug saglamak icin kullanilamaz [5].

2.7.6. Mutasyon biriktirme (Mutation Accumulation, MA) Soy Hatlarinda
Biriken Mutasyonlarin Dogrudan DNA Dizisinde Taranmasi

Yakin zamana kadar, mutasyon hizinin dogrudan hesaplanmasi c¢ogunlukla
birkac geni temel alan fenotipik deneylerin analizi ile sinirhydr [6]. Ancak
gunumuzde mutasyon biriktirme (MA) deney sistemi ile yeni nesil dizileme
tekniginin beraber kullaniimasi yeni ve umut vaat eden bir teknolojidir. Boylece
genomun kodlayici olan ya da kodlayici olmayan herhangi bir bolgesindeki
herhangi bir mutasyon tek bazi etkilese dahi belirlenebilir. Bu yontem kullanilarak
spontan mutasyon hizinin bazi tek hicreli ve ¢ok hucreli canlilarda dogrudan
DNA seviyesinde hesaplandigi ¢ok sayida galisma yayinlanmigtir [8], [9], [11],
[18], [19], [88], [89]. Yapilan ilk calismalarda bu yontem, dogrudan dizileme

yontemi (Sanger yontemi) ile beraber kullaniimis ve mutasyon hizi disuk olsa
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dahi, hesaplama igin yeterince gluvenli oldugu goésterilmistir [19], [88].

Bu yontemde, mutasyon hizinin belirlenmesi icgin kullanilacak model
organizmanin tek bir atasal hicresinden farkli soy hatlari (line) olusturulur ve bu
soy hatlari istenilen nesil sayisi kadar devam ettirilerek mutasyon biriktirme
deneyi gerceklestirilir. Bu deney sisteminin gucu, bagimsiz MA soy hatlarinin
sayisina kritik derecede bagldir. Genel olarak kabul goren yaklasim 25'den ¢ok

soy hatti olusturulmasidir.

MA deney sistemi, mutasyon hizini hesaplamakta kullanilan diger yéntemlere
gore ¢ok sayida avantaja sahiptir. Bu yontemde, spontan mutasyonlarin, siddetli
derecede zararli olmadiklari middetce, birikmeleri uyum basarisini etkilemez.
Dogal secilimin etkisinin tekrar eden populasyon darbogdazlari (population
bottlenecks) ile hafifletiimesi 6limcul olmayan ancak zararli olan mutasyonlarin
rekabetle elenmesine engel olur ve dogal aleler gibi onlarin da genetik
suruklenme ile sabitlenmesine izin verir. Tekrarlayan populasyonlar tek bir ortak
atayi paylasirlar; boylece bu yontem, tamamen ayni deneysel kosullar altinda
rasgele olusan mutasyonlarin bagimsiz olarak birikmesine izin verir (Sekil 2.3).
Bu deney sistemi, ¢ogu evrimsel degisimlerle ilgili olan, genomda gdrulen
delesyon tipi mutasyonlarin hizi ve buyuklugu hakkinda da bilgi saglayabilir.
Cogdu calismada mutasyonlar tiplerine ya da 6zgul bolgelere ayrilarak hizlari

hesaplanabilmektedir.

MA deneylerinden elde edilen sonuglar tlrler arasinda karsilastirilabilir ve
mutasyon hizinin, yeni mutasyonlarin genomda dagihminin ve etkilerinin
belirlenmesi, eseylerin ve rekombinasyonun [90], DNA dizi gesitliligi értuntulerinin,
farkli rekombinasyon hizina sahip kromozomal bdlgelerin zamanla degisiminin,
diploidinin ve poliploidinin [84,85] evrimini ve ki¢uk populasyonlarin devamhligini
[93] kapsayan, evrim ve populasyon genetiginin 6nemli sorularini

cevaplandirmada kullanilabilir.
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Sekil 2.7. MA deney sisteminde secilim etkisi olmaksizin mutasyonlarin birikmesi

2.8. Mutasyon Hizi, Molekiler Spektrumu ve Etkilerinin Belirlenmesinde
Kullanilabilecek Model Organizmalar

Mutasyon biriktirme deneyleri cok sayida soy hattini nesiller boyunca takip
etmeyi gerektirmesinden dolayl, ancak uzun slrelerde gerceklestirilebilir.
Dolayisiyla bazi organizmalar bu galismalarda tercih edilen modellerken, bazi
organizmalar ise kullanilamamaktadir. MA deneyleri igin uygun bir model
organizma kuguk bir alanda buyuk populasyonlar olusturabilme yeteneg@ine sahip
olmaldir. Bu tip calismalarda, ¢ok sayida bireyin genomunun dizilenmesi ve
karsilastirimasi sirasinda olugabilecek zorluklara kargi genellikle genomu

nispeten kuguk olan ve tum genom dizisi bilinen organizmalar tercih edilmektedir.

Mutasyon birikim ¢alismalari virsler [94], bakteriler [31,41,94], mantarlar [88],
bitkiler [8] ve hayvanlari kapsayan [18] ¢ok sayida organizmada yapilmistir.
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Bulunan sonucglara goére o6zellikle tek hicreli okaryotlarda ve bakterilerde
mutasyon  hizi, Drake  kuralina  uygun  olarak, kabaca  0.003
mutasyon/genom/nesil’dir. Virusler en yuksek mutasyon hizina sahip olup, DNA
virislerinde mutasyon hizi 10°%-10® mutasyon/baz/nesil; RNA viriislerinde
hesaplanan mutasyon hizi ise 10°-10° mutasyon/baz/nesil dir. Okaryotik canllar
arasinda, A.thaliana 7x107 ile en yiiksek hiza sahiptir [8], [70]. En disiik hiz ise
Paramecium tetraurelia'da [9] gdzlenmistir: 1.94x10™** (Cizelge 2.1). insanlar igin
mutasyon hizi ~2.5x10® mutasyon/baz/nesil olarak hesaplanmis olmakla birlikte
[73], daha sonra tum genom dizilemesinin kullaniimasiyla bu deger yaslasik

1.1x107® mutasyon/bdlge/nesil olarak diizeltilmistir [96].

Mitokondriyal sonugclar ise farkli organizmalar arasinda daha sabit bir durum
sergiler. En yliksek hiz Daphnia pulex’in, eseyli soylarinda 1.37x10” ve eseysiz
soylarinda 1.73x107 olarak hesaplanmistir [97]. En disiik hiz ise C.elegans'a
aittir [18]: 9.7x10%; S.cerevisiae'de 1.29x102[88], P.tetraurelia’da 6.96x1078 [9]
ve D.discoideum'da 6.76x10° [11] mutasyon/bdlge/hiicre béliinmesi olarak

bulunmustur.

2.9. Dictyostelium discoideum

Amipler tium oOkaryotlarin paylastigi son ortak atadan ayrilan en erken dallardan
biri olmasi bakimindan o6nemlidir ve Opisthokontlarla (hayvan ve fungus)
yakindan iligkilidirler (Sekil 2.8). Gunumuzde Okaryotlarin yasayan dallarindan
her biri, atasal genomun soya 6zgul gen duplikasyonu, iraksama (divergens) ve
delesyonla uyum saglamasina (adaptasyon) ve farkli yollarda bigimlendiriimesine
bir ornek saglar. Amipler tek hucreli Okaryotlari (6rnegin Acanthamoeba
castellani), zorunlu parazitik amipleri (6rnedin Entamoeba histolytica), gercek
civik mantarlart (6rn, Physarum polycephalum) ve sosyal amipleri (ya da
Dictyostelidleri) de kapsayan filogenetik olarak oldukga c¢esitli bir gruptur. Genom

Olceginde yapilan galismalarla amiplerin monofiletik bir grup oldugu dogrulanmis
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ve temel amip soy hatlari arasindaki filogenetik iligkiler aydinlatiimigtir [97—-99].

Ancak, pek cogunun genomu henuz detayli olarak incelenmemistir.

S.cerevisiae
S.pombe Neurospora

Dictyostelium discoideum H.sapiens Takifugu rubripes

Zea mays Ciona

Oryza sativa

Anopheles
Arabidopsis

Drosophila

Chlamydomonas reinhardtii C.elegans

Plasmodium falciparum Leishmania

Giardia

w100 Darwin -

Archaea

Sekil 2.8. Proteom temelli 6karyotik filogeni (Dallarin géreceli uzunluklari Darwin
birimi olarak verilmistir. Ornegin, S.cerevisiae ile H.sapiens karsilastirmasinda 1
Darwin birimi 1/2000 oraninda uzakhdi belitmektedir. Sekil, [101] numaral
kaynaktan degigstirilerek alinmigtir).

Sosyal amip olarak da adlandirilan Dictyostelium discoideum gectigimiz 50 yilda
oldukga fazla calisiimis bir organizmadir ve bu calismalar, hicresel hareket,
sinyal ve hlcreler arasi etkilesim mekanizmalarinin anlasiimasina buylk katkida
bulunmustur [98]. Ornegdin D. discoideum ile yapilan ¢alismalarda, bir 6karyotik
hicre kemo-atraktani ve bir hiicre-hlicre adezyon proteini ilk defa tanimlanmistir
[102]. Dictyostelium discoideum ayni zamanda tim genomu dizilenen ilk serbest

yasayan protozoadir [101].

Dictyostelium discoideum, kuzey yarimkurenin iliman bdlgelerinde bolca bulunan

bir toprak amibidir. Dictyostelium discoideum’un dogal habiati topragin organik
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maddece zengin olan Ust tabakasidir. Temel besin kaynagi bakteriler ve

mayalardir. Habitatinda yeterli besin oldugu surece, tek hicreli olarak yasar.

Besin sikintisi basladiginda sorus ve sap hucreleri olmak tzere iki temel hiucre
tipinden olusan ¢ok hucreli agregatlar olugtururlar. Bu ¢ok hucreli organizma
10.000-100.000 hucre igerir; ancak kimi zaman hicre sayisinin 2.000.000’a
kadar artabilecegi rapor edilmistir [101].

Dictyostelium discoideum tek hucreli ve ¢ok hucreli yasam formlari arasinda
doénlsum yapabilme yetenegi ile canlilar dinyasinda bir istisnadir. Homojen bir
hidcre populasyonundan degisik hucre tiplerinin farklilagsmasini yonlendirecek
mekanizmalari yonetecek sekilde evrilmigtir. Tek hlcreli canlidan, ¢ok hucreli
yapilya geciste, farkh hulcre tipleri tek bir yapiyr (spor kesesi -fruiting body-)
olusturmak igin duzenli sekilde bir araya gelir ve bir orkestra gibi calisir.
Dictyoselium’da bu mekanizmalar icin gerekli olan genlerin ¢ogunun, ayni
zamanda Metazoa'da da bulundugu saptanmistir ve bu genler, gelisimin farkl

doénemlerinde kullaniimak Gzere evrim slresince bicimlendirilmistir [101].

D.discoideum, vejetatif, agregat, go¢ ve gegis olarak adlandirilan 4 asamadan
olusan bir hayat dongusune sahiptir (Sekil 2.9). Hayat dongusu goérece kisadir,

fakat tim asamalar gozlenebilir.

Hayat dongusundn basitligi genetik, hicresel ve biyokimyasal slregler Uzerine
yapilacak caligmalar i¢in D.discoideum’u uygun bir model organizma yapar.
Literatirde yer alan calismalarda hicre farklilasmasi, kemotaksis ve programli
hdcre olumu gibi normal hicresel sureglerin arastirimasinda kullaniimigtir.
Ayrica sinyal iletimi, fagositoz, hicrelerin ayristiriimasi, hareket gibi konularda da

kullaniimaktadir.
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Sekil 2.9. D.discoideum’un hayat dongusu

2.9.1. Dictyostelium discoideum un Genomu

D. discoideum’un genom dizisi 2005’de yayinlanmigtir [L01]. Genom buyuklugu
yaklasik 34 Mb’dir; her biri 4 ile 7 Mb buyukliginde DNA igeren 6 kromozomu
vardir (Cizelge 2.2). Genomun 8.000 ile 10.000 arasinda gen igerdigi tahmin
edilmektedir. Bilinen genlerinin ¢cogu, omurgali turleriyle yuksek oranda benzer
diziler icerir. Genom AT’ce zengindir (%77.57) ve bazi bdlgelerde gorulen GC
tekrarlarinin disinda, genel olarak degismeyen bir bilesime sahiptir. CpG sayisi
oldukga dusuktur; ancak daha 6nce dusunudlenin aksine sitozin metilasyonu
mekanizmasi vardir ve bu mekanizmanin gelisimsel role sahip oldugu
belirlenmistir [100,102—-104].

D.discoideum genomu diger genomlarla karsilastinildiginda, genomun %11°ini
kapsayan, basit dizi tekrarlarinin (Simple Sequence Repeats, SSR) c¢oklugu
dikkat cekicidir. Kodlamayan bdlgelerin %6.4°0, iki ya da daha uzun motiflerin
tekrarlarindan olusur ve ortalama olarak her 392 b¢'de bir tekrar bolgesi bulunur.

Ug ila alti bazdan olusan tekrar birimleri, diger tekrar birimlerine kiyasla daha
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fazla gorGlir. Tum dizisi bilinen diger genomlarin ¢odunda ise dinukleotit
tekrarlari yaygindir. Homopolimer alanlara da sikga rastlanir, bu alanlar
kodlamayan dizilerin %16 sin1 kapsar. Homopolimer alanlarin ve kodlamayan
bolgelerde bulunan SSR'lerin baz bilesimi etraflarini saran diziden bile daha
fazla AT egilimine sahiptir (%99.2 AT icerir). SSR dizileri yiksek mutasyon hizina
sahip olmalari ve replikasyon sirasinda yanlis hizalama/kayma neticesinde
gelisen mutasyonlarla farkli tekrar sayilarina ulagsmalari nedeniyle segilim
tarafindan engellenmedikge genomda birikebilirler [106]. SSR dizileri cogunlukla
islev gormeyen “junk” DNA olarak dusunudlmelerine ragmen, bazilarinin islevsel
oldugu bilinmektedir [107].

D. discoideum’dan evrimsel olarak azimsanmayacak derecede uzak olmasina
ragmen, Dictyostelium purpureum genomunda da SSR dizilerinin yogunlugu
kayda degerdir. D. purpureum genomunda SSR dizileri %4.4 oraninda bulunur
[108]. D.discoideum genomunda 100 b¢ uzunlugu asan tekrar bolgelerinin sayisi
1436 iken, D.purpureum genomunda bu sayl sadece 54 adettir. Dinukleotit
tekrarlari, diger turlerin genomlarinda en ¢ok rastlanan ortak tekrar iken, her iki

dictyostelid genomunda ise nispeten nadir gorultr [100,107].

D. discoideum genomunda bir diger dikkat ¢ekici 6zellik SSR’lerin ayni zamanda
protein kodlayan dizilerde de ¢ok bulunmasidir. Ekzonlarda ortalama her 724
b¢’de bir gorilen bu SSR’lerin protein igerigiyle iliskili olabilecedi dustnulmektedir
[101]. Ekzonlarda rastlanan uzun trindkleotit tekrarlari, proteinlerin iceriginde
homopolimer amino asit dizilerinin gérulmesine neden olur. Proteinlerde en ¢ok
rastlanan homopolimer amino asit tekrarlari asparajin ve glutaminden olusur. D.
discoideum genomunun dizilemesi tamamlandiginda varligi 6ngoérilen 13541
genin 2091’nde ardisik tekrar dizilerinin oldugu ve bu alanlardan bazilarinin goklu
halde bulundugu rapor edilmistir [101]. Diger okaryotik genomlarda da proteinler
amino asit tekrarlari icermektedir ancak bu, D.discoideum genomuna kiyasla

daha az rastlanan bir durumdur [109].
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D.discoideum’un genomu, hareketli genetik (transposable) elementler agisindan
da zengindir [110], [111]. Yapilan calismalara gbére ayni tipteki elementlerin
kimelendigi ve tercihen benzer yerlesik elementler arasina eklendikleri
dugunulmektedir. Ancak bu elementlerden higbirinin insersiyon igin 6zgul bir
hedefi tercih ettigi hentuz gosteriimemistir. Uzun terminal tekrar (long terminal
repeat, LTR) icermeyen retrotranspozonlarin siklikla tRNA genlerinin yakinina
eklendigi gosterilmis olmakla birlikte, insersiyon hedefi olan o6zgul diziler

tanimlanmamigtir [101].

D.discoideum genomunda 402 adet tRNA geni belirlenmistir, bu sayi okaryotik
spektrumun Ust limitindedir. Ornegin, Plasmodium falciparum’da 43, Drosophila
melanogaster'de 284, Homo sapiens’de 496 adet tRNA geni vardir. Alanin amino
asidini kodlayan, D.discoideum genomu igin nadir, GCG kodonu disinda, her
kodon dejenere olabilir. Ayrica, TGAN-NGAN dizisi selenosistein insersiyon dizisi
(Selenocysteine insertion sequence, SECIS) olarak goérev yaparak, bu dizinin
bulundugu mRNA’da, normalde “dur” kodonu olarak islev géren UGA dizisinin
selenosistein kodonu olarak okunmasini saglar (normalde serin amino asidini
tasiyan tRNA modifiye olarak selenosistein tasir). D.discoideum’da
selenosistein iceren iki hipotetik protein vardir. Mitokondri genomunda ise
esansiyel tRNA’lardan bazilarinin  olmadigi  gosterilmisti.  Bu  durum
D.discoideum’un bir diger amip tlrG olan Acanthamoeba castellanii ile paylastigi
bir 6zelliktir [111,112]. Bu nedenle, ¢ekirdek genomundan kodlanan tRNA’larin
en azindan bir kisminin (valin, treonin, asparajin, glisin tRNA’lar ile arjininin bir

ve serinin iki tRNA’s1) mitokondriye tasindigi dustunutlmektedir.

tRNA genlerinin kime olarak dagilimi degismez gorunmesine ragmen, daha
detayli incelendiginde bu genlerinin organizasyonu dikkat ¢ekicidir. Yirmi kb ya
da daha sik rastlanan haliyle 5 kb olarak bolinmuis ve yaklasik olarak %20’si
tamamen ayni antikodonlarla ikililer ya da UGgluler halindedir (ve genellikle %100
dizi benzerligi gorulir). Genomda bu tip gruplardan 41 adet bulunur ve rasgele

dagilim nadirdir. Bu oruntd tim genomu dizilenen organizmalardan sadece
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D.discoideum’da gorulir ve son donemde genomda gergeklesen
duplikasyonlarin neticesinde ortaya ¢ikmis olabilecegi one surulmektedir. Ancak,
tRNA ikilileri ardisik olarak yakinlagsan ve uzaklagsan oryantasyonlarda ve
degdisken siklikta bulunur, bu nedenle tek dize bir duplikasyon mekanizmasi ya
da genellikle komgu dizilere yayilan duplikasyonun olmadigi dusunulmektedir
[101].

Dictyostelium'da  ribozomal RNA genleri 88  kbg¢'lik  palindromik
ekstrakromozomal bir element olarak bulunur ve her bir genomda bu elementin
100 kopyasi vardir [114]. Ayrica kromozomal kopyalarin varligina dair kanitlar da
vardir. Kromozomlardan en azindan dort tanesi Uzerinde yerlesmis merkezi 3.2
kb’lik bolge [114] vardir ve kromozom 2 hem kismi rDNA dizisi tasir hem de bir
adet 5S rRNA pseudogeni igerir [111], [115]. Bu ekstrakromozomal kopyalarin
nasil olusturuldugunu agiklayan bir transkripsiyon mekanizmasi (sa¢ tokasi
olusumu ve ikinci zincir sentezi) Onerilmektedir. Bu mekanizma ayrica
palindromun iki ucu arasinda dizi varyasyonunun olmamasindan sorumlu
olabilir [101].

Sentromerler hicre bolinmesi sirasinda Okaryotik kromozomlari hareket ettirir
ancak vyapisal ve organizasyon agisindan cegitlidirler [116] ve bu
tanimlanmalarini guglestirir. Her Dictyostelium kromozomu, DIRS (Dictyostelium
Intermediate Repeat Sequence) elementlerinde, uclardan birine yakin, tekrar
bdlgelerince zengin tek bir kiime tasir. Dikkat ¢ekici sekilde yapisal tutarlihig
nedeniyle bu kimelerin sentromerler olarak iglev gorebilecedi dnerilmektedir
[116,117]. Dictyostelium hicrelerinde, mitoz sirasinda kondanse haldeki
kromozomlarda DIRS elementleri icin hazirlanan problarin her kromozomun
sadece bir ucuna hibridize oldugu gosterilmigtir. Diger turlerde ise, DIRS benzeri
elementler kromozom boyunca daha tekduze bigimde dagdihr [119] ve
Dictyostelium kromozomlarinda bunlarin dagiliminin sinirl olmasinin fonksiyonel

bir Gneminin olabilecegi 6ne surular [101].
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Cizelge 2.2. Dictyostelium discoideum kromozomlarina ve mitokondri genomuna ait 6zellikler [120].

Buyuklik GCigerigi Protein rRNA tRNA Diger RNA Gen Pseudogen
(Mb) (%) sayisi  genleri genleri genleri sayisl sayisl

Kromozom 1 4,92 22,8 1.925 - 79 9 2.019 13
Kromozom 2 8,48 22,2 3.285 - 91 15 3.431 46
Kromozom 3 6,36 22,3 2.477 - 79 14 2.604 39
Kromozom 4 5,45 22,2 2.105 - 33 25 2.183 23
Kromozom 5 5,13 22,5 1.959 - 33 14 2.030 25
Kromozom 6 3,6 22,9 1.392 - 87 4 1.498 17

Toplam 34,13 22,4 13.267 - 402 81 13.892 163

MtDNA 0,055564 27,4 42 2 18 1 63 -
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D.discoideum genomunda GTce zengin telomer benzeri motifler
tanimlanamamistir ancak kromozomlarin GA'ce zengin ayni tekrar motifi
(ekstrakromozomal rDNA elementlerini kapatan) ile sonlandigi disunilmektedir
[118]. icerdikleri 6zgll tekrar dizileri nedeniyle Dictyostelium’da kromozom
uclarinda yer alan telomer yapisinda rDNA benzeri elementlerin oldugu
dUsundlmektedir [101].

2.9.2. Dictyosetlium discoideum Proteomunun Igerigi ve Organizasyonu
Dictyostelium discoideum genom konsorsiyumunun internet adresi olan

www.dictybase.org veritabaninda yer alan (en son 2 Mart 2015 tarihinde

guncellenmis) verilere gore, Dictyostelium discoideum genomunda 13,267
protein tanimlanmistir ve bunlarin %97.8’si (11,987) icin guvenilir modeller
olusturulmustur [121]. 155,036 EST tanimlanmis ve 6801 adet genin EST icerdigi
bulunmusgtur. Genomun %62’si protein kodlamaktadir. Dictyostelium sahip
oldugu gen sayisi bakimindan tek hdcreli dkaryotlardan ziyade c¢ok hucreli
organizmalara yakin gorinmektedir (Cizelge 2.3). Gen yapisi incelendiginde
intronlarin  kisa ve az sayida, intergenik bolgelerin ise kuguk oldugu
goriilmektedir. Genler genom boyunca neredeyse tek diize dagimistir. ifade
oruntusuyle iligkili olarak genlerin kimelendigi alanlar yoktur; ancak geligimin

farkli ddnemlerinde ifade olan genler kimelenmigtir [101].

Genomun AT’ce zengin olmasi sadece sinonim kodonlarin sec¢imini degil ayni
zamanda proteinlerdeki amino asit bilesimini de yansitir. Genellikle WWN (W, A
ya da T nukleotitlerini, N ise herhangi bir nukleotiti gdéstermektedir) kodonlarinin
sifreledigi amino asitler (Asn, Lys, lle, Tyr ve Phe) Dictyostelium proteinlerinde

insandaki homologlarina kiyasla daha yaygindir [101].

Uc ve ucln Kkatlan seklindeki ardisik nikleotit tekrarlari Dicyostelium
ekzonlarinda olagandisi sekilde ¢cok bulunur ve dogal olarak amino asitlerin
tekrarlayan dizilerine karsilik gelir. Ongoriilen proteinler arasinda 9582 SSR (iki

ya da daha fazla amino asidi kapsayan pespese tekrarlar) bolgesi bulunur.
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Bunlardan c¢ogu dikkat cekecek odlgiude (en az 20 rezidl) poliasparajin ve
poliglutamin rezidilerinden olusan alanlardir. Tahmin edilen proteinlerin 2091
tanesinde bu durum goérulur. Ayrica QLQLQQQQQQAQALALQQ gibi az karmasik
bblgeler en az 15 rezidu ile 2379 proteinde bulunur ve sadece iki amino asit
icerirler. Toplamda basit dizi tekrarlari tahmin edilen proteinlerin %34’nde bulunur

ve tum amino asitlerin %2.2’sini kodlamaktadir [101].

Bu tekrarlarin nudkleotit genislemesi sirasinda ortaya c¢iktigi ve protein
seviyesinde secildigi dusunulmektedir. Protein seviyesinde secilimin kaniti
olarak, herhangi bir U¢ nukleotit tekrarinin G¢ okuma gergcevesinden sadece
birinin baskin olmasi verilebilir. Ornegin, ..... ACAACAACAACA.... tekran
genellike polithreonin (JACA]n) ya da poliasparajin (JAAC]n) yerine genellikle
poliglutamin ([CAA]n) olarak translasyona ugrar. Bir baska kanit ise trindkleotit
tekrarlarinin  ¢ogunun gorunugte sadece sinonim kodonlar Uretmek Uzere
mutasyona ugramasindan elde edilir. Ayrica, SSR bdolgelerinin dagilimi rasgele
degildir: proteinlerin gogu ya bu 6zellige sahip degildir (%66) veya iki ya da daha
fazla olmak Uzere bu bdlgelere sahiptir (%18). Buna gbre sadece bazi
proteinlerin bu durumu tolere ettigi 6nerilebilir. Poliasparajin ya da poliglutamin
iceren proteinler, protein kinazlarda, lipit kinazlarda, transkripsiyon fakorlerinde,
RNA helikazlarda ve splaysozom gibi mRNA ile iligkili proteinlerde ¢okga gorular.
Protein kinazlar ve transkripsiyon faktorleri gibi S.cerevisiae’nin poliasparajin ya
da poliglutamin iceren proteinlerinde de durum benzerdir. Dolayisiyla bu

durumun proteinin fonksiyonu ile iligkili olabileceg@i dusunulebilir [101].

Sonu¢ olarak, Dictyostelium sahip oldugu proteom ile hicresel ve gelisimsel
biyoloji icin yeni bir bakis acisi saglayabilecek bir model organizmadir. Bir sistem
seviyesinde, Dictyostelium mayalardan yuksek karmasiklik seviyesindedir; ancak
yuksek bitki ya da hayvanlardan daha basittir. Bundan dolayi, daha karmasik
sistemlerde galigiimasi zor olan kontrol aglarinin yuksek ¢ozunurlikla molekuler
analizlerini olanakli kilabilir ve yuksek canlilar tarafindan kullanilan duzenleyici

stratejilerin dngorulmesini saglayabilir [120-122]. Ayni zamanda hastalik
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Cizelge 2.3. Dictyostelium discoideum ile bazi 6karyotik canlilara ait genom 6zelliklerinin karsilastiriimasi [125].

Ozellik

Genom buyukligl (Mb)

Kromozom sayisi

Gen sayisi

Ort. gen uzunlugu(bg)

Ort. kodlayici boélge biylkligi (amino asit)
Intron igeren gen (%)

Ort. intron bUyUklugu(bg)

Ort. intron sayisi (bélinmus genlerde)
Kodonlarda AT biyasi

Ortalama AT yuzdesi (ekzonlarda)
Ortalama AT yizdesi (intronlarda)
(
)

Ortalama AT yuzdesi (intergenik)

Toplam GC icerigi (%

D.discoideum P.falciparum

34.111
6
13.212
1.756
518
69
146
19
86
73
88
85
22,4

23.264
14
5.429
2.534
761
54
179
2,6
83
76
87
86
19

S.cerevisiae
12.157

39

16

6.692
1.428
475

5
1
62
72
51
51
38

A.thaliana
135.670

5

27.416
2.036
437

79
170
54
57
72
55
56
36

D.melanogaster
168.736

4

15.682
1.997
538

38
4
50
45
38
38
41

C.elegans
103.022

6

20.447
2.991

435
5
270
5
64
58
71
72
35,5

H. sapiens
3.381.944
23
20.364
27.000
509
85
3.365
8,1
41
55
62
62
44,5



gelisiminin anlagilmasinda da ilgi ¢ekici bir modeldir, insan hastaliklariyla iligkili
¢cok sayida proteine sahiptir. Dictyostelium hicrelerinin @ amino  asit
homopolimerlerine sahip ¢ok sayida proteini nasil tolere ettigini 6grenmek
proteinlerdeki bu motiflerin fonksiyonu nasil etkiledigini anlamaya yardim

edecektir.

2.10. Yeni Nesil DNA Dizileme (Next Generation DNA Sequencing, NGS)

Son yillarda geligtirilen yeni nesil DNA dizileme teknolojisi, genetik/epigenetik
dizenleyici aglarin, kromatin yapisi, nukleer yapilanma ve genom gesitliligi
hakkinda bilgi tretimini saglayan énemli bir ara¢ olmustur. Yeni nesil DNA dizileme
sistemleriyle yuksek dogrulukla, oldukga hizli olarak, dizileme yapilabilmektedir.
Ornegin 4.6 Mb'lik E. coli genomu tek bir okuma ile tamamlanabilmektedir. Yapilan
bir calismada E. coli genomu dort kere, her bir islemde 400.000 okuma yapilarak de
novo dizilenmis ve okumanin %99.997 ila %99.999 arasinda dogrulukla yapildigi
tespit edilmistir [126].

Bu tez galismasinda kullanilan sistem olan Illumina, tersinir sonlandirici (reversible
terminator) teknolojisini kullanir. Yontem Sanger dizileme yontemine oldukca
benzerdir ve temel olarak sentezleme yoluyla dizileme mantigiyla calisir.
Sentezleme reaksiyonu her bir bazin eklenmesinden sonra durdurulur ve son
eklenen bazin floresan etiketi cihaz tarafindan okunur. islem zincire eklenen her

yeni baz i¢in durdurularak devam eder [127].

Yontem dizilenecek DNA'nin  klatuphaneye donudstirdlmesine  gereksinim
duymaktadir, bu DNA'nin dizileme reaksiyonu i¢in ¢ogaltimasina ve
hareketsizliginin saglanmasina olanak tanir [127]. Bu nedenle iki farkli adaptor dizi
tim molekdllerin 5° ve 3" uglarina ligasyon ile eklenir. Kitiphane daha uzun primer
dizilerin kullaniimasiyla ¢ogaltilir (amplifiye edilir). Elde edilen gift zincirli kitGphane
sodium hidroksit kullanilarak tek zincirli hale getirilir ve akis hucresi boyunca

oldukga diusuk konsantrasyonda pompalanir. Akis hicresi yluzeyinde sabitlenmisg iki
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adet tek zincirli oligonukleotid populasyonu vardir ve bu oligonukleotidler
dizilenecek katiphanenin  ucglarindaki adaptér dizilerin  tamamlayicisidir.
Oligonukleotidler, tek zincirli kUtuphanelerle hibridize olurlar. Ters zincir sentezi
hibridize olan (¢ift zincirli) kisimdan baglayarak yeni zinciri olugturur. Eger yeni zincir
diger tarafa dogru egilir ve ikinci adaptérinin tamamlayicisi olan oligontkleotit
dizinine baglanirsa bu sekilde kargi DNA zinciri de sentezlenebilir. Bu islem, egilen
ve karsi zincir sentezi kdopru amplifikasyonu (bridge amplification) olarak adlandirilir
ve pek ¢cok kez tekrar edilerek kimeleri (cluster) olusturur, Boylelikle her bir akig

hicresinde orijinal dizinin birkag bin kopyasi birikir [127].

Rastgele dagilan bu kimeler, orijinal dizinin ileri ve geri primerlerle dizilenmis
kopyalarini igerir. Diziyi belirlemeden &nce, zincirlerden biri tamamlayici baz
eslesmesi tarafindan ya da sterik olarak reaksiyonun devam etmesini énlemek icin
uzaklastiriimalidir. Segici zincirin uzaklastiriimasi akis hicresi Uzerinde bulunan
oligonUkleotit  populasyonlarinin  baz  modifikasyonlarini  hedefler.  Zincir
uzaklastirilmasini takiben, akis kimesi Uzerindeki tek zincirli her bir kime, ayni
dizinin ayni yoéndeki kopyalarini icerir ve adaptorlerdeki dizileme primerlerinin
hibridizasyonu ile dizileri ¢ikarilabilir ve tersinir sonlandirici kimyasi baslar (Sekil
2.10).

2.11. Biyoinformatik Yontemler

Yeni nesil DNA dizileme sistemleriyle yuksek dogrulukta, olduk¢a hizli olarak
dizileme yapilabilmektedir. Bu yontemle elde edilen sonuglar arastirmacilara bagka
higcbir deneysel yontem ile saglanamayacak kadar zengin ve 0zgun bilgi
saglamaktadir. Fakat elde edilen bilginin depolanmasi, analizi ve
degerlendirmesinde halen buyudk guglikler vardir. Bu nedenle yeni nesil DNA
dizileme yonteminin basarisi blylk olgide kullanilan biyoinformatik araglarla
iliskilidir.
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A. Kiitiiphane Hazirlanmasi B. Kiime Amplifikasyonu

Nk DN A

l Fragmentasyan

1 Akig hilcresi
| ||
Adaptirler o e T
—_— Kapri
amplifikasyonu
l Ligasyon dangleri .I,
o — i
CCe—— | Iir
Kitiiphanenin ——
dizilenmes| Fe—— - 1
[ I — @ @ (9 'f_:
Kimeler
C. Dizileme D. Hizalama ve Veri Analizi
o o W
—
o L0, of :
UJ i (:s:] — ATGGCATTGCAATTTGACAT
e
E-I-EIE'TE' Okumalar GATGGGATTGCAA
anguleri GCATTGCAATTTGAC
ATGGCATTGCAATT

| AGATGGCATTGCAATTTG
Dijital garintd Referans  AcATGGTATTGCAATTTGACAT

Verilerden bir gkt 1 genom

dosyasiolugturulur o s

Clustar2 > Aead 2: TTEA..
Clustar3d = Read 3: CTAG. .
Clustar 4 = Read 4: ATAC. ..

Sekil 2.10. Tez calismasinda kullanilan illumina sisteminin ¢alisma prensibi

2.11.1. Verilerin islenmesi

Dizileri belirlenen DNA parcalarini etkin sekilde birlestirmenin tek yolu dizilerin
bilgisayarda birlestirilmesidir. Ancak, verilerin kalitesi ve miktari bu asamada
onemlidir. Birlestirme programlari buyuk veri setleri ile etkin sekilde calismayi
olanakli kilar ve buyuk tekrar bdlgeleri, gereksiz bdlgeler ya da duplike olmus
bdlgelerin varhdinda yanlis birlestirme yapmayi onler. Dizi birlestirmesini dogru
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sekilde tamamlamak igin buyudk veri setlerini bilgisayarda en kisa surede ve en az

bellek kullanarak yapabilen etkin algoritmalar gereklidir.

Bilgisayar kullanarak genomu birlestirmenin en zor taraflarindan biri, yanlis
birlestirmeye neden olabilecek tekrar eden DNA bdlgelerinin uzunlugunu
belirleyebilecek algoritmik yontemler geligtiriimesidir.  Tekrarlayan diziler, farkh
genom bolgelerinden koken alan ancak ayni tekrari paylagan diziler olabilir ve bu
durum birlestirme islemini karmasiklastirir. Parcalar ¢akisan dizilerin bulunmasiyla
bir araya getirilebilir ancak, tekrarlar bu esnada hatali sekilde bir araya getirilebilir.
Shotgun dizileme verilerinde tekrarlayan bolgeler genellikle, rastlantisal olarak
gerceklesmesi beklenenden daha fazla ¢akisan okuma igeren kimelerin

bulunmasiyla ortaya ¢ikarilir [128].

DNA dizilerinin  birlestiriimesinde izlenen vyol, geleneksel birlestirme
programlarinin ¢oguyla ayni olan ve cakisma-duzen-uzlasma (overlap-layout-
consensus) olarak bilinen yonteme dayanir. DNA dizilerini birlestirme igleminin

temel basamaklari su sekilde 6zetlenebilir:

o Diziler ve veri kalitesi kontrol edilir ve okumalar temizlenir.

e« Okumalar arasinda cakisanlar belirlenir. Yanhs cakismalar, duplike ve
kimerik okumalar ile kendisiyle eslesen okumalar (tekrar dizileri de dahil)
tanimlanir ve ilerleyen basamaklarda kullaniimamak tzere elenirler.

e Okumalar, bir kontig duzeni olusturmak tzere gruplandirilir.

e Okumalarin ¢oklu dizi hizalamalari yapilir ve bir uzlagsma (consensus)
dizisi her bir kontig duzeninden olusturulur (genellikle her bir bazin
hesaplanmig nitel degeri ile).

e Yanls birlestirme igin olasi bdlgeler kalite degerinin dogrulamasi yapilarak

kullanici tarafindan tekrar kontrol edilir.

Bir birlestirme islemi tamamlandiginda, 6zellikle veri kalitesinin disuk oldugu, dizi
iceriginde eksiklik olan ya da yanls birlestirme suphesinin duyuldugu bolgelerin

yeniden sinanmasina ihtiya¢ vardir. Yeniden sinama genellikle suphe duyulan
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bolge ya da bolgelerin belirlenmesinde kullanilan ve kullanici tarafindan
gerceklestirilen ayrintil bir suregtir. Bu zorlugun asilabilmesi i¢in yeni yollar
arastiriimaktadir [128]. Ayrica diziler arasinda kalan bosluklarin geleneksel

dizileme yontemi kullanilarak kapatiimasi mumkuanddr.

Genomu birlestirmeyi tamamlamak Uzere kullanilan araglara o6rnek olarak;
CONTIGuator [129], SIS [130], Consed [131] ve BACcardi [132] verilebilir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Dictyostelium discoideum Kiiltlirlerinin Hazirlanmasi

D.discoideum laboratuvarda kolaylikla kiltart yapilabilen bir model organizmadir.
D.discoideum, sivi besiyerinde g¢ogaltilabilir ancak genellikle nemi tutan zengin
(besleyici, nutrient) agar kullanilarak kultirt yapilir. D. discoideum’un temel
besini E.coli'dir ve bu besin hayat dongusunun tum evreleri i¢in uygundur.
Gelisimi icin en uygun sicaklik 22-24°C dir. Gelisimin herhangi bir doneminde

hlcreler toplanabilir ve yeniden hizlica geligtirilebilirler.

Laboratuvarda D. discoideum kultird yapilirken 1sik, nem, dusuk iyon
konsantrasyonu ve asidik pH gereksiniminin oldugu unutulmamahdir. Bu
parametrelerden herhangi biri gelisim hizini ve hayatta kalma basarisini

degistirebilir.

Bakteri ile beslenen D. discoideum hicrelerinin bélinme slresi yaklasik 4 saattir.
Laboratuvarda genellikle D. discoideum kultlGrinin bakteri olmaksizin (axenic)
yapilmasi arzulanir. Yabanil suglar bakteri ile beslenmeden gelisemezler. Ancak
yabanil bir sus olan NC4'den turetilmis akzenik suslarin (AX) herhangi bir canli
besin olmaksizin kultart yapilabilir. Canli besin kullanmadan kultira yapilan
suslar daha yavas gelisirler ve hucrelerin bolinme suresi sicakhga, kullanilan
besin ortamina ve secici ilaglarin varligina bagh olarak kabaca 8-12 saattir.
Akzenik suglar bakteri ile yapilan kulturlerden kolaylikla sentetik kulturlere

aktarilabilirler.

Bu tez calismasi kapsaminda yabanil sug NC4'den tlretilmis olan AX4 susu
kullanildi. Bu sugun segilmesinin en dnemli nedeni akzenik olmasinin yani sira,
genom dizisinin biliniyor olmasidir [101]. Besiyeri olarak zengin bir agar ortami
olan SM agar (10 g glukoz, 10 g pepton, 1 g maya o6zutd, 1 g MgS04, 1.9 g
KH,PO04, 0.6 g K;HPO,4 (pH=6.4), 15 g agar, 1 L H,0) kullanildi ve D. discoideum,
Klebsiella aerogenes ile beslendi. Kati besin ortamina bakteri (K.aerogenes) ile

beraber ekilen D.discoideum 48 saat 22°C de inkube edilerek kultaru yapildi.
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3.2. Mutasyon Biriktirme (MA) Soy Hatlarinin Olusturulmasi

MA deneyi D. discoideum’un akzenik bir susu olan AX4 un tek bir klonal izolati
olusturularak baslatildi. Bu izolat, tez ¢alismasi kapsamindaki tum soy hatlarinin
olusturulmasinda atasal soy olarak kullanildi. MA soy hatlarini elde etmek igin,
atasal soy uzerinde Klebsiella aerogenes ekili olan bir kati ortama (SM agar)
ekildi ve bakteri tzerinden beslenip olusturdugu plaklar (koloniler, plaque) tek

tek secilerek yeni kati ortama aktarildi.

Tez calismasinda atasal soy (AX4) kullanilarak 100 MA soy hatti olusturuldu.
Tdm MA soy hatlari, SM agar ortami ve besin kaynagi olarak K. aerogenes
kullanilarak 22°C"de uretildi. Her bir MA soy hatti, yeni bir ortama aktarildiktan 48
saat sonra olusturdugu kolonilerden biri rasgele segcilerek, yeni bir ortama
aktarildi (Populasyon darbogazi, single cell bottlenecks). Bu islem tez ¢alismasi
icin hedeflenen 3000. nesil elde edilinceye dek yaklasik 210 kez tekrar edildi
(Sekil 3.1). Her 10 transferin ardindan kulturlerde spor olusumuna izin verildi ve
toplanan sporlar %10 DMSO iceren SM sivi besiyerine (10 g glukoz, 10 g
pepton, 1 g maya 0zitld, 1 g MgS04, 1.9 g KH,P04, 0.6 g K;HPO,4 (pH=6.4), 1 L
H»0) alindi ve dondurularak -80°C’de saklandi.

Her plaktan rasgele secilen tek bir koloni, yeni bir plaga transfer edildi. Bu
islem 3000.nci nesile ulagana kadar yaklagik 210 kez tekrar edildi.

AW g a "i i >>>§ ';\
Hedeflenen kusak
/dk i w ’ﬂ; a >>>f i ~& sayisina ulasan MA soy
hatlarindan rasgele
segilen koloniler DNA
//v w {“,‘ i ’w >>>W izolasyonu ve yeni nesil
w dizilemede kullanildi.
atasal
soy
W W ’W ’"W

Ayni atasal soydan olusturulmus 100 adet Mutasyon Biriktirme (MA) Soy Hatti

Sekil 3.1. Kullanilan MA deney sistemi.
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D. discoideum'un laboratuvarda yaratilan kultir kosullarinda nesil suresini
hesaplamak amaciyla, MA deneylerinin surduruldigl her ay boyunca, 5 adet
koloni rasgele secilerek, 1 ml PBS (80 g/L NaCl, 2g/L KCI, 144 g/L
NayHPO,4.2H,0, 2.4 g/L KH,PO,) iceren tiibe konuldu, seri sulandirma ile 10°'e
kadar seyreltildi ve olusturulan her bir seyreltmeden 100 ul alinarak SM agar
iceren petri kaplarina ekildi. SM plaklarinda olusan her bir koloni ilkin kolonideki
yasayan bir hucreyi temsil ettigi icin jenerasyon suresinin hesaplanmasinda
kullanildi. Ortalama jenerasyon suresi her ay elde edilen buitin &lgumlerin

ortalamasi alinarak hesaplandi.

3.3. DNA izolasyonu

210 tek koloni transferi sonucunda 3000'nci jenerasyona ulasan soy hatlarindan 22
tanesi rasgele secildi. Bu soy hatlarinin her birinden secilen bir koloni 5ml SM sivi
besiyeri+0,1mg/ml penisilin ve 0,05g/ml streptomisin iceren tlpte 24 saat 22°C’de
120 rpm hizinda ¢alkamali etlvde inkube edildi. 24 saat sonunda (logaritmik fazdan
duragan faza gegmekte olan hiicrelerden olusan) kultir 4°C’de 300 xg'de 3 dakika
santrifije edildi. Bakterilerin uzaklastiriimasi amaciyla hicre ¢okeltisi 2 kez soguk
fosfat tamponu (2.25 g KH,PO4 ve 0.67 g K;HPO4, 1 litre H20) ile yikandi ve 4°C de
300 xg'de 3 dakika santriflj edildi. Elde edilen hucrelerden Promega Wizard®
Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, Wisconsin, USA) kullanilarak

genomik DNA, ureticinin talimatlari dogrultusunda izole edildi:

1. Suspansiyon halinde bulunan hicreler ¢okturtllr ve hicre ¢okelegi Uzerine
600 pl Nuclei Lysis Solution ve 10 ul Proteinaz K (20mg/ml) konulur,
vortekslenerek iyice karistirihir ve 55°C de 1 saat inkube edilir.

2. Inkubasyon suresi sonunda oOrnekler 5 dakika oda sicaligina sogutulur.
Orneklere 3ul RNase Solution (5mg/ml) eklenir ve tiipler 5 kez alt-list
edilerek karistinllir. 37°C’de 15-30 dakika inktbe edilir.

3. Ornekler 5 dakika oda sicalijina sogutulur, 200ul Protein Precipitation
Solution eklenerek 20 saniye vorteks ile karistirilir. Ornekler buz Gzerinde 5
dakika inkube edilir.
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4. Proteinlerin ¢okturulmesi igin 13000 xg de 10 dakika santrifaje edilir.

5. DNA igeren ust faz yeni bir tube aktarilir ve Uzerine 600 ul isopropanol
eklenir. Tap alt Ust edilerek iyice karistirilir.

6. DNA'nin ¢oktirtlmesi igin 13000 xg'de 1 dakika santriftje edilir. Sivi kisim
uzaklastirihir.

7. DNA cokelegi Uzerine %70’lik etanol eklenir. Tap bir kag kez alt Gst edilir.
13000 xg de 1 dakika santrifije edilir ve alkol uzaklastirihr.

8. Pellet oda sicakhginda 15-20 dakika kurutulur.

9. DNA Uzerine 100 pl Tris-EDTA (pH=8) eklenir ve ¢ézunmesi igin gece boyu
4°C’de inkube edilir.

10. Elde edilen DNA 6rnekleri 2—8°C de saklanir.

3.3.1. DNA Orneklerinin Nitel ve Nicel Analizi

DNA izolasyonundan sonra Orneklerdeki DNA miktarlarinin oélgulip, saflhiginin
belirlenmesi icin NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific Inc.)
kullanildi. A260/280 ve A260/230 degderleri temel alinarak ornekler degerlendirildi.

Dizileme igleminin yapilacagi merkezin talimatlari dogrultusunda kutuphane
hazirlamadan 6énce, DNA o&rneklerinin miktari Qubit® 2.0 (Invitrogen Q32866)
Fluorometre kullanilarak belirlendi. Bu islemin amaci DNAy1 bir floresan boya ile
isaretleyerek DNA miktarinin ortamda bulunan diger molekuillerden bagimsiz olarak

en dogru seklide tespit edilmesidir.

Tam ornekler %1’lik agaroz jel kullanilarak kontrol edildi. 2 pl genomik DNA 6rnegi
ve 10ul 6x Sybr green | (invitrogen S7563) iceren yiikleme tamponu ile karigtirilarak

jele yuklendi. Jelin géuntilenmesi icin UVP GelDoc-It Imaging System kullanildi.

48



3.4. Yeni Nesil DNA Dizileme

Tez calismasinda, tum genom dizilemesinin yapilmasi igin; lllumina HiSeq
platform 2500 sistemi kullanildi. Yéntemin dogru sekilde islemesini saglamak icin
firmanin 6énerdigi protokol uygulandi ve DNA’nin yliksek hiz ve yliksek dogrulukta

dizilenmesi amaclandi.

3.4.1. Yeni Nesil Dizileme i¢in Genomik DNA Kiitiiphanesi Hazirlanmasi
Genomik DNA Kiutluphanesinin hazirlanmasi 4 adimda gergeklestiriimektedir
(Sekil 3.2):
e Genomik DNA'nin Transpozaz enzimi kullanilarak kiguk pargalara
ayriimasi
e DNA parcalarina adaptérler ve dizinler (index) eklenmesi
e Polimeraz zincir reaksiyonu ile DNA parcalarinin gcogaltilmasi

e DNA parcalarinin baytkltklerine gore secilmesi ve 6rnedin temizlenmesi

3.4.1.1. Fragmentasyon
Qubit® 2.0 Fluorometre sonuglarina gore tim ornekler DNA konsantrasyonlari
2,5ng/ pl olacak sekilde seyreltildi. Kitiphane hazirlama igleminin ilk basamagi
olan DNA orneklerinin transpozaz enzimi kullanilarak kiguk pargalara ayriimasi
icin asagida verilen sekilde bir karisim hazirlandi ve iyice karistirildi:

e 1 pl genomik DNA 6rnegi (2,5ng/pl)

e Nextera ® 1,25 yl Tagment DNA tamponu

e 0,25 pl Tagment DNA enzimi (Illumina Nextera FC-121-1031)

Hazirlanan karisim oda sicakliginda, 300 xg de 1 dakika santrifije edildi. Daha

sonra 55°C’de 5 dakika inklibe edildi ve 2. basamaga kadar 4°C’de muhafaza
edildi.
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Dizilemeye hazir DMNA fragmenti

Sekil 3.2. Yeni nesil dizileme igin genomik DNA kuttuphanesi hazirlanmasi.

3.4.1.2. DNA Pargalarina Dizinler Eklenmesi
Klatiphane hazirlamanin ikinci basamaginda, dizileme ve kime olusturmak igin
gerekli olan dizin 1 (indexl, i7) ve dizin 2 (index2, i5) ile adaptor diziler

fragmentlerine eklenmelidir. ~

Birinci basamakta elde edilen DNA fragmentleri dogrudan kullanilarak asagida
verilen sekilde karisim hazirlandi (Kapa biosystems KM2605) ve iyice karisitirildi:
e 3,5 pl 2x KAPA HiFi HotStart Ready master mix
e 0,5uldizin1
e 0,5uldizin2

* Adaptérler kullanilacak NGS platfromuna 6zgil oligoniikleotit dizileridir ve dizileme islemi igin
gereklidirler. Yeni nesil dizileme ydntemi, ¢cok sayida drnegin paralel olarak dizilenmesine olanak
tanir. Bu nedenle érneklerin birbirlerine karismasini énlemek amaciyla dizin (index) adi verilen

kisa oligonukleotit dizileri DNA dizilerinin iki ucuna eklenerek barkod goérevi yaparlar.
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Hazirlanan karisim oda sicakliginda 300 xg de 1 dakika santrifuje edildi.

Dizinlerin DNA fragmentlerine eklenmesi icin Isi donguleyici ile asagidaki

program uygulandi:

72°C 3dk
98°C 2 dk 45 sn
98°C 15sn
62°C 30sn 9 dongu
72°C 1dk 30 sn
4°C -

Bu islemde en onemli nokta, her ornek igin dizinlerin (i5 ve i7) farkh
kombinasyonlarda uygulanmasidir. Tez galismasinda kullanilan kit igeriginde 12
adet dizin 1 (i701-712), 8 adet dizin 2 (i501-508) mevcuttur (lllumina Nextera FC-
121-1012). Calisma kapsaminda her érnek i¢in kullanilan dizinler Cizelge 3.1 de

gorulmektedir.

3.4.1.3. Amplifikasyon
ikinci basamakta elde edilen DNA fragmentleri dogrudan kullanilarak asagida
verilen karisim hazirlandi (Kapa biosystems KM2605) ve iyice karisitirildi:

o 8 pl 2x KAPA HiFi HotStart Ready master mix

e 0,5ulprimerl

e 0,5yl primer 2

Bu asamada kullanilan primerlerin dizileri Cizelge 3.2'de go6rulmektedir.

Hazirlanan karigim oda sicakliginda 300 xg de 1 dakika santrifije edildi.

Fragmentlerin gogaltiimasi i¢in 1s1 donguleyici ile asagidaki program uygulandi:
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95°C 5dk

98°C 20 sn

62°C 20sn 4 dongu
72°C 30 sn

72°C 2dk

4°C -

3.4.1.4. DNA Parcgalarinin Segilmesi ve Temizlenmesi

Polimeraz  zincir reaksiyonunun tamamlanmasinin  ardindan hazirlanan
kUtuphaneler buyukluklerine gore secilmelidir. Bu amacgla,

1. Ornekler Uzerine 17 pl Agencourt® AMPure® XP (Beckman Coulter) magnetik
boncuklar eklenir ve iyice karistirilir.

2. Oda sicakliginda 5 dakika inktbe edilir.

3. Daha sonra 6rnekler bir magnetik destege (Life Technologies, 123-31D) alinir ve
magnetik boncuklarin DNA'ya baglanarak ¢okmesi igin 1 dakika oda sicakliginda
inkiibe edilir.

4. Inkibasyondan sonra sivi kisim uzaklastirilir.

5. DNA ¢Okelegdi tUzerine 200 pl %70’lik etanol eklenir ve 30 saniye beklenip alkol
uzaklastiriir.

6. Alkolin tamamen uzaklastiriimasi icin 5 dakika oda sicaliginda inkube edilir.
7.Cokelek tzerine 30 pl 10 mM Tris tamponu (pH=8) eklenerek DNA nin ¢ézinmesi
saglanir.

8. Ornekler tekrar magnetik destege alinir ve oda sicakliginda 1 dakika inkibe
edilir.

9. Magnetik boncuklarin DNA dan ayrilarak ¢okmesi saglanir. DNA'lar temiz tiplere

aktarilir.
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Cizelge 3.1. Katiphane hazirlanirken kullanilan dizinler

Ornek  Dizin1(i7)  Dizin 2 (i5)
D1 TAAGGCGA TAGATCGC
D2 TAAGGCGA CTCTCTAT
D3 TAAGGCGA TATCCTCT
D4 TAAGGCGA AGAGTAGA
D5 TAAGGCGA GTAAGGAG
D6 TAAGGCGA ACTGCATA
D7 TAAGGCGA AAGGAGTA
D8 TAAGGCGA CTAAGCCT
D9 CGTACTAG TAGATCGC
D10 CGTACTAG CTCTCTAT
D11 CGTACTAG TATCCTCT
D12 CGTACTAG AGAGTAGA
D13 CGTACTAG GTAAGGAG
D14 CGTACTAG ACTGCATA
D15 CGTACTAG AAGGAGTA
D17 AGGCAGAA TAGATCGC
D18 AGGCAGAA CTCTCTAT
D19 AGGCAGAA TATCCTCT
D20 AGGCAGAA AGAGTAGA
D21 AGGCAGAA GTAAGGAG
D22 AGGCAGAA ACTGCATA

Cizelge 3.2. Kutuphane hazirlanirken kullanilan primerler

Primer 1 (5°-3")

AATGATACGGCGACCACCGA

Primer 2 (5°-3")

CAAGCAGAAGACGGCATACGA
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3.4.2. Genomik DNA kiutuphanelerinin Nicelik ve Niteliklerinin Kontrol
Edilmesi

Hazirlanan kutuphanelerin hepsi ya da birkaginin nitel ve nicel kontrollerinin
yapilmasi Onerilmektedir. Asagida belirtilen sekilde kontroli tamamlanan
kutiphaneler DNA dizilemesinin yapilacagl laboratuvara gonderilinceye kadar
dondurularak -20°C de saklandi.

Hazirlanan katuphanelerin  nicel olarak degerlendiriimesi Qubit fluorometer
kullanilarak yapildi. Florometrik 6lgimuU takiben, kitlphanelerin nitel kontrollerinin
yapilmasi amaciyla rasgele secilen 7 érnege ait genomik DNA kUtliphaneleri Agilent
High Sensitivity DNA Kit ve Agilent Technologies 2200 Tape Station kullanilarak
kontrol edildi. Ornekler 2 ul kitiphane (izerine 2 ul Agilent High Sensivity D1000
Sample buffer (Agilent Technologies 5190-6504) konularak hazirlandi. Agilent

Technologies screen tape ve érnekler cihaza yerlestirildi ve program baslatildi.

3.4.3. Dizileme

Tez calismasi kapsaminda, genomik DNA kuatuphanelerinin  hazirlanmasinin
ardindan, yeni nesil dizileme igin lllumina HiSeq platform 2500 cihazina yuklenmesi
ve dizilerin elde edilmesi University of New Hampshire Hubbard Center for
Genomic Studies (New Hampshire Universitesi Hubbard Genom Arastirmalari
Merkezi) nde gergeklestirilmistir.

3.5. Biyoinformatik Analiz
3.5.1. Mutasyonlarin Tanimlanmasi ve Uzlagma Yaklagimi

Yeni nesil DNA dizileme yontemi yuksek dogrulukta ve oldukga hizli dizileme
yapabilmeyi olanakh kilmasinin yaninda, elde edilen verinin dizenlenmesi ve dogru
sekilde islenebilmesi icin uygun algoritmalar ve yaklasimlar gereklidir. Bosluklar,
dusuk kapsama (coverage) degerine sahip bolgeler ya da tekraralayan uzun DNA
bdlgeleri nedeniyle verilerin birlestiriimesi oldukga karmagiktir.
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Tez calismasinda Dictyostelium discoideum mutasyon biriktirme soy hatlarindan
elde edilen genom dizilerinin her biri Dictyostelium discoideum referans genomuna
(GenBank erisim numaralari NC_007087-NC_007092) [120], Burrows-Wheeler
Aligner (BWA) [133] ve Novoalign [134] yazilimlari kullanilarak haritalandi. izlenen
yontem, Sung ve arkadaslarinin ¢alismasindan degistirilerek alindi [9]. Tek nikleotit
mutasyonlarini tanimlamak i¢cin SAM alignment (hizalama) dosyalari her bir
hizalayici yazihm (bwa ve novoalign) icin olusturuldu ve ilk olarak mpileup dosya
bicimi samtools kullanilarak donusarualdd [135].Mutasyonlarin belirlenmesinde
uzlasma yonteminden yararlanildi. Uzlasma ydntemine basvurulmasinin temel
nedeni, Dictyostelium discoideum genomunda uzun tekrar dizilerinin oldukga fazla
bulunmasi ve genomun bazi bdlgelerinde istenilen kapsama (coverage) degerinin
elde edilememis olmasidir. DUguk kapsama degerine sahip bodlgelerde, ilgili
nukleotit pozisyonuna ait bilgi her érnekten saglanamadigi i¢in, uzlasma yaklasimi

kullanilarak mutasyonlarin en dogru sekilde tanimlanmasi hedeflendi (Sekil 3.3).

Cok sayida genom kopyasi

¥

Yiksek kapsama degerine s@bdlgeler Diiglik kapsama

Okumalar

dederine sahip
bélgeler

Uzlagl (konsensiis) dizisi

Sekil 3.3. Duslk ve yuksek kapsama deg@erlerinin sematik olarak gosterilmesi

Uzlagsma yonteminde, bir ornekteki her nukleotit pozisyonu igin bazlar tanimlanir,
bu asamada her pozisyon icin ileri (forward) ve geri (reverse) okumalarin
hizalamalari perl kodlari kullanilarak yapildi. Bu yaklagimda, hizalanmis en az lg

ileri ve U¢ geri okuma ile okumalarin en az %80 inde ilgili pozisyondaki
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nukleotidin ayni olmasi gereklidir. Daha sonra, mutasyonlari belirlemek igin Ug
basamakli bir igslem kullanildi. Bu iglemin ilk basamagina gore, bir érnege ait
bahsedilen sekilde hizalanan dizide eg@er ilgili pozisyonda farkli bir baz varsa bu
bir varsayilan mutasyon (putation) adayi olarak kabul edilir. Yontemin ikinci
basamagi, eder yeterli bilgi varsa kaynak genom ve tum diger érneklerden elde
edilen veriler kullanilarak bir atasal uzlasma dizisi olusturulmasidir. Bu uzlasma
dizisinde bulunan her nukleotit, olusturuldugu orneklere ait okumalarin en az
%80’inde ayni nukleotit olmaldir. Bu esik noktasinin uygulanmasiyla, analiz
edilen dizi buydkliaga en ylksek seviyeye gelirken ayni zamanda yanlis pozitiflik
orani (gercekte mutasyon olmayan dizileme hatalar) da en alt dizeyde tutulur.
Eger bir drnekte, herhangi bir noktada, diger érneklerden olusturulmus uzlagsma
dizisinden farkl bir baz varsa, bu bazin bir varsayilan mutasyon olabilmesi igin
diger 6rneklerden en az ikisiyle karsilastirmaya yetecek kadar okuma olmalidir
(Sekil 3.4).

Son basamakta ise, bir érnekte bulunan ve uzlagsma dizisiyle karsilastirilarak
mutasyon adayir olarak tanimlanan bolgeler, referans genom dizisiyle
karsilastirildi ve eger farkliysa varsayilan mutasyon olarak tanimlandi. Varsayilan
baz degisimi mutasyonlari, iki hizalayici (bwa ve novoalign) yontem tarafindan
bagimsiz olarak mutasyon olarak tanimlandiysa mutasyon olarak kabul edildi. Bu
sinirlamalar analizi herhangi bir bolge icin asgari ¢ 6rnekle sinirlamis olmasina
ragmen, tim ornekler igin genomun ortalama analiz edilen dizi boyutunu arttirdigi

onceki calismalarda belirtilmigtir [9,31].
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Ornekler Kapsama degerleri Sonuglar
Kromozom | Pozisyon | Referans | Uzlasi dizisi | 1 2 3 1 2 3 1 2 3 ’

degisiklik yok
2 1 A A AlA [A |15 |18 1 ’ ’ . . kapsama degeri diisiik
2 2 A A T|Aa|Aa|24 [25 ] 15 * ¢ O * ,

mutasyon
2 3 A A T|A |A 1 25 10

. ’ . + paylasilan monomorfizm

2 4 A A T(alals (8|1 |4 @ @
2 5 A T T|T A |25 [25 | 10 [ + (]

Sekil 3.4. Uzlagsma yaklagimi

Uzlasma yaklasimiyla belirlenen mutasyonlar daha énce yayinlanmis pek ¢ok
calismada geleneksel Sanger dizileme yontemiyle kontrol edilmis ve

dogrulanmistir [8,9,18].
3.5.2. insersiyon ve Delesyonlarin Belirlenmesi

insersiyon-delesyon (indel) mutasyonlarinin tanimlanmasinda, bosluklar ve
tekrar elementlerinin dogasindan kaynaklanan zorluklar nedeniyle, hizalamada
gercek indel olmasi durumunda bile, karar vermeyi guglestirebilir. Bu nedenle,
varsayilan indeller ilk olarak bwa ve novoalign beraber kullanilarak elde edildi.
Kriter olarak tim bolgeler igin en az Ug ileri ve Ug¢ geri okumanin indeli kapsamasi
ve bu okumalarin en az %30 unun tam olarak ayni indeli (buyuklik ve motif
olarak) tanimlamasi uygulandi. Daha sonra, hizalamadan elde edilen varsayilan
indeller, pater-growth algoritmasi PINDEL e yonlendirildi. Daha buyuk indeller
paired-end bilgisi kullanilarak tanimlandi [136]. Bir varsayilan indelin gercek indel
olarak kabul edilmesi igin, her iki hizalama algoritmasi (bwa ve novoalign) ve
PINDEL tarafindan bagimsiz olarak belirlenmesi gereklidir. Ayrica, varsayilan
indelin bulundugu bdlgenin her iki tarafindan en az 25 baz tam kapsayan
okumalarin en az %50 sinde tanimlanmalidir. indel sadece bwa ve novoalign
tarafindan tanimlandiysa, iyi kapsamaya sahip okumalarin en az %80’inde
tanimlanmis olmalidir. Daha buyuk indeller PINDEL trafindan daha kat filtreler

uygulanarak belirlenebilir.
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Baz degisimi mutasyonlarindan farkh olarak, okumalarin g¢ogu bir indel
mutasyonu kapsamakta ve mutasyonu tanimlamakta basarisiz olabilir. Bu,
mutasyonun her iki tarafindan yeterli kapsama olmamasi ve kimi zaman da
referans genoma baglanamamasindan kaynaklanabilir. Bu durum o6zellikle basit
dizi tekrarlarinda (SSR) meydana gelir. Bundan dolayi, baslangigta varsayilan
indellerin izole edilmesinde daha yumusak filtrelerin uygulanmasi tim olasi
indellerin tanimlanmasini esgitler. Sadece iyi kapsamaya sahip okumalara
odaklanilmasi ve PINDEL uygulanmasiyla, sadece c¢ok sayida algoritma
tarafindan desteklenen yiksek uyusmaya sahip indeller korunurken vyanlis

pozitiflik yiksek olsa da filtrelenebilir.
3.5.3. Paylagilan Monomorfizmlerin Belirlenmesi

Kaynak genomda bulunmayan bazi degisikler analize katilan tum o6rneklerde
mevcutsa (tam olarak ayni sekilde) bunlar paylagilan ya da ortak monomorfizmler
olarak dusunulebilir. Bu degisiklik, kaynak genom dizilemesinin gerceklestigi
susta olmayan ancak bu tez projesine baslamadan (MA soy hatlar
olusturuimadan) once atasal soy hattinda olusmus degisikliklerdir. Ortak
monomorfizmler dogal secilim etkisi altinda gerceklesen polimorfizmlerin
spektrumunu yansitir. Bu degisikliklerden elde edilen veriler
transition/transversion (Ts/Tv) oraninin hesaplanmasinda ve MA deney

sisteminde secilimin etkisinin degerlendiriimesi amaciyla kullanildi.

3.5.4. Mutasyon Hizinin Hesaplanmasi

Her ornek (soy hatti) icin yeni nesil dizilemeyle ortaya cikarilan ve cgesitli
biyoinformatik araclar kullanilarak tanimlanan baz degisimi ve indel mutasyon
hizlari asagidaki esitlik kullanilarak dogrudan hesaplandi:

Bu esitlikte y mutasyon hizini, m gézlenen mutasyon sayisini, n galismada analiz

edilen dizinin bayuklugu ve T ise ilgili 6rnegin MA calismasi sirasinda ulastigi
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kusak sayisini belirtir. Her 6rnek igin hesaplanan mutasyon hizinin standart

hatasi esitligi ile hesaplandi [18], [89] :

SE =

nxT

Toplam standart hata, tim ornekler i¢in hesaplanan mutasyon hizlarinin standart
sapmasi (s) olarak analiz edilen soy hatti sayisinin (N) karekdkine bdltinerek
hesaplandi [89] :

SE =

=18
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“You can't even begin to understand biology, you can't
understand 1ife,

unless you understand what it's all there for, how it arose
- and that means evolution.”

Richard Dawkins

4. SONUGLAR ve TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. Kusak Siiresinin Hesaplanmasi

MA deneylerinin slrdurtldiglu her ay boyunca, rasgele segilen 5 koloni, D.
discoideum’un laboratuvarda yaratilan kiltir kosullarinda kusak suresinin
hesaplanmasi ic¢in kullanildi. Ortalama jenerasyon siresi her ay elde edilen bitin
Olcimlerin ortalamasi alinarak hesaplandi. Ortalama kusak suresi 8 kusak/gun

olarak belirlendi, elde edilen sonug literaturle uyumludur [11,136,137] .
4.1.2. DNA Orneklerinin Nitelik ve Niceliklerinin Degerlendirilmesi

Yeni nesil DNA dizilemesi icin temiz ve parcalanmamis DNA elde edilmesi
oldukga 6nemlidir. Bu nedenle izolasyon sirasinda DNA'nin degrade olup

olmadigini kontrol etmek icin agaroz jel (%1) elektroforezi kullanildi (Sekil 4.1).

123.4567 8 91011 1213 14 15 1617 18 19 20 21 22

-t o —

Sekil 4.1. Izole edilen DNA'larin agaroz jelde goruntilenmesi (6rnekler numara

sirasiyla jele yuklenmistir).
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NanoDrop ND- 1000 Spectrophotometer kullanilarak, izole edilen DNAlarin miktari
ve safligi kontrol edildi. Dizileme isleminin yapilacagi merkezin talimatlar
dogrultusunda katiphane hazirlamadan 6nce, DNA o&rneklerinin miktari ayrica
Qubit® 2.0 Fluorometre kullanilarak da belirlendi. Her iki 6lgimden elde edilen

sonuglar Cizelge 4.1 de verildi.

Cizelge 4.1. Genomik DNA o6rneklerine ait dlgumler

Qubit
Nanodrop sonuglari sonuglari

Ornek (ng/pl) 260/280 260/230 (ng/pl)
D1 237,16 2,09 1,87 50,0
D2 147,61 2,09 1,69 23,4
D3 341,17 2,03 1,82 36,1
D4 67,5 2,16 1,89 8,4
D5 112,2 2,13 1,78 27,2
D6 58,29 2,12 1,72 11,9
D7 82,79 2,15 1,92 11,2
D8 143,58 2,17 1,94 29,2
D9 87,73 2,15 1,90 28,5
D10 143,71 2,09 1,76 29,0
D11 49,67 2,17 1,48 7,3
D12 145,13 2,10 1,77 20,3
D13 72,45 2,19 2,00 20,9
D14 129,87 2,18 1,88 20,1
D15 73,85 2,14 1,83 7,4
D16 101,55 2,12 1,56 8,6
D17 242,22 2,09 1,75 25,8
D18 44,35 2,17 2,02 4,9
D19 233,05 2,09 1,79 23,5
D20 187,73 2,08 1,61 22,8
D21 178,11 2,12 1,73 21,3
D22 207,54 2,05 1,85 26,9
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4.1.3. Dizileme Asamalarinda Elde Edilen Sonuglar
4.1.3.1. DNA Kiutuphanelerinin Nicel Olarak Degerlendirmesi

izole edilen DNA &rneklerinin konsantrasyonlarinin ve safiginin degerlendiriimesi
sonucunda tim orneklerin genomik kutiphanelerinin hazirlanmasina karar verildi.
Dizileme igleminin yapilacagi merkezin talimatlari dogrultusunda, hazirlanan
katiphanelerin miktarlari Qubit® 2.0 Fluorometre kullanilarak kontrol edildi. Elde
edilen sonuglar Cizelge 4.2 de verildi. Sonuglara gére 16 no’lu érnek (D16) dlgim
degerlerinin diginda kalmasi nedeniyle (miktari gok dusuk oldugu igin), ¢galismanin
ilerleyen basamaklarina dahil edilmedi.

Cizelge 4.2. DNA kitiphanelerinin konsantrasyonlari

Qubit
sonuglari
Ornek (ng/ul)
D1 0.51
D2 0.29
D3 0.41
D4 0.15
D5 0.26
D6 0.33
D7 0.59
D8 0.11
D9 0.62
D10 0.71
D11 0.64
D12 0.51
D13 1.3
D14 1.3
D15 0.97
D17 0.52
D18 0.46
D19 0.9
D20 0.43
D21 0.71
D22 0.73
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Dizileme igleminin yapilacagi merkez, hazirlanan kuatuphanelerden hepsinin ya
da bazilarinin Agilent 2100 BioAnalyzer cihazi kullanilarak nitelik ve niceliklerinin
kontrol edilmesini 6nermektedir. Qubit fluorometer ile yapilan dlgimden elde
edilen sonuglara (konsantrasyon) gore rasgele segilen 7 6rnekte hazirlanan
kutiphanelerin fragman uzunluklari ve miktarlarinin degerlendiriimesi amaciyla
Agilent 2100 BioAnalyzer cihazi kullanildi. Cihazdan elde edilen jel goruntusu
Sekil 4.2°de ve DNA pargalarina ait veriler Cizelge 4.3 de verildi (Bu dlgime ait

detayh sonuglar EK-2"de verildi).

A [bp] AL A1 Bl C1 D1 El1 F1 G1
Li00 I S S — S S —
1000 —
w0 —
=0 —

400 —
b — .
200 — - .
100 —
= —
& -

Sample Intensity [FU]

S —

5
2
=]

2
]

2 g 2l g 3
g H g 8 g

Sekil 4.2. DNA kutuphanelerinin gorantilenmesi (A) ve D14 numarali 6rnegin

elektroferogram goéruntusu (B).
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Cizelge 4.3. DNA kuatuphanelerinin blyUkligu ve konsantrasyonlari (Parantez

icinde o6rneklerin gergcek numaralari gérilmektedir).

Ornek Konsantrasyon DNA Fragmentinin
[pg/pl] biiylikliigii (bg)
Ladder
(Belirteg) 2350
Al (D4) 81.2 213
B1 (D5) 78.3 185 ve 224
C1 (D7) 404 507
D1 (D8) 4.7 216
El (D14) 805 248
F1(D15) 694 525
G1 (D18) 291 32

Sonuglara goére katuphanesi hazirlanan 22 6rnekten, 21'inin tim genom
dizilemesinin yapilmasi igin University of New Hampshire Hubbard Center for
Genomic Studies (New Hampshire Universitesi Hubbard Genom Arastirmalari

Merkezi) ne gonderilmesine karar verildi.

4.1.3.2. Dizilemeden Elde Edilen Sonuglar

Soyhatlar ortalama 210 kez populasyon darbogazina sokularak yaklasik 3000
hidcre bdélinmesi boyunca mutasyon biriktirmeleri hedeflendi. DNA dizilemesine
gonderilen 21 ornekten 4°U kontaminasyon, diger 4'U ise kapsama (coverage)
degerleri ¢ok duslk olmasi (1x-10x) nedeniyle analizlere dahil edilmedi.
Analizlere dahil edilen 13 6rnede ait kapsama degerleri ise 15x ile 90x arasinda
degismektedir. DNA dizilemesi yapilan orneklerden ortalama 19,8 Mb okuma

elde edildi ve kaynak genomla karsilastirilarak hizalandi.

Mutasyonlar oldukg¢a nadir gergeklesen olaylar oldugundan, gergek mutasyonlari

tanimlamak -dizileme ve hizalama hatalarindan kaynaklanan arka plan

gurdltilerden ayirt etmek- igin tek dize ve kati yontemlerin izlenmesi gereklidir.
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Okuma kapsama degderinin yuksekligi her baz icin glveni arttirmasina ragmen,
verinin butindne bakildiginda bilginin dismesine neden olacaktir ¢unku
genomun daha kuguk bir yuzdesi kapsanacaktir. Genomu dizilenen tum 6rnekler
icin kapsama degeri ve genomun analiz edilebilen ylUzdesi Sekil 4.3'de grafik
Uzerinde gosterildi. Tekrarlayan ya da birbirine ¢ok benzer olan dizilerin neden
oldugu hizalama hatalarini azaltmak icin ortalama kapsama degerinden 3 kat
blyUuk kapsam degerine sahip olmayan bdlgeler analiz disi birakildi. Bahsedilen
sinirlamalar uygulandiktan sonra genomun yaklasik % 58.3'G4nun (19.8 Mb)

analiz edilebilecegi belirlendi.

Q0
80 80
70
&0 80
50

40 40

Kapsama Dedgeri

30

20 20

1IsapznA wouab 11j1qa|Ipe ZIjeuy

10

1 2 3 4 5 6 11 12 13 14 15 17 18 19 20 21 22

Sekil 4.3. Kapsama (coverage) degeri ve genomun analiz edilebilen ytzdesi

arasindaki iliskinin gosterilmesi

Kapsama degeri kriterinin uygulanmasindan sonra, tum 6rneklerde ayni bdlgeler
analize dahil edilemedi. Bu nedenle mutasyonlarin en dogru sekilde

tanimlanabilmesi i¢in uzlasma yaklasimindan yararlanildi.
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4.1.3.3. Dictyostelium discoideum’da Spontan Mutasyonlarin Hizi ve

Molekiiler Spektrumu

Tez caligmasinda genomu dizilenen 21 6rnek icin analizin kalitesini korumak
amaciyla kapsama degeri igin bir alt limit uygulanmasina karar verildi. Kapsama
degeri alt limiti 15X’e sahip olan 13 Ornekte tespit edilen mutasyonlar tekrar

kontrol edilerek paylasilan monomorfizmlerden ayirt edildi.

Analizleri tamamlanan 13 dérnekte belirlenen baz degisimi tipindeki 7 mutasyon
kullanilarak mutasyon hizi 0.89 (SE=0.41) x 10™** bélge/nesil olarak hesaplandi.
Mutasyonlarin her bir soy hattindaki dagihmlari Cizelge 4.4 de verildi.

Benzer genom buyuklugune sahip Okaryotlar dusunuldugunde elde edilen
mutasyon hizi beklenen degerden kuguktur ve hatta literatirle kiyaslandiginda
prokaryotlarda goézlenen dederden de kuguktir (Cizelge 2.1). Dictyostelium
discoideum’da hesaplanan mutasyon hizi ile genom buyukligu arasindaki iligki
Sekil 4.4’de gosterildi.

0
— 2
= 3
N € a A
T2 o - : .
8 © Eubacteria
82 = . Arhaea
5 3 Tek hiicreli dkaryotlar
S5 o * Bitkiler
=4 & * Omurgasizlar
= A Memeliler
z 4 * Dictyostelium
P
1 10 100 1000 10000

Genom Blyluklugl (Mb)

Sekil 4.4. Dictyostelium discoideum’da belirlenen mutasyon hizinin diger

canlilarla karsilastiriimasi.
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Belirlenen baz degisimi tipindeki mutasyonlarin 2’sinin transisyon, 5’inin ise
transversiyon tipinde oldugu belirlendi. Mutasyonel yatkinligin Adenin ve Timin

yonunde oldugu belirlendi (Cizelge 4.4).

Belirlenen mutasyonlarin Dictyostelium discoideum genomunda yerlegimleri ve
bu mutasyonlarin neden oldugu amino asit degisiklikleri degerlendirildi (Cizelge
4.5.) Bulunan 7 mutasyondan ikisinin kodlayan bdlgelerde, besinin ise intergenik
bolgelerde oldugu belirlendi. Beklenildigi Uzere mutasyonlarin ¢ogunlukla

kodlamayan bdlgelerde oldugu gorulda.

Kodlayan bolgelerde yer alan mutasyonlarin her ikisi de amino asit degisikligine
neden olmaktadir (Cizelge 4.5). D11 numarali Ornekte, kodlayici bodlgede
belirlenen mutasyon 3. kromozom Uzerinde yer almaktadir ve vyapilan
karsilastirmali analizlerin sonuglarina gére bu genin DNA polimeraz theta (POLe)
enzimini kodladigi tahmin edilmektedir [120]. DNA Polimeraz theta, DNA
polymeraz alpha sUper ailesinin bir Uyesidir ve translezyon sentezine katilarak
DNA onariminda rol oynamaktadir. Belirlenen mutasyon, kodonun glisin amino
asidi yerine alanin amino asidini kodlamasina neden olmaktadir. Her iki amino
asit de hucre iginde nonpolar 6zellikte davranirlar. Ancak, glisin amino asidi,
sahip oldugu kuglk yan grubu ile amino asitler arasinda ayricakhdir (sadece
Hidrojen) ve proteinlerin 6zgul U¢ boyutlu yapilarinin kurulmasinda éneme
sahiptir. Mutasyon sonucu glisinin yerine diziye dahil olan alanin amino asidinin
ise yan grubu bir metil grubudur (-CHj3). Belirlenen mutasyonun gen Gzerinde yer
aldig1 bolge ve ilgili amino asitlerin 6zelliklleri dusunulduginde, gerceklesen bu
mutasyonun proteinin katlanmasinda dramatik bir etkiye neden olmasi

beklenmemektedir.

D20 numarali drnekte belirlenen mutasyon ise 1. Kromozomda yer alan ve
yapilan kargilastirmali analizlere gore DNA2/NAM7 helikaz ailesinden bir proteini
kodladigi tahmin edilen bir geni etkilemektedir [120]. Dolayisiyla bu mutasyonun

DNA replikasyonu, rekombinasyonu ve onarimi ile ilgili sonuglarinin olacagi
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Onerilebilir. Belirlenen mutasyon, kodonun asparajin amino asidi yerine serin
amino asidini kodlamasina neden olmaktadir. Her iki amino asit de polar yan
gruplara sahiptir. Serin amino asidi hidroksil grubu iceren yan zinciriyle kolaylikla
bag yapabilir. Ancak yine de, her iki amino asidin benzer 6zelliklere sahip olmasi
ve mutasyonun gercgeklestigi bdlge nedeniyle bu mutasyonun, proteinin
yapisinda radikal bir degisiklige yol ag¢mayacagl ve protein iglevini

etkilemeyebilecegi dusunulebilir.
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Cizelge 4.4. Dictyostelium discoideum’da belirlenen mutasyonlara ait bilgiler.

Mutasyon
Mutasyonlar Bélg;e Nesil h|Z|11
MA Soyhatti (x10°) sayls| (x 107
/boélge/nesil
Transisyonlar Transversiyonlar Ts/Tv
AT>GC GC>AT AT>TA GC>TA AT>CG GC>CG

D1 0 0 0 0 0 0 2.90 2784 0.00 -
D2 0 0 0 0 0 0 2.49 3024 0.00 -
D4 0 0 0 0 0 0 0.94 2976 0.00 -
D5 0 0 0 0 0 0 1.10 2880 0.00 -
D6 0 0 0 0 0 0 1.51 3024 0.00 -
D11 1 0 0 0 0 1 2.15 2912 3.20 1.00
D12 0 0 0 0 0 0 1.84 3088 0.00 -
D14 0 0 0 1 0 0 2.32 2928 1.47 0.00
D15 0 0 0 0 0 0 2.41 2784 0.00 -
D17 0 0 0 0 0 0 2.07 2656 0.00 -
D18 0 0 2 0 0 0 2.44 2672 3.07 0.00
D19 0 0 0 0 0 0 1.68 2704 0.00 -
D20 1 0 0 1 0 0 2.02 2624 3.78 1.00

Toplam 2 0 2 2 0 1 -- -- -- --

Ortalama 0.15 0.00 0.15 0.15 0.00 0.08 1.99 2850 0.89 0.4

Stﬁgtdaa” 0.10 000 015  0.10 0.00 0.08 0.16 43.44 0.41
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Cizelge 4.5. Dictystelium discoideum’da belirlenen mutasyonlarin genomda yerlesimi ve neden olduklari degisiklikler

MA Sothatti Klromozom: Mutasyon Yerlesim Kvo_d_or!v_ Amino_ A%'t Gen 'V'“t"?‘S_VO”
okasyon degisikligi Degisikligi tipi
D11 3:6112244 G>C Ekzon GGT>GCT Glisin>Alanin - nonsinonim
D11 A>G Intergenik
D14 C>A Intergenik
D18 A>T Intergenik
D18 T>A Intergenik
D20 1:1875399 T>C Ekzon AAT>AGT  Asparajin>Serin - nonsinonim
D20 G>T Intergenik
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Uygulanan filtrelemeler sonucu analizlere dahil edilen 13 érnekten sadece 4’lUnde
toplam 5 insersiyon ve 3 delesyon belirlendi ve insersiyon/delesyon olaylari igin
mutasyon hizi 0.89 (SE=0.48) x 10" olay/nesil olarak hesaplandi (Cizelge 4.6 ve
EK-3). Elde edilen sonuglar baz degisimi tipindeki mutasyonlarla uyumludur.

Cizelge 4.6. Dictyostelium discoideum’da belirlenen klglk insersiyon/delesyon

olaylari.
Bolge . Indel I-lqz'
MA Soy hatti (x 107) Nesil sayisi (x10™) .
Insersiyonlar  Delesyonlar /olay /nesil
D1 0 0 2.90 2784 0.00
D2 1 1 2.49 3024 2.65
D4 0 0 0.94 2976 0.00
D5 0 0 1.10 2880 0.00
D6 0 0 1.51 3024 0.00
D11 0 1 2.15 2912 1.60
D12 0 0 1.84 3088 0.00
D14 3 1 2.32 2928 5.89
D15 1 0 2.41 2784 1.49
D17 0 0 2.07 2656 0.00
D18 0 0 2.44 2672 0.00
D19 0 0 1.68 2704 0.00
D20 0 0 2.02 2624 0.00
Toplam 5 3 -- -- --
Ortalama 0.38 0.23 1.99 2850 0.89
St:’;‘::rt 0.22 0.11 0.16 43.44 0.48
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4.2. Tartigma

Mutasyon biriktirme deney sistemi ile tUm genom dizileme tekniklerinin beraber
yuratuldugu diger projelerden elde edilen sonuglar gostermektedir ki DNA'ya
sahip mikroorganizmalar igin belirlenen mutasyon hizi (mutasyon/nesil) ékaryotik
ve prokaryotik mikro organizmalar arasinda kabaca birbirine benzerdir (yaklagik
0.003). Mutasyonlarin bu istikrarli seviyesinden uzaklasma sadece ¢ok hucreli
organizmalar ve kuguk genoma sahip RNA virUslerinde gorulir. Yuksek
mutasyon hizinin goéruldigu ¢ok hucreli canhlar, nispeten daha kuguk efektif
populasyon buyukligu ya da daha uzun nesil suresine sahip olmalari nedeniyle
somatik DNA'nin devamhligini korumanin bedelini 6demelidirler. Buylk
genomlara sahip 6karyotik canlilar ise prokaryotlara benzer mutasyon hizlarina

(mutasyon/replikasyon) sahip olabilirler.

Bu calismada karmasik hayat dongusune sahip mikrobiyal bir 6karyot olan
D.discoideum genomunda spontan mutasyonlarin  hizinin  belirlenmesi
hedeflenmistir. Tim genom diizeyinde mutasyon hizi 0.89 x 10 olarak
hesaplanmigtir. Bu sonug ayni yontemin kullanildigi ve diger okaryotik canlilarin
model oldugu calismalarda hesaplanan hizdan daha dusuktir (EK-4).
Dictyostelium discoideum genom kompozisyonu diger Okaryotik canlilarla
karsilastinldiginda sahip oldugu genlerin sadece %69 unun intron icerdigi ve
ortalama intron buayuklidgunun, ortalama kodlayici bolge buyuklugunin %10 ndan
daha az oldugu gorulebilir (Cizelge 2.3). Genomun buyuk kisminin ifade ediliyor
olmasi mutasyon hizinin dusuk tutulmasi yonunde secilimsel bir baski
olusturabilir. Bugln sahip oldugumuz bilgiler 1si1ginda, benzer genom
Ozelliklerine sahip diger mikrobiyal 6karyotlarda da (Paramecium tetraurelia ve
C.reinhardtii) hesaplanan mutasyon hizi oldukga dusuktur [9], [89]. Efektif
populasyon buyukligu ve genomun kodlayici bolgeleri ile beraber ele alindiginda
D.discoideum da hesaplanan mutasyon hizi genetik surtiklenme engeli hipotezi

ile uyumludur.
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Bu calismadan elde edilen sonuglara gore, D. discoideum'da gerceklesen
spontan mutasyon olaylarinda transversiyonlar transisyonlardan daha fazla
gorulmektedir, bu oldukg¢a nadir gergeklesen bir durumdur. Literatlirde yer alan
bilgilere gore, genomun AT igeriginin etkisi olmaksizin, transisyon tipindeki
mutasyonlarin goértlme sikhdi transversiyonlardan fazladir [139]. Transisyon
yonundeki egilimin temel kaynagi olarak 5-mC’lerin timine donlsmesi
gosterilmektedir [140]. Ancak, D. discoideum genomunda bulunan sitozinlerin
sadece %0.2'sinin metillendigi bilinmektedir [104]. Bu bilgilere ek olarak, Keller
ve arkadaslari transisyon biyasinin evrensel olmadigini vurguladiklar
calismalarinda, C:G-T:A transisyonlarinin  analiz  disi  birakilmasiyla
transversiyonlar yonunde biyas meydana geldigini, bu durumda en sik gézlenen
transversiyon olayinin ise G:C-T:A (ikinci sirada ise A:T-T:A) oldugunu
gostermiglerdir [140]. Bu sonuglar, tez ¢alismasinda D.discoideum’da go6zlenen

transversiyon biyasi ile uyumludur.

Daha once ayni model organizmanin kullanildigi benzer bir caligmada Saxer ve
arkadaslan sadece iki 6rnedin (MA soy hattl)) tim genomunu dizilemis ve
mutasyon hizini oldukga diisiik (2.9x10™') olarak hesaplamislardir [11].
Sonuglart bu tez c¢alismasinin sonuglariyla uyumludur, ancak elde ettikleri
ortalama coverage degeri oldukga dusuktir (10X). Bu nedenle, kendilerinden
saglanan 20 MA soy hattina (1000.kusak) ait DNA &rneklerinin tim genomu
dizilenmis ve sadece biyoinformatik analizleri tarafimizdan yapilarak sonuclarin

karsilastiriimasi hedeflenmistir (Bu orneklere ait sonuglar EK-5’de verilmigtir).

Buguln pek cok laboratuvarda, bu tez galismasinda kullanilan yonteme benzer
metotlarla mutasyon hizi hesaplanmaktadir. Ancak oOzellikle mikrobiyal
Okaryotlarda hesaplanan mutasyon hizinin beklenenden ¢ok dusik ¢ikmasi ya
da bakterilerle gerceklestirilen deneylerde sonuglarin tekrar edilememesi yontemi
tartisilir hale getirmektedir. Uygulanan yontemin sinanmasi amaciyla, bu

calismadan elde edilen sonuglarin, ayni canlinin ayni yontemle kultarind yapan
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bir baska laboratuvardan edinilen sonuclarla karsilastiriimasi bakimindan bu tez

calismasi onem tasimaktadir.

Ancak her iki 6rnek grubunda, mutasyon hizinin bir mikrobiyal Okaryot igin
beklenen degerden oldukga dusuk olarak hesaplanmasi nedeniyle sonuclari
aciklamak icin iki temel soruya odaklanilabilir: 1) Calisma sirasinda izlenen
yontemde herhangi bir etken mutasyon hizinin gercek degerden daha az
hesaplanmasina neden olabilir mi? 2) D.discoideum’da mutasyon hizinin
beklenenden daha distk olmasinin nedenleri nedir ve bu nedenleri destekleyen

kanitlar var midir?

Yontemde gergeklesen bir biyas sonucu mutasyon hizinin eksik hesaplanmasi
birkag faktorden kaynaklanabilir. TUm deneyler laboratuvarda D.discoideum
gelisimi icin optimum kabul edilen kosullarda gerceklestiriimistir. Dolayisiyla
kiltarlerin devam ettirildigi 14 ay boyunca D.discoideum dogal habitatinda var
olan patojen bakteriler ya da ultraviyole (U.V.) isinlari ve toprakta bulunabilen
toksik bilesikler gibi DNA'ya zarar verme potansiyeline sahip herhangi bir
etkenle karsilasmamistir. D.discoideum’un dogal cgevresi olduk¢ga mutajenik
olabileceginden dogal habitatinda yasayan yabanil D.discoideum’da mutasyon

hizi bu etkenler nedeniyle daha yuksek olabilir.

Mutasyon hizinin beklenenden dusuk hesaplanmasina neden olabilecek bir diger
yontemsel biyas g¢apraz kontaminasyon olasiligidir. Bunun igin énlem alinmistir
ancak gosterilen tum hassasiyete kargin ilkin analizlerde bazi 6rneklerde ortak
oruntuler gézlenmistir. Bu nedenle 4 adet ornek analizlere dahil edilmemistir. Tez
calismasi kapsaminda deg@erlendirilen tim mutasyonlar soy hattina 6zgul olarak

tanimlanmigtir.

Yapilan analizlerde kullanilan filtrelemelerde kati kurallar uygulanmistir, bu
nedenle mutasyon hizinin eksik hesaplanmasi olasihgr vardir. Ancak tez

calismasinin biyoinformatik analizleri hususunda mutasyon hizinin evrimi
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hakkinda tecrtibe sahibi Prof.Dr. Michael Lynch ve Dr. Way Sung ile goérus
alisverislerinde bulunulmustur (Dr.Lynch ve ekibi tarafindan arasinda &karyot
canlhlarin da bulundugu pek ¢ok organizmanin mutasyon hizina ait hesaplamalar

yapilmistir ve halen yapiimaktadir).

Genomda, Ozellikle tekrar bdlgelerinde AT igeriginin olagandisi fazlaligi ile
beraber, benzerligi yuksek kisa dizilerin genomun birlestiriimesini zorlastirmasi
bir diger yontemsel biyas olabilir. Ancak bu durum pek cok canlinin genomu igin
gecerli bir sorundur. Bu dizilerin analiz disi1 birakilmasi ise hesaplamayi daha da
eksik yapmaya ve dolayisiyla bir bagka biyasa neden olacaktir. Ayrica
mutasyonlarin tekrar bolgelerinde ¢ok goruldugu gerge@i de bilinmektedir, bu
durumda mutasyon hizinin ayni yontemle hesaplandidi tum canlilar i¢in bu biyas

gecerlidir sonucuna varabiliriz.

Yontemden kaynaklanan biyaslar disinda D.discoideum’un kendi dogasi da
mutasyon hizinin beklenenden daha duslik olmasinin nedeni olabilir.
D.discoideum'un sosyal hayat dongusu mutasyon hizinin oldukga dusuk
olmasina katkida bulunabilir. D.discoideum’'un sahip oldugu genlerin
azimsanamayacak bir kismi (yaklasik %25) cok hucreli safhaya gecisle
alakaldir, tek hudcreli durumda hi¢c ifade edilmezler ancak spor kesesi
olusturulacagi zaman cokca ifade edilirler [141]. Tez c¢alismasi sirasinda
gerceklestiriien MA deneyi suresince hicreler hep vejetatif halde tutulmus ve ¢ok
hdcreli hale gegiglerine olanak taninmamistir. Ancak slre¢ boyunca ¢ok
hdcrelilige geciste fenotiplerin degistigi gozlenmigstir. Nesil sayisi arttikca
hdcrelerin bir kisminin spor kesesi olusumunu tamamlayamadigr gorulmustur.
Dolayisiyla bazi soy hatlarinda ¢ok hucrelilige geciste gorev yapan genlerde
zararlh mutasyonlarin biriktigi 6nerilebilir. Dolayisiyla bu genlerde biriken
mutasyonlar aslinda deney suresince vejetatif Uremeyi etkilemediklerinden

gozlemlenebilmistir.
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Unutulmamahdir ki, D.discoideum'un dogal ortaminda olgun spor kesesi
olusturana kadar ka¢ hucre bolunmesinin gerekli oldugunu ya da her bir hiucre
bolinmesinde kag mutasyon gergeklestigini hentz belirleyemiyoruz. Suphesiz
pek ¢ok parametre bu sayiyi etkilemektedir. Ancak, spor kesesinin 10-100 htcre
bolunmesi sonucunda olustugunu varsayarsak, bu durumda meydan getirilen her
¢ok hucreli nesil igin mutasyon hizi bizim hesapladigimizdan 10-100 kat fazla
olmalidir. Literaturde ¢ok hucreli 6karyotlarin tek hucreli 6karyotlara kiyasla her
bir hicre bélinmesinde daha az mutasyon gegirdiklerine dair kanitlar mevcuttur.
Hucrelerin ¢gogunda ifade edilmeyen cok hicrelilige ait karakterlerin devaminin

saglanmasi bunun nedeni olabilir.

Bahsedilenlere ek olarak, D.discoideum’un mutasyon hizinin gergekte de bu tez
calismasinda hesaplanan kadar dusuk olabilece@ini dusunebiliriz. Bu durumda
D.discoideum’un mutasyon hizini dusuk tutmak Uzere gelistirmis olabileceqi

stratejiler ve bu hipotezleri destekleyen kanitlar tartisiimahdir.

ilk olarak, genomda AT iceriginin yiksek olmasi mutasyon hizinin disik
olmasinin sebebi olarak dusunulebilir. Pek ¢ok canlida GC bdlgeleri AT
bdlgelerine kiyasla mutasyon olusumuna daha yatkindir. Sitozin metilasyonu ve
guaninin oksidatif hasara ve lezyonlar olusturmaya diger nukleotitlere kiyasla
daha yatkin olmasi mutasyonlarin GC bdlgelerinde daha sik gorulmesiyle
sonuglanir. Mutagenez mekanizmasinin ayrintili cahisildigi canlilarda, ozellikle
insan, maya ve E.coli'de en sik rastlanan lezyonlar depurinasyon, 7-metil guanin

ve 8-oxoguanin olusumudur [142].

ikinci olarak, mutasyonlarin cogu uyum basarisi lizerinde zararl etkilere sahip
olduklari icin dogal secilim, genellikle replikasyon hatalari olusumunun asgari
dizeyde tutulmasi (daha ylksek dogrulukta ¢calisan enzimler) ve DNA onariminin
etkinliginin en Ust dizeyde olmasini (gelistiriimis onarim enzimleri) saglamak
Uzere calisacaktir [37], [143]. D.discoideum Okaryotik organizmalar arasinda en

dusuk nukleotit gesitliliginin gozlendigi turlerden biridir. Genis bir cografi araliktan
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izole edilen (genetik agidan birbirine uzak) yabanil tip suslar arasinda bile ¢ok az
saylda mutasyon tanimlanabilmistir. Yapilan hesaplamalara gore genomda
yaklasik 27.000 SNP bulunur [137]. Varyasyonun bu kadar dusik olmasinin
sebebi acik degildir. Mutasyon hizinin dasuklugu, kuaglik Ne degeri ile
populasyonun dengede olmasi ya da son donemde gergeklesen bir populasyon

darbogazi olayi ile aciklanabilir.

Mutasyon hizini duguk tutmak uUzere replikasyon enzimlerinin dogrulugunun
arttirlmasi enzimlerin amino asit dizilimlerindeki modifikasyonlar araciligiyla
basarilabilir. DNA replikasyonunda dogrudan goérev alan alfa (a), delta (),
epsilon (¢) ve zeta (C) enzimlerini kapsayan DNA polimeraz Beta (B) ailesi
mutasyon hizi Uzerinde dogrudan etkiye sahiptir [144], [145]. DNA polimeraz
Beta (B) ailesi, replikasyonun baslatilmasi, kesintili ve kesintisiz zincirin sentezi
ve lezyonlardaki DNA'nin sentezi gibi islevlere sahiptirler [144], [146]. DNA’nIn
her iki zincirinin sentezine ek olarak, & ve € DNA polimerazlari yanls polimerize
olan nukleotitlerin diziden uzaklastiriimasini saglayan 3’ ekzonukleaz (hata
okuma) aktivitesine de sahiptir [147]. D.discoideum’da replikasyonun
dogrulugunun arttiriimasi yoluyla mutasyon hizinin disuk tutulabilecegi hipotezini
sinamak amaciyla BLAST programi kullanilarak replikasyonda dogrudan goérev
aldigr bilinen a, d, € ve ¢ enzimlerine ait amino asit dizileri diger Okaryotik
organizmalara ait dizilerle karsilastirildi. Enzimlerin sadece katalitik bolgelerine

ait karsilastirma sonugclari EK-6’de verildi.

Diger okaryotlarda olduk¢a korunmus olan DNA polimeraz a altbiriminin katalitik
bolgesinde threonin amino asidinin izolésine (T992l) ve ¢ altbiriminin 3’-5’
ekzonukleaz (hata okuma) altbiriminin substrat ile iliski kurdugu bdlgede
fenilalanin amino asidinin metiyonin (F364M) amino asidine donustugu belirlendi.
Her iki durumda da amino asitlerin farkli polaritelere sahip olmasi nedeniyle
protein katlanmasi ve dolayisiyla enzim iglevi etkilenebilir. Ayrica bahsi gegen
degisiklikler sadece Dictyostelium discoideum ve D. purpureum’da gézlenmeleri

nedeniyle soya 06zgul bir modifikasyon ihtimali de duastnulmelidir. Diger
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Okaryotlarda oldukga korunmus olan amino asit dizilerinin karsilastiriimasi
sonucunda Dictyostelium discoideum’da gozlenen bazi degigikliklerin enzimin
yapisina, katlanmasina ve islevine nasil etki ettiginin anlasilabilmesi igin
poteinlerin modelleri olusturuldu (EK-6). Amino asit dizilerinde saptanan
degisikliklerin  kimi zaman beklenen etkiyi yaratmayabilecedi (enzimin
dogrulugunu arttiramayabilir ya da daha dusUk mutasyon hizlarina neden
olmayabilir) unutulmamalidir. Ancak incelenen diger Okaryotik canlilarda

(Ciliate’lar hari¢) olduk¢a korunmus olan bu bdlgelerin degisimi kayda degerdir.

D.discoideum dogal yasam ortaminin oldukga mutajenik olmasi nedeniyle,
mutasyon hizi, genom buyukligu ve etkin populasyon buyukluguni dengede
tutabilmelidir. Bu dengeyi saglamak igin replikasyon dogrulugunun arttiriimasinin
yani sira D.discoideum’un gelistirebilecegi diger taktik etkin DNA onarim
sistemlerine sahip olmaktir. Yanlis eslesme onarim sistemi prokaryotlarda ve
Okaryotlarda replikasyonun dogrulugunu 50 ila 1000 kat arttirabilir [142]. MMR
sisteminin baglatiimasindan sorumlu olan MutS ve MutL proteinlerinin
okaryotlarda cok sayida homologu tanimlanmistir. Okaryotik tiirlerle yapilan
karsilagtirmali analiz sonucuna gore, D.discoideum’un da dahil oldugu mikrobiyal
Okaryotlar MutS ve MutL proteinlerinin Okaryotlarda tanimlanmig tim
homologlarina sahiptirler [148]. Etkin calisan bir MMR yolagi genomun
kararlihgina katkida bulunacaktir. McConnel [149], D.discoideum’un etkin DNA
onarim sisteminin toprakta yasamasi, ayni ortami paylastigi mikroorganizmalarin
salgiladigi DNA hasari olusturacak bilesiklerle temasta olmasi ve avci yasam
tarzinin sonucu olarak gelisen bir adaptasyon olabilecegdi 6ne surtlmektedir.
D.discoideum’da SSR bdlgelerinde mutasyon hizinin oldukga disuk olmasini,
replikasyon sirasinda SSR boélgelerinde gergeklesmesi muhtemel kayma olaylari

ile MMR sisteminin etkinligi arasindaki dengeyle aciklamigtir.
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Bu tez c¢alismasinda bir model organizma olan D.discoideum’da spontan
mutasyonlarin hizi ve genomda dagilimi belirlenerek sonuglari degerlendirilmistir.
Elde edilen sonuglara gore, D. discoideum’da gézlenen mutasyon hizinin Drake
kuralina uymadigi belirlenmistir. D.discoideum ve Drake kuralina uymayan diger
mikrobiyal okaryotlarin uyum basarisini etkileyecek olmasina kargin, mutasyon
hizini oldukga dugsuk tutmak uUzere evrimlestiklerinin nedeni acik dedgildir.
Gelecekte bu tip calismalardan elde edilen verilerin artmasiyla, mutasyon hizinin
limitlerini stUphesiz daha iyi sekilde hesaplayabilecegiz ve evrimsel biyolojide
anlagilmasi en zor parametrelerden birini daha iyi anlama sansina sahip

olacagiz.
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EK1. Bazi tek hucreli 6karyotlara ait genetik ozellikler

Genom buyikligu, Kromozom GC igerigi
Organizma Kingdom/Phylum (Mbg) sayisli (%)
D.discoideum Amoebozoa/Mycetozoa 34 6 28,4
S.cerevisiae Fungi/Ascomycota 12 16 38,2
T.pseudonana Chromalveolata/Heterokontophyta 30,5 24 46,9
T.cruzi Excavata/Euglenozoa 32,4 41 50,5
P.falciparum Chromalveolata/Apicomplexa 22 14 19,4
T.gondii Chromalveolata/Apicomplexa 61,8 12 52,7
P.tetraurelia Chromalveolata/Ciliophora 72 350 27,5
T.thermophila Chromalveolata/Ciliophora 103 225 21,1
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EK-2 Agilent Technologies Tape Station sonuglari
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EK-3. insersiyon ve delesyon olaylari §

Algoritma

Ornek Kromozom Biiyiiklik novo bwa Pindel EX/IG Gen mMRNA SSR
D2 1 -1c * * * EX " XM_642033 .
D2 5 +3acc * * * EX crlF™ XM_630775 6acc
D11 1 -3atc * * * EX H XM_42493 B,
D14 1 +1c * * * IG 8 - -
D14 1 +1c * * * IG - - -
D14 2 -3tca * * * EX XM_640063 ;
D14 4 +3ttc * * * EX T XM_633626 -
D15 5 +1t * * * EX i XM_630843 4t

Y EX: ekzon, IG: intergenik bdlge, SSR: Basit dizi tekrarlari
" SNF2-related domain containing protein

" G-protein coupled receptor family protein

* Hipotetik protein

% pseudogen

™ Hipotetik protein: DG17"ye benzer

1t Hipotetik protein

* EGF-like domain containing protein
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EK-4. Baz degisimi tipindeki mutasyonlarin farkli organizmalardaki spektrumu

moTOW>»0O0I

. sapiens

. melanogaster
. elegans

. thaliana

. cerevisiae

. reinhardtii

. tetraurelia

. coli

AT>GC GC>AT AT>TA GC>TA AT>CG GC>CG

0.221
0.190
0.105
0.118
0.103
0.25
0
0.21

0.408
0.305
0.205
0.588
0.286
15
1.14
0.35

0.067
0.121
0.220
0.059
0.060
0.5
1.14
0.07

0.110
0.155
0.281
0.094
0.312
0.75
1
0.13

101

0.078
0.115
0.113
0.071
0.057
1
0.43
0.16

0.125
0.115
0.077
0.071
0.182
1
0.43
0.07

N
3336
174
391
85
1250
4
7

1037

Ts/Tv
1.697
0.977
0.448
2.400
0.638
0.65
0.38
1.28

Kaynaklar
[45]
[19]
[18]

[8]
[88]
[31]

[9]
[41]



EK-5.

Ornek Nesil Toplambdlge GC>AT AT>GC AT>TA GC>TA AT>CG GC>CG Mutasyon Mutasyon hizi
M4 1000 31217739 0 0 0 0 0 0 0 0
M10 1000 30776306 0 0 0 0 0 0 0 0
M12 1000 31777165 0 0 0 0 0 0 0 0
M14 1000 31954245 1 0 1 1 0 0 3 9.38842E-11
M20 1000 30797225 0 0 2 0 0 0 2 6.49409E-11
M24 1000 32032690 1 0 1 1 0 0 3 9.36543E-11
M30 1000 32178250 0 0 0 0 0 1 1 3.10769E-11
M34 1000 781429 1 0 0 0 0 0 1 1.27971E-09
M36 1000 31717960 0 0 0 0 0 0 0 0
M40 1000 30468045 0 0 0 0 0 0 0 0
M44 1000 31417259 0 0 0 0 0 0 0 0
M50 1000 31481703 0 0 0 0 0 0 0 0
M54 1000 31515153 1 0 0 0 0 0 1 3.17308E-11
M60 1000 31831007 0 0 0 0 0 0 0 0
M64 1000 31914860 1 0 0 0 1 0 2 6.26667E-11
M68 1000 31415816 0 0 0 0 0 0 0 0
M70 1000 31889281 1 0 0 0 0 0 1 3.13585E-11
M74 1000 29146024 0 1 2 0 0 0 3 1.0293E-10
M84 1000 31674818 0 0 2 0 0 0 2 6.31416E-11
M89 1000 7136 0 0 0 0 0 0 0 0

Toplam 6 1 8 2 1 1 19 3.35697E-11
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EK-6. DNA polimeraz altbirimlerine ait BLAST sonuglari ve protein
modelleri

Organizma DNA polimeraz alfa katalitik bolgeler
*

Dictyostelium discoideum DFNSLYEST ELIZNSMYGCL I¥GDTDS
Dictyostelium PUrpureum . .-...weu  sesccaa--na Veewuns
Zcanthamoeba castellanii ......... .. Veeoonann aeeaaan
Naegleria gruberi = ......... e
Paramecium tetraurelia ......... e
Tetrahymena thermophila  ......... .- Veeaannnne aeeaaan
Oxytricha trifallax = ......... - b Veeunns
Euplotes octocarinatus  ......... .- Tueeannnan Veoooo.
Thalassiosira pseudonana ........ L T
Toxoplasma gondii —  ......... .T...I Veewuns
Trypanosoma cruzl ........ L 1
Giardia lamblia  ....... N. o <
Saccharomyces cerevisiae  ......... .- 2 Veeenn-
Caenorhabditis elegans  .........  -- L Veewuns
Lrabidopsis thaliana = ......... .- Teieennne aaemaan
Drosophila melanogaster  .........  -- L Veeeunn
Mus musculus 0 L........ 0 .. Teeweenees aeeeann
Homo sapiens 0000000 @ L...i..... 0 == Teweanene aeeaann

DNA polimeraz alfa altibirimi BLAST sonuglari. Model A D.discoideum, Model B
S.cerevisiae DNA polimeraz alfa altbirimi katalitik bolgesine aittir.
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Organizma DNA polimeraz delta katalitik bolgeler DNA polimeraz delta 3'-5' ekzoniikleaz katalitik bolgeler

Dictyostelium discoideum FDIEC TGYNIVNED TS¥SLN LVYCIED
Dictyostelium pUrpureum . .ue.ases  sassaascas  maeaasa  caaas ceeaaB.. S.ua..
Lcanthamoeba castellanii . .Z...... Veuiueiin  waiwana emaan T....I... R..T.
Entamoeba histolytica = = ..5...... .V.e..ew.oon Toiwawe  cawan T....M... R..T.
Naegleria gruberi 00 L. .i.i.ii. e e e T...VI... 5..T.
Paramecium tetraurelia =  ..D...... aeeiiiaiin aaiaaaa eeean P o S S.F..
Tetrahymena thermophila . .L...... ...._.....  ._._..  ceaa- L....T... S.....
Oxytricha trifallax . R..T.
Thalassiosira pseudonana T.. . S....
Toxoplasma gondii S.. . F....
Trypanosoma cruzi T.. . B....
Giardia lamblia T....DG.. R..T.
Saccharomyces cerevisiae . . MN...... ...._..... V._.._... ... e TT. .. R..T.
Caenorhabditis elegans L... T....L... BE..T
Arabidopsis thaliana = = =  ..B.i.i.cee  saceceancs  maaaana saeen wee-.CE.. S....
Drosophila melanogaster . .B.....e  saeicaaiaa eaeaaaa reaans T....N... R..T.
Mus musculus 000 L 8. ..... WV iiieie. Voliaeee aaaas b o E..T.
Homo sapiens .. 8...... L8——=—————— TV......  .aea. b R o SR R..T.

DNA polimeraz delta altibirimi BLAST sonuglari. Model A D.discoideum, Model B
S.cerevisiae DNA polimeraz delta altbirimi katalitik bdlgesine aittir.
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DNA polimeraz epsilon

Organizma DNA polimeraz epsilon katalitik bolgel 35 ek kleaz katalitik bolgel

Dictyostelium discoideum DVSEMYPNI KCILNSEYGY DIDGT ¥DIET  NGDMED ¥3VSDE
Dictyostelium purpureum - - . . ..
Zecanthamoeba castellanii
Naegleria gruberi
Paramecium tetraurelia
Tetrahymena thermophila
Oxytricha trifallax
Thalassliosira pseudonana
Giardia lamblia
Toxoplasma gondii ME
Trypanosoma cruzl
Saccharomyces cerevisiae
Caenorhabditis elegans
Arabidopsis thaliana
Drosophila melanogaster
Mus musculus

Homo sapiens

DNA polimeraz epsilon altibirimi BLAST sonuglari. Model A D.discoideum, Model
B S.cerevisiae DNA polimeraz epsilon altbirimi katalitik bdlgesine aittir.
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Organizma DNA polimeraz zeta katalitik bolgeler

Dictyostelium discoideum DEQSLYFST TRIMVE EMMENVAEGY DTDSL
Dictyostelium pUrpureum .. ccwecaa aaeaaa s
Entamoeba histolytica L .L.M.LTT . -QHI. T o
Paramecium tetraurelia = = ......... R LEM. .MY..  .....
Tetrahymena thermophila ~  ........ v R .LEMC.VY.. .
Oxytricha trifallax = @ ........ Vo eeana .LI...TY.. .
Thalazsiosira pseudonana .TE....L ..B.L. YV...TY. . .
Toxoplasma gondii B = G ..T...8Y.. |
Trypanosoma cruzi R = ..LE.IL ..L..TTY..  «uu.-.
Saccharomyces cerevisiae . ........ V.V.I. I L TY. . e eas
Caenorhabditis elegans ........ M I..... LV . .8Y .. |
Lrabidopsis thaliana @ ........ M oL..... .LI...TY¥.. I
Drosophila melanogaster ee..-H..M S o L....TY.. e M
Mus musculus 0 LLL...... cal... WLI...T... fe..M
Homo sapilens e ..F... .LI...T... I

A

DNA polimeraz zeta altibirimi BLAST sonuglari. Model A D.discoideum, Model B

S.cerevisiae DNA polimeraz zeta altbirimi katalitik bdlgesine aittir.
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