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2007, 170 sayfa

Origanum onites llkemizde kiiltiire alinmis, ticareti en fazla yapilan bitki
tiriidiir. O.onites’ten elde edilen ugucu yaglar ila¢ ve kozmetik basta olmak iizere
bircok endiistri alaninda kullanilmakta, ayrica yapraklar1 baharat olarak
tilketilmektedir. Bu bitkiden elde edilen ugucu yag miktarinin farkli bolge, iklim
ve yillara gore farkli oranlarda oldugu bilinmektedir. MAPK (Mitojenler
tarafindan aktive edilen protein kinaz) enzim ailesi, MAPKKK-MAPKK-MAPK
seklinde ii¢lii kinaz modiiliinden olusan bir sinyal iletim yoludur ve bitkilerde
cevresel faktorlere karsi hiicresel cevabin olusmasinda rol oynar. Bu calismada O.
onites bitkisinde MAPK sinyal yolunda gorev alan MAPKK enzim ailesi
tiyelerinden birinin klonlanmasi ve karakterize edilmesi amaclanmistir. O.onites
bitkisinden bes farkli olast MAPKK cDNA’sinin orta bolgeleri klonlanarak
niikleotid dizileri belirlenmis ve bunlardan Ool7-MAPKK’nin 5’ ve 3’ uclar
RACE teknigi ile elde edilmistir. 5° ve 3’ uclarinin dizi bilgisi kullanarak
tasarlanan spesifik primerlerle yaklagik 1400b¢ biiyiikliigiinde iriin elde
edilmistir. Bu {iiriin klonlanarak niikleotid dizisi saptanmig, NCBI (National
Center for Biotechnology Information) veritabaninda MAPKK oldugu
gosterilmistir. Klonlanan cDNA OoMAPKK-1 olarak isimlendirilmistir. Genin
amino asit dizisi belirlenerek MAPKK enzim ailesine ©6zgii motifler ortaya
cikartilmistir. Yapilan RT-PZR analizleriyle OoMAPKKI gen ekspresyonunun
yaprak ve govde dokularinda var oldugu, kok de dort ayr1 deneme yapilmasina
ragmen var olmadigl, ayrica soguk ve yaralanma stres sartlarinda arttifi
goriilmiistiir. Rekombinant OoMAPKKI1-MBP fiizyon proteini liretmek amaciyla
start ve stop kodonlari iceren spesifik primerler tasarlanarak yapilan PZR sonucu
elde edilen 1059 b¢ (353 A.A.)’lik iriin, pMAL-p2x ekspresyon plazmitine
aktarilarak E.coli’de iiretilme deneyi yapilmistir.

Anahtar Kelimeler: Origanum onites, MAPKK, RT-PZR, RACE Teknikleri,
Gen Klonlama, Rekombinant Protein Uretimi
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Origanum onites is the most commercially cultivated plant species in
Turkey. The essential oils extracted from O.onites are used in drug and cosmetic
industry as well as other industrial areas. The leaves of O.onifes are also used as
spice. It is known that the amount of essential oils extracted from Origanum
differs between different geographic regions, climates and year. The MAPK
(mitogen activated protein kinase) enzyme family is a signal transduction pathway
composed of triple kinases modules namely MAPKKK-MAPKK-MAPK and play
roles in production of cellular response to environmental factors in plants. The
aim of this thesis was to clone and characterize one member of MAPKK enzyme
family from O.onites. Mid-region nucleotide sequences of the five different
putative MAPKK cDNAs were cloned by using MAPKKSs specific degeneracy
primers. Among them Ool7-MAPKK was chosen and its 5°, 3’ ends were
produced by using RACE technique. The sequence data of 5°, 3* ends was used to
design specific primers to obtain whole cDNA sequence. PCR reactions with
these primers gave an expected ~1400 bp product. The nucleotide sequence of the
product was determined and confirmed as MAPKK in NCBI (National Center for
Biotechnology Information) database and it was named as OoMAPKKI.
OoMAPKKI amino acid sequence was determined by bioinformatic analysis and
MAPKK spesific conserved domains were shown. Expression of OoMAPKK]I
was shown to be present in leaf and stem but absent in root based on the four
assays, and to be induced under cold and wounding stress. Specific primers
containing start and stop codons of OoMAPKKI gene were designed and by using
these primers a 1059 bp (353 aa.) PCR product was obtained. This PCR product
was transferred to a pMAL-p2x expression plasmit and an experiment to express a
recombinant OoMAPKK-MBP fusion protein was done in E. coli.

Keywords: Origanum onites, MAPKK, RT-PCR, RACE Techniques, Gene
Cloning, Recombinant Protein Synthesis
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1. GiRiS

Tiirkiye, Origanum tiirlerini de icine alan Lamiaceae (Labiate,
Ballibabagiller) familyasinin gen merkezi konumundadir (Sarihan ve ark. 2006).
Genis yayilis alan1 ve yiiksek oranda endemizim bu gercegin giiclii bir kanitidir
(Davis 1988; Alan, 1997; Baser 2001; Shulz ve ark. 2005; Sarthan ve ark. 2006).

Ulkemizde kekik olarak da bilinen Origanum sp, endemikleri de icine alan
bircok tiirle temsil edilmekte ve eskiden beri bir¢cok alanda kullanilmaktadir
(Tanker ve Ilisulu, 1981; Baytop 1991; Baytop 1994; Tanker ve ark. 1998).
Origanum tiirleri, birden fazla dik govdeye sahip olan, cok yillik otsu veya yari
calims1 bitkilerdir. Cicekleri salkimst veya govde uglarinda toplu halde
bulunmaktadir (Davis 1982). Origanum tiirleri hem halk ilac1 olarak hem de bir
cok ilacin bilesimine girmesi nedeniyle ayrica Ooneme sahiptir (Baser 2001).
Aromatik 6zelliginden dolayr genellikle baharat veya tatlandirict olarak
kullanimlarinin yaninda Origanum tiirlerinin icerdigi ugucu yaglardan izole edilen
terpenik maddeler (timol, kavrakrol, simol) bir¢ok ilacin bilesimine katilmasi
nedeniyle tipta tedavi amagh olarak da kullanilmaktadir (Mericli 1986; Baser
2001; Baydar ve ark. 2003; Kaloustian ve ark. 2003). M.O. 5. yiizyilda tibbin
babasi olarak bilinen Hippocrates, Origanum bitkisini insanlarda cesitli mide ve
solunum problemlerinin tedavisi ile gidalarin dayamkliligim artirmada
kullanmistir (Gemci 2006).

Origanum tiirlerinden ticareti yapilan ve kiiltiire alinmis en 6nde gelen tiir
Origanum onites L.’dir (Baydar 2002). O. onites Tiirkiye’de ticareti yapilan bes
tiir arasinda en cok ihracati gergeklestirilen tiirdiir. O. onites, dogal floramizin bir
iiriinii olmasinin yani sira kiiltiir bitkisi olarak yetistirilen tek ticari Origanum
tiriidiir. Ege Bolgesinde tarimi yapilan O. onifes’in tarim alanmi son yillarda 6300

doniime kadar ulasmistir (Oflaz 2002).

O. onites tiiriinden elde edilen ugucu yag oraninin farkli iklim ve bolgelere
gore farkl oranlarda oldugu, farkli yil ve hasat sekillerine gore de degisiklikler
gosterdigi saptanmistir. Kekik yaginda bir monoterpen olan kavrakrol iceriginin
ileri bicim donemlerine gore (%63.89’dan %72.43’e) artis gosterdigi belirtilmistir

(Baydar 2002). Origanum minitiflorum’da yaz mevsimi kavrakrol oraninin giiz



mevsimine gore ¢cok daha yliksek oldugu saptanmistir (Baydar, 2005). Yine kekik
olarak bilinen Thymus piperella L.’de de c¢evresel faktorlerin (farkli iklim
kosullart ve toprak tipleri) ugucu yag oram ve igerigini etkiledigi goriilmiistiir

(Boira 1998).

Bitkiler c¢evresel streslere karsi uyumu sinyal yollart vasitasiyla
saglamaktadirlar (Ragwal ve Agrawal 2003; Mishra ve ark. 2006; Ortiz-Masia ve
ark. 2007). Mitojenler tarafindan aktif hale getirilen protein kinazlar (Mitogen-
activated protein kinases, MAPKs), bitki ve hayvanlarda cevresel sartlara karsi
uyumu saglayan sinyal yollarint olustururlar. MAPK sinyal transfer yolu tiim
Okaryotik organizmalarda iiclii kinaz seklinde bulunur ve kisaca; MAPKKK-
MAPKK-MAPK seklinde ifade edilir (Su ve Karin, 1996; Schenk ve Snaar-
Jagalska 1999; Mundy ve Schneitz, 2002; Gabby Krens ve ark. 2006; Noguchi ve
ark. 2007).

MAPKK’ler substratlari  olan MAPK’leri tirozin ve treonin
aminoasitlerinden fosforile eden (cift spesifiteye sahip) kinazlardir (Nakagami ve
ark. 2005; Mishra ve ark. 2006) ve yiiksek substrat spesifitesine sahip
olduklarindan MAPK modiiliinin MAPKK — MAPK kisminin minimum
diizeyde varyasyonuna izin vererek sinyal yoniinii belirlemede etkin rol oynarlar
(Bogre ve ark. 2000; Morris, 2001; Zhang ve ark. 2006a). Bitkilerde MAPK
sinyal yolu etkin bir sekilde arastirllmasina ragmen ¢ok farkli tiplerinin olmasi ve
cok farkli metabolik yollarla ifade edilmesinden dolay1r karmasik bir duruma
sahiptirler (Rakwal ve Agrawal, 2003).

Kekik yagi oram ve igeriginin O. onites bitkisinde cesitli cevresel
uyaricilarin etkisiyle degistigi (Baydar 2002) ve bitkilerde genellikle ¢cevresel ve
i¢sel uyarilarin ana iletim yollarindan birinin MAPK sinyal yolu oldugu (Ichimura
ve ark. 2002; Nakagami ve ark. 2005; Ortiz-Masia ve ark. 2007) goz Oniinde
tutuldugunda; MAPK sinyal yolu enzimlerinin, kekik yaginin igerigini olusturan
terpenlerin sentezlendigi terpenoid sentez yolunun calismasinda bir role sahip
olabilecegi diistiniilmektedir.

Bu caligmanin amaci, Tiirkiye kekik ihracatiin % 80’nini karsilayan
(Baydar, 2002) O. onites tiiriinden cevresel uyarilar ve stres etmenlerine karsi

hiicresel cevabin olusmasinda ©nemli rol oynayan MAPKK enzim ailesi



iiyelerinden birinin klonlanip enzimatik olarak tanimlanmasidir. Bu sayede, O.
onites bitkisinde ilk kez sinyal yollarna ait bir gen klonlanmis, niikleotid ve
amino asit dizi bilgisi tanimlanmis ve MAPK sinyal metabolik yolunun varlig

kanitlanmis olacaktir.



1.1. Origanum onites Bitkisinin Sistematik Tanim

Tiirkiye Lamiaceae (Labiate, Ballibabagiller) familyasinin 6nemli bir gen
merkezi konumunda olup, bu familyaya ait 45 cins, 546 tiir ve 731 takson
bulunmaktadir. Bu familyanin iilkemizdeki endemizm oran1 % 44.2’dir ve
Tiirkiye’'nin en zengin tl¢iincii familyast1 konumundadir. Origanum cinsi bu
familyanin bir liyesidir (Sarthan ve ark. 2006).

Diinyada bilinen 52 Origanum tiiriinin % 60’1 Tirkiye’de yayilis
gostermektedir. Bunlardan 21’1 diinyada sadece iilkemiz sinirlar1 iginde endemik
olarak bulunmaktadir. Tiirkiye’de 22 tiire baglh 32 Origanum taksonu

yetismektedir (Davis 1988; Alan, 1997; Baser 2001 ).

Latince Isimleri: Origanum onites L. (Sekil 1.1) Syn: Origanum smyrnaem L.,
Origanum pollidum Desf., Majarona smyrnaem (L) Bentham, Majorana onites
(L.) Bentham var. Columnaris Rech. Fil (Ceylan 1976; Anonim 2007).

Bilinen Tiirkce Isimleri: Kekik, Izmir kekigi, Bilyali Kekik, Peynir Kekigi, Esek
kekigi, Giiveyotu, Akkekik, Tas Kekik (Ceylan 1976; Baydar, 2002; Oflaz 2002)

Sekil 1.1. Origanum onites bitkisinin genel goriintiisii



1.2. Origanum onites Bitkisinin Genel Morfolojik Ozellikleri

Origanum onites; 65 cm. kadar yiikseklikte, hirsat tiiylii, yaricali bir
bitkidir. Her govde 13 cm kadar uzayan 10 cift dal tasir. Yapraklar sapl veya
yari-saphdir. Yaprak sekli kordat, ovat veya eliptik, 3-22x2-19 mm, tepesi akut
veya akuminat ya da degil, kenarlar1 cok hafif serrulat veya diizdiir. Damarlar1 alt
yiizde belirgindir. Spikulalar korimbus cicek durumunda yaklasik 3-17x4 mm’dir.
Braktelerin sekli obovat veya eliptik, 2-5x1,5-4 mm, tepesi abtustan akuminata
kadar degisir. Kenarlar diiz veya dentikulat’tir. Kaliks 2-3 mm, korolla beyaz, 3-7
mm.’dir (Davis, 1975). Cimlenme zamam Mayis-Haziran aylaridir (Okan ve
Safak 2004). Ciceklenme zamani nisan-agustos aylar1 arasindadir. Kayalik
tepeler, yamaclar ve genellikle kirecli topraklarda, bazen golgelik yerlerde 1400 m
yiiksekliklere kadar gelisir (Davis, 1975).

1.3. Origanum onites Bitkisinin Yayilis Alani

Origanum onites, Ege ve Dogu Akdeniz’e 6zgii bir bitki olup (Ceylan ve
ark., 1999; Oflaz 2004) Sicilya ve Yunanistan’da da bulunmaktadir.
Yunanistan’da 0-1000 m rakimda yayilis gostermektedir (Safak ve Okan 2004 ).
Ege ve Akdeniz bolgelerinde taslik ve yamach yerlerde yaygin cok yillik bir
bitkidir (Zeybek ve Zeybek 1994). Kekik genellikle gevsek, 1limli, humuslu ve
kalkerli, kirecli topraklar tercih etmektedir (Okan ve Safak 2004; Unal ve ark.
2005). O. onites tiiriinlin yetistigi cesitli yiiksekliklerdeki lokalitelerden alinan
topraklarda yapilan analizler sonucu bu topraklarin organik madde iceriginin %

1.22 ile % 5.15 arasinda degistigi tespit edilmistir (Goniiz ve Ozorgiicii 1999).
1.4. Origanum onites Bitkisinin Kimyasal Yapis1
Kekik suyu, essansiyel yag ve terpenik yag (Baydar 2002) olarak da

isimlendirilen ucucu yaglar, lignin ve seliilloz gibi polimerler ile sudan ibarettir.

Origanum tiirlerinin icerdigi ucucu yaglar (% 1-8 oranlarinda) kurutulmus yaprak,



cicek, tomurcuk ve dallarindan elde edilir (Tanker ve ilisu, 1981; Mericli 1986;
Baytop 1994; Baser 2001; Kaloustian ve ark. 2003)

Origanum onites’ten edilen ucucu yagda, % 54.81-72.43 kavrakrol
(Baydar 2002, Schulz ve ark. 2005), % 11.91-32.50 linalool, %1-90-6.38 p-
cymene, % 0.31-4.64 timol, % 0.00-3.99 <y-terpinene ve % 0.35-3.27 borneol
(Baydar 2002, Oflaz 2004), % 0.91-2.31 a-pinen, % 1.07-2.46 B-pinen, % 7.25-
12.66 1.8 cineol (Ceylan ve ark. 1999) belirlenmistir. Kavrakrol orani ise ¢icek
salkimlarinda %72.8, bitkinin tiim toprak iistii kisimlarinda (drog herbada) %
63.89 ve yapraklarda % 60.17 oranindadir. Timol oran1 da ¢icek salkimlarinda %
0.60, buna karsin yapraklarda ise % 4.64’diir (Baydar 2002).

Kekik suyunda ayrica dogada ender bulunan paramentendiol tiirevi
oksijenli monoterpenlerin var oldugu da ortaya c¢ikarilmistir (Jun ve ark. 2001;
Kamel ve ark. 2001; Mockute ve ark. 2001; Gotsiou ve ark. 2002; Sahin ver ark.
2003; Baydar 2003).

Origanum tiirlerinin ortak 6zelligi yiiksek miktarda ucucu yag icermeleri
ve ugucu yagin ana bilesiginin kavrakrol ve/veya timol olmasidir (Cizelge 1.1.)
(Vera ve Chane-Ming 1999; Baydar 2003) Aynu tiiriin farkli cografik bolgelerde

farkli oranlarda ugucu yag ve kavrakrol icerdigi saptanmustir (Bager 2001).

Cizelge 1.1. Tiirkiye Origanum tiirlerinin ucucu yaglarinda kavrakrol ve timol oranlar1 (Vera ve

Ming 1999; Baser 2001; Mockute ve ark. 2001; Baydar, 2002, Baydar 2005)

Tiir Ad: Ucucu Yag Kavrakrol Orani Timol Oram
Orani
Origanum onites % 1-5 % 50-82 % 0.31-4.64
Origanum vulgare % 1-7 % 23-80 % 0.3-0.5
Origanum minutuflorum % 1-4 % 42-84 % 0.9
Origanum syriacum % 4-5 % 63-79 % 25
Origanum majorana % 5-8 % 32-84 % 0.15

O. onites bitkisinin farkli bi¢im yillar1, farkli bicim donemleri ve farkl
bicim sekillerine gore ugucu yag ve bilesenlerinin farkliliklar gosterdigi tespit

dilmistir (Cizelge 1.2) (Baydar, 2002).



Cizelge 1.2. O. onites’in farkli bi¢im yillar1, farkli bicim donemleri ve farkli bicim sekillerine gore

ucucu yag ve bilesenlerinin oranlar1 (Baydar 2002)

Ugucu Ucucu Yag Bilesenleri (%)
Y(;g v-Terpinene | P-Cymene | Linanool | Borneol | Tymol | Cavracrol
(%
Bicim Yili
1998 Y1l 2.74 0.89 6.38 11.91 3.27 0.31 71.77
1999 Y1ih 3.22 2.50 3.60 18.23 1.74 1.48 68.70
2000 Y1l 3.30 2.87 3.66 29.40 0.35 2.37 57.66
2001 Y1l 2.60 2.89 2.58 32.50 0.41 3.34 54.81
Bi¢. Dénemi
1. Bi¢. (1999) | 3.44 3.53 243 22.94 0.55 3.05 63.89
2. Bic. (1999) | 3.00 3.99 3.19 15.96 1.83 0.92 69.80
3 Big. (1999) 1.05 0.00 5.20 15.79 2.86 0.48 72.43
Bic. Sekli
Cicek Salkimi | 3.94 1.79 1.90 23.06 0.57 0.60 72.08
Yaprak 3.55 2.96 2.67 26.06 0.52 4.64 60.17
Herba 2.85 3.53 243 22.94 0.55 3.05 63.89

1.5. Origanum onites Bitkisinin Kullamim Alanlari ve Ekonomik Onemi

Anadolu’da kekik (Origanum) yaklasik olarak milattan once 7. yy’dan bu
yana tedavide (spazm ¢Oziicii, antiseptik, gaz giderici, vb.) ve gidalarda baharat
olarak degisik amach kullanilmaktadir (Kitiki ve ark. 1997).

Origanum tiirleri ila¢ sanayinde antiseptik imalatinda, bronslarda koyu
salgiy1 sivilagtirdigt icin Oksiiriik suruplarinda, bogmaca coziicii, teskin edici,
diisik dozlarda ekspektoran (nefes yollarin1 agici) olarak kullanilmaktadir.
Antibiyotik etki olarak mikroorganizmalarin {iremesini geciktirdigi veya tamamen
durdurdugu icin agiz antiseptigi olarak kullanilir. Koku giderici 6zelliginden
dolay1 gargara, agiz yikama sularinda, dis macunu ve tozu yapiminda kullanilir.
Deride mantar hastaliklarma karsi inhibitor etkisi bulundugundan mantar
ilaglarinin bilesiminde yer almaktadir (Alan 1997; Goniiz ve Ozgoriicii 1999;
Bager 2001).

Toprak iistii kistmlar mide rahatsizliklari, soguk algiligi, bas agris1 gibi
durumlarda kullanilir. Ucucu yag ile yapilan ¢alismalarda analjezik (agr kesici)
etkisi tespit edilmistir. Yiiksek miktarda fenol icermesi nedeni ile antibakteriyal,
antispazmodik ve antiseptik etkileri bilinmektedir (Oflaz 2002). Origanum
tirlerinin sahip oldugu ucucu yaglarin antioksidant o©zelligi oldugu da

bulunmustur (Milos ve ark. 2000; Pizzale ve ark. 2002).




Baz1 ila¢ etken maddelerinin sentezinde baslangic maddesi ve ham ilag
olarak kullanilan timol gibi degerli bir maddenin elde edilmesinde
kullanilmaktadir. Su buhan distilasyonu ile elde edilen ugucu yagi (Aetheroleum
Origani) timol tasir (Zeybek ve Zeybek 1994, Baytop 1999). Kekik yagi,
antiseptik losyon, ticari dezenfektan, antiseptik banyo ve sabun hazirlanmasinda
ve alkollii iceceklerde de kullanilmaktadir (Zeybek ve Zeybek 1994; Alan 1997,
Baser 2001). O. onites’ten elde edilen ugucu yagin insektisid ve larvacid 6zelligi
oldugu saptanmustir (Cetin ve Yanikoglu 2006). Son yillarda Izlanda Likeni ve
diger bazi bitkiler ile birlikte bronsit ve nezle tedavisinde kullanilan bir¢ok
preparatlart hazirlanmistir ve drog olarak ihrag¢ edilmektedir.

Kekik diinyada iiretim ve tiiketimi sinirli olan bir bitkidir ve dis ticaret
hacmi 10000 ton civarindadir. Eskiden Yunanistan’a ihrac¢ edilen O. onites, bu
iilkede islendikten sonra Avrupa veya Amerika’daki alict firmalara sevk
edilmekteydi (Baytop 1999). Tiirkiye diinyada en fazla kekik ihra¢ eden iilke
olup, diinya kekik talebinin 6-7 bin tonunu karsilamaktadir (Safak ve Okan 2004;
Sarthan ve ark. 2006). Bu miktarin da % 95’1 dogadan, % 5’i 6zel arazilerdeki
tiretimden elde edilmektedir. Kekigin yillik ihracat ortalamasi 6680 ton’dur
(Safak ve Okan 2004). Turkiye’de, 1999 yilinda 16 milyon $ degerinde 7600 ton
ilaglik-kekik (2.16 $/kg) ve yaklagik 606600 $ karsiliginda 68.5 ton kekik yagi
ihracati yapilmistir (Baydar, 2002). Ege Ihracatci Birlikleri’nin (EIB) 1997-2003
yillart arasindaki verilerine gore Tiirkiye’den agirlikli olarak kekik ithal eden
iilkelerin baglicalari, sirasiyla, ABD, Almanya, halya ve Kanada’dir (Safak ve
Okan 2004). Kekik kiiltiirii stnirl olarak iilkemizde izmir, Antalya ve Isparta’da
yapilmaktadir. Ayrica dogal olarak yetisen kekikler, toplanip kurutularak biiyiik
sehir piyasalarina siiriilmektedir (Baydar, 2002). O. onites iizerinde 1slah ve
agronomi ¢aligmalan siirdiiriilmektedir (Tinmaz ve ark. 2002).

Diinya kekik ihracatinda Tirkiye’yi 1500-2000 ton ile Meksika
izlemektedir. Ayrica Yunanistan (300-400 ton), Israil (200-300 ton), Arnavutluk
(200-300 ton) ve Fas (50-150 ton) kekik ihracati yapan iilkeler arasindadirlar
(Safak ve Okan 2004).



Ihracati en ¢ok yapilan ve ucucu yag iiretiminde kullanilan Origanum
tiirleri; Origanum onites, Origanum vulgare subsp. hirtum (Istanbul kekigi, kara
kekik,), Origanum minutiflorum (Siitciiler kekigi, yayla kekigi, toka kekigi),
Origanum majorana (beyaz kekik, Alanya kekigi), Origanum syriacum var.
bevanii (dag kekigi, Suriye kekigi, Israil kekigi) dir. Origanum onites bu pazar
paymin % 80’ini olusturmakta ve diinya pazarlarinda ragbet gordiigii i¢in artan

talebi karsilamak amaciyla Ege bolgesinde tarimi yapilmaktadir (Baser, 2001).

1.6. Hiicre ici Sinyal iletim Yollar

Canlilarda hiicreler, aktivitelerini diizenleyen metabolik sinyal yollar
kullanmaktadirlar. Bu sinyal metabolik yollar, nasil aktive edildiklerine bagh
olarak iki ana gruba ayrilmaktadirlar. Bunlarin ¢ogu hiicre dis1 uyarilar tarafindan
aktive edilirler ve bilginin hiicre yiizeyinden hiicre icindeki efektor sistemlere
tasinmasinda fonksiyon goriirler. Bununla birlikte, sinyal sistemlerinin bazilari,
genellikle metabolik mesajcilar seklinde hiicre icinde olusturulan bilgiyi
cevaplamaktadirlar. Bu sinyal metabolik yollarinin timii i¢in bilgi, ya protein-
protein etkilesimleriyle ya da genellikle ikinci mesajcilar olarak tanimlanan ve
diffiize olabilen elementler tarafindan iletilmektedir. Temel o6zelliklerine gore
hiicre igcinde toplam 18 tane sinyal metabolik yolu tanimlanmistir (Sekil 1.2)
(Berridge 2006).

1) cAMP (Siklik Adenozin Mono Fosfat) Sinyal Metabolik yolu:

Karakterize edilmis ilk sinyal sistemlerinden birisi cAMP sinyal metabolik yolu,
diger cogu sinyal sistemlerinde ikincil mesajcilarin geneline yol gostermektedir.
Bir diisiinceye gore hiicre yiizeyine ulasan dis uyaricilar ilk mesajcilardir ve daha
sonra hiicre yiizeyinde adenil siklaz (AC) enzimi tarafindan sinyal yollarinin bir
parcasi olan ikincil mesajcilara (cAMP) doniistiiriilmekte ve cAMP sinyal
yolunun devamindaki efektorleri aktive etmektedir (Berridge 2006).

2) Ca™ sinyalizasyonundaki cADP Riboz (Siklik Adonozin Difosfat
Riboz, CADPR) ve Nikotinik Asit Adenin Diniikleotid Fosfat (NAADP) sinyal
metabolik yolu: Bir ADP ribozil siklaz (ADP-RC), bu iki ikincil mesajcinin

olusturulmasindan sorumludur (Berridge 2006).
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Sekil 1.2. Hiicre i¢i genel sinyal iletim yollar1 (Berridge (2006)’dan uyarlanmistir)

3) Voltajla-calisan kanallar (Voltage-operated channels, VOCs) sinyal

yolu: Kolayca uyarilabilen hiicrelerde disaridaki Ca*®nin girisini kontrol ederek
Ca*™ sinyallerine yardimci olur (Berridge 2006).

4) Reseptorle-calisan kanallar (Receptor-operated channels, ROCs) sinyal

yolu: Kolayca uyarilabilen ve uyarilamayan hiicrelerde Ca*®nin girisini kontrol
ederek Ca* sinyallerine yardimci olur (Berridge 2006).
5) Fosfolipaz C (PLC)’yi aktive eden sinyal yolu: Sinyal yollarinin bir

kismini  (Inositol 1,4,5-trifosfat (InsP?a)/Ca2+ sinyal yolu, Diasilgliserol
(DAG)/protein kinaz C sinyal yolu, PtdIns4,5P2 sinyal yolu, Multipurpoz inositol
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polifosfat sinyal metabolik yolu) olusturan ve fosfatidilinositol 4,5-bisfosfat’1
(PtdIns4,5P2 yada PIP2 olarak da bilinir) hidrolize eden fosfolipaz C (PLC)’yi
aktive eden sinyal yolu (Berridge 2006).

6) Uyanyla aktive olan PtdIns 3-kinase sinyal yolu: fosfatidilinositol

(PtdIns) 3-kinase’1 uyarmakta ve aktive uyarilan enzim PIP2’yi fosforile ederek
bir lipid ikincil mesajc1 olan fosfatidilinositol 3.4,5-trisfosfat (PIP3)’a
doniistiirmektedir (Berridge 2006).

7) Nitrik oksit (NO)/cGMP (Siklik Guanozin Mono Fosfat) sinyal
metabolik yolu: Nitrik oksit sentaz (NOS), Nitrik oksit (NO)’i gaz formuna

doniistiiriir. Gaz formundaki NO, c¢cGMP ve nitrosilaton reaksiyonlarinda rol
oynamaktadir. NO, Ca** sinyal yolu gibi diger metabolik yollarm aktivasyonunun
diizenlenmesinde 6zellikle 6nemli role sahiptir (Lodish ve ark. 2003; Berridge
2006).

8) Redox sinyal yolu: Cogu reseptdr, NADPH oksidaz (NOX) yoluyla,

tirozin fosfatazlar, transkripsiyon faktorleri ve iyon kanallar1 gibi spesifik sinyal
proteinlerinin aktivitelerinin diizenlenmesinde rol oynayan siiperoksit (O;) ve
Hidrojen peroksit (H,O,) gibi reaktif oksijen tiirlerinin olusturulmasinda rol
oynamaktadir (Pandey ve ark., 2005; Berridge 2006).

9) Mitojenler tarafindan aktive edilen protein kinaz (MAPK) sinyal yolu:

Genelde Ras ile baslayan ve paralel metabolik yollar seklinde devam eden;
hiicresel stres, proliferasyon ve apoptosis gibi bir c¢ok hiicresel proseste rol
oynayan klasik bir protein fosforilasyon yolu ornegidir (Berridge 2006; Mishra ve
ark. 2006; Lin ve ark. 2007).

10) Niiklear Faktor kB (NF-xB) sinyal metabolik yolu: Bu sinyal sistemi

cok sayida fonksiyona sahiptir. Patojen saldirilarina karsi dogustan gelen
bagisiklik sisteminin bir parcasini olusturan makrofaj ve notrofillerdeki
inflamatoral (iltihap kurutucu) cevabin baslatilmasinda ©nemli role sahiptir
(Lodish ve ark. 2003; Berridge 2006).

11) Fosfolipaz D sinyal metabolik yolu: Bu sinyal yolu, cesitli hiicresel

proseslerin kontroliinde ikincil mesajci olarak rol oynayan ve Fosfolipaz D
tarafindan Fosfatidilkolin’in hidroliziyle olusan Fosfatidik asit (PA)’ya bagimh
bir lipid temelli sinyal sistemidir (Berridge 2006).
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12) Sphingomyelin sinyal metabolik yolu: Belirli biiyiime faktorleri ve

sitokininlerin sphingomylein hidroliziyle hiicrede zit etkilere sahip olduklar
gozlenen iki tane ikinci mesajciyr olustururlar. Sphingosin 1 fosfat (S1P) hiicre
proliferasyonunu  uyarirken, apoptozis’e yardimci  olmaktadir. S1P’nin
fonksiyonlarindan biri de dis depolardan Ca*®nin salinmasidir. Hiicreden salinan
S1P’nin hareketi karmagsiktir ve dis reseptorleri uyaran bir hormon gibi rol
oynayabilir (Berridge 2006).

13) JAK/STAT sinyal metabolik yolu: Bu sinyal yolu, hiicre yiizey

reseptorlerinden hiicre cekirdegine bilgi transferini hizli yoldan yapan sinyal
iletim metabolik yoludur. Janus kinazlar (JAKSs), hiicre ¢ekirdegine bilgi tasiyan
sinyal ileticileri ve transkripsiyon aktivatorlerini (STATs) fosforile eden tirozin
kinazlardir (Dogan ve Gii¢ 2004; Berridge 2006)).

14) Smad sinyal metabolik yolu: Bu metabolik yol, Smad transkripsiyon

faktorleri yoluyla transkripsiyonu kontrol edilen, doniistiiriicii biiylime faktor
(transforming growth factor) B (TGF- ) siiper ailesinin ¢aligmalarinda
arabuluculuk yapmaktadir (Berridge 2006).

15) Wnt sinyal metabolik yolu: Bu metabolik yol gelisim ve hiicre

proliferasyonunda dnemli rol oynamaktadir (Lodish ve ark. 2003; Berridge 2006).
16) Hedgehog sinyal metabolik yolu: Bu metabolik yol Wnt sinyal

metabolik yoluna benzer sekilde gelisim ve hiicre proliferasyonunun
diizenlenmesinde de fonksiyonlar1 vardir. Ligand Hedgehog (Hg), transkripsiyon
faktor GLI aracilifiyla fonksiyon gostermektedirler (Lodish ve ark. 2003;
Berridge 2006).

17) Endoplazmik retikulum stres sinyal yolu: Endoplazmik retikulum (ER)
stres sinyal metabolik yolu, ER liimeni ic¢inde islenen proteinin durumuyla ilgili
hiicre ¢ekirdegine bilgi iletmek icin ER tarafindan kullanilan mekanizmalarla
ilgilidir (Berridge 2006).

18) AMP sinyal metabolik yolu: Bu metabolik yol, hiicre
proliferasyonunun kontroliinde ©nemli bir metabolik yolu aktive eden bir
metabolik mesajc1 fonksiyonuna sahip olan Adenozin monofosfat (AMP)

tarafindan diizenlenmektedir (Berridge 2006).
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Bitkilerde bilinen hiicre i¢i sinyal iletim yollar1 genel olarak Sekil 1.3’de
tasvir edilmistir.
HORMON
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Sekil 1.3. Bitkilerde tanimlanan hiicre ig¢i sinyal iletim yollar1 (http://www.ueb.cas.cz/

sidros/english/signaly.html’ adresinden uyarlanmistir)

1.7. Mitojenler Tarafindan Aktive Edilen Protein Kinazlar (MAPKSs)

MAP kinazlar; p38 MAP kinaz ailesi, c-Jun NH2- terminal kinaz (JNK)
ailesi ve hiicre dis1 sinyalleri diizenleyen kinazlar (Extracellular Signal Regulated
kinase, ERK) ailesi seklinde ii¢ ana gruba ayrilmaktadirlar (Lodish ve ark. 2003;
Dogan ve Gii¢ 2004). p38 MAP kinaz ailesi ve c-Jun NH2- terminal kinaz (JNK)
ailesi sadece memelilerde tanimlanmig olan metabolik yollardir (Lodish ve ark.
2003). p38 MAP kinaz ailesi, inflamator sitokinler ve cevresel stresler tarafindan
aktive edilirler. JNK ailesi iiyeleri ise transkripsiyonun kritik diizenleyicileridirler.
JNK’lar Stres-Aktiveli Protein Kinaz (SAPK) olarak da adlandirilmaktadirlar ve
UV i1sinlari, 1s1 soku, gibi hiicre dist streslere karsi yanitta rol oynarlar (Klotz ve

ark. 1999; Chuang ve ark. 2000; Johnson ve Lapatat 2002; Lejeune ve ark. 2002).
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Mitojenler tarafindan aktive edilen protein kinazlar (MAPKSs), insan
(Panteva ve ark. 2003; Haddad 2005), bitki (Jonak ver ark. 1999; Bent 2001;
Morris 2001; Cardinale 2002; Ichimura ve ark. 2002; Nakagami ve ark. 2005;
Ortiz-Masia ve ark. 2007), hayvan (Kamata ve ark. 1996; Guadagno ve Ferrell Jr.
1998; Gabby Krens ve ark. 2006), bocek (Zhuang ve ark. 2006), fungus (Miiller
ve ark. 2003; Noguchi ve ark. 2007), tek hiicreli (Wang ve ark. 1999; Arslanyolu
2006) ve mayalarda (Pan ve Chang 1999; Wang ve Shiozaki 2006; Sharma ve
Mondal 2006) bulunan genel sinyal iletim modiilleridir (Innes 2001; Ichimura ve
ark. 2002) ve serin/treonin protein kinazlar olarak bilinirler (Jonak ver ark. 1999;
Miyata ve ark. 1999; Bent 2001; Cardinale 2002; Olson ve Hallahan 2004; Hamel
ve ark. 2006; Ortiz-Masia ve ark. 2007). MAP Kinaz’lar, ERKs olarak da
adlandirilmaktadirlar (Stone ve Walker 1995; Zhai ve ark. 2005; Smith ve ark.
2006; Ohori ve ark. 2007).

MAPK sinyal yolu tiim okaryotik organizmalarda {ii¢lii kinaz seklinde
bulunur ve kisaca; MAPKKK-MAPKK-MAPK seklinde ifade edilmektedir.
MAPK enzimleri MAPKKK-MAPKK-MAPK olarak yukaridan asagiya reseptor—
hedef seklinde baglantilidirlar (Twyman, 1998, Nakagami ve ark. 2005; Gabby
Krens ve ark. 2006; Mishra ve ark. 2006; Nicole ve ark. 2006).

MAPKKK’ler distan gelen sinyallerle aktif hale gelir ve MAPKK’i
serin/treonin motifinden fosforile eder. Aktif hale gelen MAPKK, substrati olan
MAPK’in treonin ve tirozin amino-asitlerini fosforile ederek MAPK’i aktif hale
getirir. Bu 0Ozelliklerinden dolayi MAPKK enzim ailesi treonin ve tirozini
fosforile edebilen cift-spesifiteye sahip kinazlar olarak da adlandirilmaktadirlar
(Su ve Karin 1996; Schenk ve Snaar-Jagalska 1999; Mundy ve Schneitz 2002;
Rakwal ve Agrawal 2003). Aktif MAPK’ler, sitoplazma ve cekirdekteki ilgili
substratlarin serin/treonin’lerini fosforile etmek suretiyle onlar1 aktif veya inaktif
hale getirerek disaridan gelen sinyale gore transkripsiyon, translasyon, hiicre
metabolizmast gibi hiicresel mekanizmalarin c¢alismasiyla hiicresel cevabin
olusturulmasini saglarlar (Rakwal ve Agrawal 2003).

Fonksiyonel olarak birbiriyle iligkili olan bu ii¢ spesifik protein kinaz,
temel bir MAPK sinyal yolu modiiliinii olusturur ve (Mizoguchi ve ark. 1998;
Bogre ve ark. 2000; Kurz ve Ewbank 2003) birka¢ modiil ayn1 zamanda bir
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hiicrede hiicre zariyla birlikte de bulunabilmektedir (Baluska ve ark. 2003). Ras
veya heterotrimerik proteinler ile kompleks olusturan MAPKKK kinaz
(MAPKKKK) ya da G proteinleri olarak adlandirilan diger kinazlarla etkileserek
daha yukaridaki bir sinyal yoluyla birlesebilmektedir (Xing ve Jordan 2000). Bu
MAPKKKK veya G proteinleri, plazma membraninda bulunan hiicre disi
uyarilara duyarli bir reseptor protein ile bahsedilen MAPK modiilii arasinda bir

birlestirme ajan1 fonksiyonu gormektedirler (Sekil 1.4) (Bogre ve ark. 2000).

Sinyal 1 Sinyal 2
k Reseptor 1 \ | / Reseptdr 2
Hucre Zan
Adaptor Adaptor
Sitoplazmik @
Substratlar/
T3 Enzimler
Enzim

veya Reseptorler Niikleus Reseptdrler

Sekil 1.4. MAPK sinyal iletim yolu semasi (Bogre ve ark. (2000)’dan uyarlanmistir)

Bitki MAPKKK’leri yapisal oOzelliklerine gore ii¢ temel grupta
(STEIIMEKK-benzeri, Raf-benzeri ve NPKI’in temelini olusturdugu bitki-
spesifik MAPKKK) tanimlanmistir (Bogre ve ark 2000). MAPKKK’lerin MEKK-
benzeri kinaz ailesinin spesifik motifi D-I-W-S-X-G-C-T-X-X-E-X-X-T-X-X-X-
P (X= farkli amino asiti temsil eder) seklindedir. Raf-benzeri kinaz ailesinin
spesifik motifi ise G-V-X-X-W-E-L-X-T-X-X-X-P-W’dir (Tena ve ark. 2001).
Tiitiin bitkisinden NPK] olarak adlandirilan 268 amino asitlik katalitik domeine
sahip bir MAPKKK’nin bulundugu rapor edilmistir (Wang 2005).
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Bitki MAPKK ’leri ayrintili olarak boliim 1.8.”de ele alinmistir.

MAPK enzim ailesi liyeleri ise; transkripsiyon faktorleri, protein kinazlar
ve hiicre iskeletiyle birlikte bulunan proteinleri susbtrat olarak kullanan ¢ok genis
susbtrat yelpazesine sahip serin/treonin kinazlardir (Rakwal ve Agrawal 2003;
Nakagami ve ark. 2005). Bitki MAPK enzim ailesinin amino asit zincirlerinin,
serin/treonin protein kinazlarin katalitik fonksiyonlart icin gerekli olan 12 alt
domein’de ¢ok yiiksek oranda benzer olduklar1 ve tiim zincirde yiiksek oranda
korunmus olduklar1 goriilmektedir. 11 alt domeinin disinda N ve C uzantilar
katalitik merkezden cok daha farklidir, fakat yine de spesifik bitki MAPK’lerinin
alt gruplarinda korunmuslardir ve substrat spesifitesine veya diger proteinlerle
etkilesime uyum saglama gibi olas1 onemli biyolojik fonksiyonlar iistlenirler. Tiim
bitki tiirlerinde MAPK’lerin aktif bolgelerinde TEY veya TDY motifi
bulunmaktadir (Bégre ve ark. 2000; Vasconsuelo ve ark. 2004; Ley ve ark., 2006;
Ortiz-Masia ve ark. 2007). TEY MAPK lerin aksine tiim TDY MAPK’leri daha
uzun bir C terminal uzantisina sahiptirler. MAPK’lerin aktivasyonu icin
fosforilasyonda gerekli olan treonin ve tirozin amino asitleri, tim bitki
MAPK’lerinde katalitik merkez 6. ve 8. alt domeinler arasinda bulunmaktadir
(Bogre ve ark. 2000; Vasconsuelo ve ark. 2004). Spesifik motifleri T-X-Y-V-X-
X-R-W-Y-R-A-P-E seklindedir (Tena ve ark. 2001).

Medicago (Kiiltz 1998; Tena ve ark. 2001; Zhang ve Klessig 2001;
Nakagami ve ark. 2005), Arabidopsis (Ichimura ve ark. 1998a; Mizoguchi ve ark.
1998; Huang ve ark. 2000, Asai ve ark. 2002), ve Oryza sativa (piring) (Agrawal
ve ark. 2002; Agrawal ve ark. 2003) gibi bitkilerin genomik veya EST dizilerinin
karsilagtirilmast ve imza niteligindeki motiflerin arastirilmasiyla, 20’den fazla
MAPK (Zhang ve Klessig 2001; Nakagami ve ark. 2005), 10 tane MAPKK ve 60
tane MAPKKK tanmimlanmistir (Ligterink ve Hirt, 2000; Jonak ve ark. 2002;
Pedley ve Martin 2004; Nakagami ve ark. 2005; Zhang ve ark. 2006a;
Sreenivasulu ve ark., 2007). Sadece Arabidopsis’te 23 putatif MAPK, 10 putatif
MAPKK ve 25’ten fazla (toplam 60 (Zhang ve ark. 2006a)) putatif MAPKKK bu
aragtirmalar sonucu bulunmustur (Jin ve ark. 2002).

MAPK sinyal transfer yolu enzimleri, Okaryotik hiicrelerdeki gen

ekspresyonunun diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadirlar (Liu ve ark. 2000;
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Yang ve ark. 2003; Mishra ve ark. 2006). Bu protein fosforilasyon enzimleri,
hiicre i¢i iletisim ve hiicre dis1 uyarilarin arttirllmasinda ve sonugta uygun
biyokimyasal ve fizyolojik hiicresel cevabin olusturulmasinda arabuluculuk
yapmaktadirlar (Su ve Karin 1996; Mizoguchi ve ark. 1998; Schenk ve Snaar-
Jagalska 1999; Tena ve ark. 2001; Asai ve ark. 2002; Mundy ve Schneitz 2002;
Samaja ve ark., 2003; Soyano ve ark. 2003; Mora-Alvarez ve ark. 2004; Zhang ve
ark. 2006a; Lin ve ark. 2007).

Son giinlerde belli baz1 MAPK ler icin yapilan molekiiler ve biyokimyasal
calismalar, MAPK sinyal yolunun hormonal yanit (Johri ve Mitra 2001; Lim ve
ark. 2004), hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi ve sitokinezde (Nishihama ve ark.

2002; Soyano ve ark. 2003), dokunma (Zhang ve Klessig 2001), yaralanma

A B

. Patojen-Yaralanma .
Sinyal Abiyotik stres Sinyal H,0,

MAPKKK

MAPKK MAPKK @

MAPK

MAPK
[\ SN

Stres-cevaplayici Auxin-Cevaplayici
genler genler

HR-Hiicre Savunma
Olimii genleri

Cevap Cevap

Sekil 1.5. A. Nicotiana tabacum bitkisinde patojen, yaralanma ve abiyotik stres uyarilarinda
MAPK metabolik yolu, B. A. thaliana bitkisinde H,0, uyarisindaki MAPK metabolik
yolu (Zwerger ve Hirt (2001) ve Mishra ve ark. (2006)’dan uyarlanmistir)
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(Pedley ve Martin 2005) ve patojen saldirilarina karsi savunma olusturulmasinda
(Wan ve ark., 2002), abiyotik stres sinyallerinde (Sangwan ve ark. 2002), hiper ve
hipo osmolarite (Munnik ve Mijer 2001; Mora-Alvarez ve ark. 2004; Boudsocq ve
Lauriere 2005), diisiik 1s1 ve kuraklik (Zhang ve Klessig 2001), UV radyasyonu,
ozon (Cvetkovska ve ark. 2005), yiiksek tuz (Zu 2001a; Zu 2001b), reaktif oksijen
tirlerinin (Grant ve ark. 2000; Kovtun ve ark. 2000) sinyalini iceren temel
fizyolojik fonksiyonlarda hayati 6neme sahip oldugunu gostermistir (Tena ve ark.
2001; Zhang ve Klessig 2001; Zwerger ve Hirt 2001; Minorsky 2003) (Sekil 1.5
ve Sekil 1.6).

A B
Sinyal | Osmotik Stres I

./7

Alici Shol Sinl
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Cevap Gliserol Biyosentezi ?

Sekil 1.6. Ozmotik stres uyarist A. S. cerevisiae’de MAPK metabolik yolu, B. A. thaliana’da
MAPK metabolik yolu (Zwerger ve Hirt (2001) ve Mishra ve ark. (2006)’dan

uyarlanmistir)
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Kisaca tiim oOkaryotlarda yiiksek oranda korunmus olan MAPK sinyal
metabolik yolu (Nakagami ve ark. 2005); biiyiime (Kovtun ve ark. 1998), 6liim,
farklilasma, cogalma ve hemen hemen tiim stres uyarilarini diizenlemektedir
(Soyano ve ark. 2003; Nakagami ve ark. 2005).

Degisik bitkilerde MAPK sinyal yollarinda goérev yapan enzimlerin
bazilar1 klonlanarak karakterize edilmistir (Ligterink ve Hirt 2001). Calisilan
MAPK sinyal yollarina Ornek olarak dikotiledonlardan Arabidopsis (tere),
Nicotiona tabaccum (tiitiin), Lycopersicon esculentum (domates), Pisum sativum
(bezelye), Petunia (petunya), maydonoz, Medicago sativa (yonca), Beta vulgaris
(seker pancari) (Mora-Alvarez ve ark. 2004) Hibiscus sabdariffa (Lin ve ark.
2007) ile monokotiledonlardan Oryza sativa L. (piring) Zea mays (misir) ve Avena
bitkileri verilebilir (Bogre ve ark. 2000; Sangwan ve Dhindsa 2002; Rakwal ve
Agrawal 2003; Nakagami ve ark. 2005).

Oryza sativa’da MAPK gen ailesinin filogenetik analizi yapilmis ve
MAPK genlerinin 1-6., 10-11. kromozomlar iizerinde bulunduklar1 saptanmistir
(Liu ve Xue, 2007). Domates bitkisinde 1s1 stresiyle aktive olan 50 kDa.
molekiiler agirhiginda bir MAPK ile Arabidopsis’de ABA (absisik asit) ile aktive
olan 42 ve 46 kDa. molekiiler agirlikta iki MAPK (Lu ve ark. 2002; Zhang ve ark.
2006a), piring bitkisinde de yine ABA ile aktive olan 1396 b¢, 369 amino asit’lik
429 kDa. agirhiginda OsMAPK5a adinda bir MAPK (Xiong ve Yang, 2003)
bulunmustur. Chorispora bungeana bitkisinde 369 amino asit uzunlugunda 42.5
kDa. molekiiler agirlikta bir MAPK klonlanmistir (Zhang ve ark. 2006b). MAPK
sinyal yolunun Alfalfa kok hiicrelerinde hiicre aktin iskeletinin diizenlenmesinde
rol oynadigi bulunmustur (Samaja ve ark. 2003). H,O; ile uyarilmis Medicago
sativa (Alfalfa) bitkisinde OMTKI adli bir MAPKKK enzimin direk olarak
MMK3 adli bir MAPK’yi aktive edebildigi gosterilmistir (Nakagami ve ark.,
2004). Ayrica H,O,’nin MAPK sinyal yolunu aktive ederek patojenlere karsi
hiicresel cevabin olusmasinda rol oynadigir saptanmistir (Grant ve ark. 2000;
Morris 2001; Overmyer 2002; Zang ve ark. 2003; Huitema ve ark., 2004).

Nicotiana tabacum bitkisinde MAPKK’nin (NtMEKI) substratlar1 olan
SIPK (salisilik asitle uyarilan protein kinaz) enzimi ile WIPK (yaralanma ile

uyarilan protein kinaz) enzimi arasindaki etkilesim incelenmis ve WIPK’nin iki
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sekilde, ya SIPK’nin pozitif geri besleme diizenleyicisi (feed-back regulator)
olarak ya da yeni bir metabolik yol baslaticis1 olarak rol oynadigi saptanmistir
(Liu ve ark., 2003).

Nicotiana benthamiana’da bulunan SIPK adindaki MAPK enzimi,
NtMPK1 adindaki MAPK fosfataz enzimine baglanarak onun aktivasyonunu
saglarken, aktif hale gelen fosfataz SIPK’yi defosfororilasyon yoluyla inaktif hale
getirmektedir. Aktif MAPK enzimleri, gerektiginde MAPK fosfatazlar tarafindan
defosforilasyonla inaktive edilmektedirler (Katou ve ark. 2005).

Hiicre dis1 sinyal molekiilleri ve hormonlar, gelisimsel programlarin
Oonemli bir boliimiinii olusturan hiicre-hiicre iletisimindeki gelisimsel isaretlerdir
ve cevreye karsi hiicresel cevabin olugmasi sirasinda hiicreler arasi bilgi
iletisiminde 6nemli rol oynamaktadirlar (Meyerowitz, 1997).

Bitkilerde 6ksin (auxin) hormonunun MAPK sinyal yolunu aktive ettigi
bulunmustur (Moller ve Chua 1999; Morris 2001). Oksin hormonu; apikal
istiinliik, tropik cevaplar, lateral kok ve kok tiiyii olusumu, iletim (vascular) doku
farklilagsmasi ve hiicre boliinmesi (mitoz) gibi bir cok onemli bitki biiyiime ve
gelisim durumlarini diizenler (Moller ve Chua 1999; Bogre ve ark. 2000). Oksin,
tiitiin bitkisindeki NPKI (MAPKKK) enzimini aktive ederken (Moller ve Chua
1999; Bogre ve ark. 2000; Morris, 2001), aktive olan NPKI’in MAPK benzeri
proteini aktive ettigi ve Oksin-indiikleyici gen ekspresyonunu spesifik olarak
inhibe ettigi gdzlenmistir (Bogre ve ark. 2000; Morris, 2001). NPKI’nin mitoz
sirasinda da aktive oldugu gézlenmistir (Nishihama ve ark. 2002). NPKI’in, bir
mikrotiibiil motor protein ile birlikte olabilecegi veya diizenlenebilecegi
diisiiniilmektedir. Tiitinde NPKI’in hiicre plaginda bulunmasi, onun NTF6
(Nicotiana tabaccum FUS3-ile ilgili kinaz) ile beraber bir mitotik sinyal modiilii
olusturarak, bir mitoz-spesifik aktivasyon’a sahip oldugunu gostermektedir.

ABA (absesik asit), bitki fizyolojisinde embriyo gelisimi, tohum
cimlenmesi ve abiyotik strese cevap gibi bircok prosesi etkileyen negatif bir hiicre
boliinmesi regiilatoriidiir. ABA’nin, arpa alevron protoplastlarinda MAPK benzeri
bir aktiviteyi indiikleyebilecegi bildirilmistir (Bogre ve ark 2000).

MAPK modiillerinin sinyalizasyonu en iyi mayalarda bilinmektedir

(Madhani ve Fink 1998). Maya genomunda dizisinin tiimii bilinen alt MAPK
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kodlanmistir. Bu MAPK lerin bes tanesi; feromon sinyalizasyonu, filamentasyon,
yiiksek osmolariteye adaptasyon, hiicre duvarinin yeniden diizenlenmesi ve
sporulasyonu icine alan spesifik metabolik yollar icin tahsis edilmistir (Madhani
ve Fink 1998). MAPK sinyalizasyonunun cok hiicreli organizmalarda ¢ok daha
kompleks oldugu gdzlenmistir (Bogre ve ark 2000).

Fungal patojenlerin olusturdugu stres sinyallerinin heterotrimerik G
proteinleri ile iletilmektedir (Lev ve ark. 1999). Esek aris1 zehirinden elde edilen
mastoparan maddesinin heterotrimerik G proteinlerine bagli olan MAPK sinyal
iletim yolunu normalden daha hizli uyardigi saptanmistir (Miles ve ark. 2004).
Hayvan hiicrelerinde H,O,’nin, PTP (Protein Tirozin Fosfataz)’ in korunmus
sistein bolgelerini oksidasyona ugratarak bu sayede MAPK metabolik yolunun
aktivasyonunu sagladigi bulunmustur (Xiong ve Zhu 2002).

Ilginctir ki, bitkilerde patojenlere karsi savunma mekanizmasinda rol
oynayan MAPK sinyal yolunun, Nicotiana tabacum ve Arabidopsis bitkilerinde
HR (hipersensitif respons, yiiksek hassasiyette cevap) mekanizmasini tetikleyerek
bir c¢esit programlanmis hiicre Oliimiine neden olmakta ve bitkinin patojenlere
karst korunmasini saglamaktadir (Romeis 2001; Overmyer 2002; Huitema ve ark.
2004; Menke ve ark. 2004). Benzer bir mekanizma, insanlarda p38-MAPK
enziminin aktivasyonunun programlanmis hiicre O©liimiine (apoptosis) neden
oldugu (Olson ve Hallahan, 2004; Fang ve Richardson 2005) ve bu durumun
kanser terapisi calismalarinda tiimor hiicrelerinin programli olarak yok
edilmesinde kullanilabilecegi seklindedir (Olson ve Hallahan, 2004; Brozovic ve
Osmak 2007). Yamamizo ve arkadaslarmin yaptigi bir calismada; patates
bitkisinde patojen uyarici promotorlarint kontrol eden bir MAPKK
(StMEKIPP)'nin siirekli aktif formunu tasiyan transgenik patatesler iiretilmis,
erken ciirimeye neden olan Alternaria solani ve Phytophthora infestans
patojenlerine kars1 yiiksek dayaniklilik kazandiklar1 goriilmistiir (Yamamizo ve

ark., 2006).
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1.8. MAPKK Enzim Ailesi

MAPKK ’ler substratt olan MAPK’lerin sahip oldugu T-X-Y motifindeki
treonin ve tirozin amino asitlerinden fosforile ederek aktive ederler ve bu nedenle
cift spesifiteye sahip kinazlar olarak adlandirilirlar (Nakagami ve ark. 2005).
MAPKK enzim ailesi iiyeleri 38-55 kDa. molekiiler agirligindadirlar ve 310-380
amino asite sahiptirler (Jonac 2002; Cardinale 2002). Tiitiin bitkisinde yaklagik 52
kDa. agirliginda bir MAPKK (SIPKK) bulunmustur (Liu ve ark. 2000).

MAPKK’ler MAPKKK’ler tarafindan korunmus serin/treonin bdlgeleri
olan S/T-X5.5-S/T motifindeki serin ve treonin amino asitlerinden fosforile olurlar
(Su ve Karin 1996; Meskiene ve ark. 1998; Mizoguchi ve ark. 1998; Schenk ve
Snaar-Jagalska 1999; Bogre ve ark. 2000; Zang ve ark. 2001; Zwerger ve Hirt
2001; Mundy ve Schneitz 2002; Tang ve Innes 2002; Kim ve ark. 2003; Rakwal
ve Agrawal 2003; Nakagami ve ark. 2005). Bitki MAPKK’lerinde S/T-Xs-S/T
motifi bulunurken hayvanlarda S/T-X3-S/T motifi bulunmaktadir (Mizoguchi ve
ark. 1997; Ichimura ve ark. 1998b; Liu ve ark. 2000; Wrzaczek ve Hirt, 2001;
Zwerger ve Hirt 2001; Ichimura ve ark. 2002).

Putatif MAPKK analizlerinde, N terminallerinde MAPK-baglanma bolgesi
motifi K/R-K/R-K/R-X1-6-L-X-L/V/I (Cardinale ve ark. 2002; Ichimura ve ark.
2002; Jonak ve ark. 2002; Nakagami ve ark. 2005) Medicago SIMKK (stres-
indiikleyici MAPKK)’sinde (Quaked ve ark. 2003) rastlanmisg fakat bunun
MAPKK aktivasyonu i¢in yeterli olmadigi saptanmistir (Nakagami ve ark. 2005).
Ciinkii bu motife hayvan MAPKK’lerinde rastlanmaktadir ve fonksiyoneldir
(Ichimura ve ark. 2002). Bitki MAPKK lerinde aktif bolgedeki motif S-T-X-X-G-
T-X-X-Y-M-X-P-E-R’ dir (Tena ve ark. 2001).

MAPKK’lerin MAPK sinyal modiillerinde en az iiyeye sahip oldugu
gozlenir. MAPKK’ler yiiksek substrat spesifitesine sahiptirler ve MAPK
modiiliinin MAPKK — MAPK kismiin minimal varyasyonuna izin verir. iki
protein kinazin birlesmesi muhtemelen sinyal giiciinii arttirict etki yapar ve
sonrasinda protein fosfatazlar tarafindan geri besleme (feed-back) inhibisyonla
sinyal sona erdirilerek sinyal aktivasyonunun siiresi belirlenmis olur (Schenk ve

Snaar-Jagalska 1999; Bogre ve ark. 2000).
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Bulunduklar1  bitki tiirlerine ve biyolojik fonksiyonlarina gore

gruplandirilmis MAPKK enzimleri Cizelge 1.3.’de gosterilmistir.

Cizelge 1.3. Biyolojik fonksiyonlarina goére gruplandirilmis bitki MAPKK’leri (Kiiltz 1998;
Nakagami ve ark. 2005)

MAPKK Bitki Adi Grup Biyolojik Fonksiyonu
Soguk, kuraklik, yiiksek tuz,
AtMKK1 Arabidopsis thaliana Al oksidatif stres, yaralanma, bakteriyel
kaynakli sinyal
AtMKK1 Arabidopsis thaliana Al Soguk, yiiksek tuz stresi
MsPRKK Medicago sativa Al Fungal kaynakli sinyal
AtMKK6/AtANQ1 | Arabidopsis thaliana A2 Sitokinez
NtMEKI/NtNQK1 | Nicotiana tabaccum A2 Sitokinez, hiicre 6liimi, bakteriyel
kaynakli sinyal
OsMEK1 Arabidopsis thaliana A2 Soguk stresi
ZmMEK1 Zea mays A2 Kok apeksinin cogalmast
AtMKK4, . . . . .
AMKKS Arabidopsis thaliana Cl1 Bakteriyel kaynakli sinyal, HR
MsSIMKK Medicago sativa C1 Agir metal, hiperozmotik stres,

fungal kaynakl sinyal, etilen sinyali
HR, hiicre oliimii, bakteriyel kaynakli

NtMEK2 Nicotiana tabaccum C1 sinyal, etilen sinyali, polen
cimlenmesi
LeMKK?2 Lycopersicum C1 Bakteriyel kaynakli sinyal
esculentum
PcMKKS5 Pisum Cl Fungal ve bakteriyel kaynakli sinyal
LeMKK4 Lycopersicum D1 Bakteriyel kaynakli sinyal
esculentum

Ichimura ve arkadaslarina gore Arabidopsis thaliana genomu iizerinde
yapilan kapsamli arastirmalarda bu bitkiye ait MAPKK enzimleri dort ana gruba
ayrilmistir (Cizelge 1.4.) (Ichimura ve ark. 2002).

A grubu MAPKK ler tiim abiyotik streslerde aktive olmaktadirlar. Ayrica
hiicre boliinmesinde de rol oynamaktadirlar. B grubu MAPKK’ler, NTF2
(cekirdek tasima faktorii, nuclear transport factor) domeini’nin ender yapisal
ozelliklerini tasirlar. NTF2, RAN-GDP (RAN: Ras- ile ilgili cekirdek proteini-
Guanozin difosfat)’ye baglanarak RAN-GDP’nin c¢ekirdek disina taginmasinda
arabuluculuk yapan Kkiiciik bir proteindir. C ve D grubu MAPKK’ler intron
bolgeleri icermezler. C grubu MAPKK’ler, A grubu MAPKK’ler gibi stres-
yanitlama faktorlerini igerirler. Tuz ve elicitor streslerinde indiiklenirler. D grubu

MAPKK ’lerin fonksiyonlar heniiz bilinmemektedir (Ichimura ve ark. 2002).
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Cizelge 1.4. Arabidopsis thaliana’daki MAPKK enzimlerinin gruplandirilmasi

Grup Adr A. thaliana’daki Diger Bitkilerde
LeMEK]I (L. esculentum), NtSIPKK (N.
. tabacum), MsPRKK (M. sativa) (A1),
A AtM’;’;{ﬁ%’fﬁ)(Al)’ NtMEK] (N. tabacum), OsMEKI,
OsMKK1 (0. Sativa), ZeMEKI (Z. mays)
(A2)
B AtMKK3 (B1) NINPK2 (N. tabacum) (B1)
NtMEK? (N. tabacum), MsSIMKK (M.
c AtMKK4, AIMKKS (C1) sativa), ZnMAPKK1 (Z. mays) (C1)
D AtMKK7, AtMKKS8, AtMKK9,
AtMKKIODL | T

Arabidopsis thaliana’da soguk ve tuz streslerinin sinyal iletiminde gorev
yapan MKK?2 adli bir MAPKK ve bu enzimin subtrati olarak sinyal iletiminde
gorevli iki tane MAPK (MPK4 ve MPK6) enzimi izole edilmistir (Teige ve ark.
2004).

Son yillarda MAPK metabolik yolunu inhibe eden kiigiik molekiillii
inhibitorlerin potansiyel kanser tedavi ajanlart olarak gelistirilmesi dikkat
cekmektedir. Cesitli hiicresel streslerde ve sitokinezde rol oynayan proinflamator
sitokininlerin aktivasyonunda MAPK metabolik yolu 6nemli rol oynamaktadir.
Ozellikle MAPKK, ERK ve p38 MAPK lerin inhibitorleri, proinflamator genlerin
uyarilmasini onlemede etkindirler (Newton ve ark. 2000). PD98059 (2'-amino-
3'methoxyflavone) (Berman ve ark. 1998; LaMontagne ve ark. 2000; Kim ve ark.
2002) ve U0126 (1,4-diamino-2,3-dicyano-1,4-bis (2-aminophenylthio)
butadiene), spesifik MAPKK inhibitorleridir (Saawedra ve ark. 1999; Newton ve
ark. 2000). Insan brons epiteli hiicrelerinde; PD98059, bir mitogen-activated
protein kinase kinase olan MEKI’in ; U0126, hem MEKI hem de MEK2 nin,
SB203580, 4-(4-fluorophenyl)-2-(4-methylsulphinylphenyl)-5-(4-pyridyl) 1 H-
imidazole) p38 MAPK’in inhibitorii olarak kullanilmistir. Bu maddeler genel
MAPK inhibitorleri olarak adlandirilmaktadirlar (Newton ve ark. 2000).
Monoterpenlerin biiyiik bir kisminin MAPK metabolik sinyal yolunu aktive eden
ras (MAPKKKK) enzimini inhibe ettikleri bilinmektedir (End 1999; Holstein ve
Hohl 2003; Mo ve Elson 2004).

MAPKK enzimleri iizerine yapilan ¢aligmalarda genel olarak kullanilan

aktivatorler, MAPKK enzimin dogal aktivatorii olan MAPKKK enzimleri
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olmaktadir. Bu enzimlerin aktivasyonu i¢in metabolik yolun G proteinlerinden
baslayarak (ras), raf olarak da adlandirilan MAPKKK’lerin aktivasyonunu
saglamak yeterli olmaktadir (Saawedra ve ark. 1999; Newton ve ark. 2000).

aT3-1 doku kiiltiirii hiicreleri iizerinde yapilan calismalarda, GnRH-a
(Gonadotropin-Releasing Hormon analogu: [D-Trp6] GnRH), MAPKK’1 aktive
etmek icin kullanilmis ve bu sayede dolayli olarak MAPK aktivasyonu saglandigi
bildirilmistir (Reis ve ark. 1997). Bu durum GnRH-a’in bir MAPKK aktivatorii
gibi kullanilabilecegini gostermektedir.

Memeli MAPKK’leri {izerine yapilan bir ¢alismada, 3 altgrup insan
MAPKK’sinin (MEKI, MKK4-7, MKK3-6) DVD olarak adlandirilan (Conserved
Docking Site, korunmus birlegsme bolgesi) ve katalitik domein’inin C terminal
ucundaki 24 amino asitlik bolgesi mutasyona ugratilmistir. Bu bolgenin
MAPKKK baglanma bélgesi oldugu ve mutasyon ile hem inhibisyon hem de

aktivasyon kazanabildigi gdzlenmistir (Takekawa ve ark. 2005).
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2. MATERYAL ve YONTEM

Calismamizda kullanilan Origanum onites tohumlari, Ali Osman
SARI’dan (Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii,izmir) temin edilmis ve herhangi bir

irk kaydinin olmadigi bildirilmistir.

2.1. Origanum onites’in Cimlendirilmesi

O. onites tohumlari icinde steril su emdirilmis kurutma kagitlar1 bulunan
petrilere 20-50 adet kadar serpilerek 23°C 1s1da, 12 saat giindiiz ve 12 saat gece
periyodunda Sanyo iklimlendirme kabininde ¢imlendirilmeye birakilmistir (Sekil
2.1). Bir hafta i¢inde primer kok ve govde olusumu gozlenen O. onites tohumlari

segilerek 180°C’de 2 saat firinlanmus toprakla hazirlanmis saksilara aktarilmistir.

10 haftalik 14 haftalik

Sekil 2.1. Laboratuar ortaminda ¢imlendirerek yetistirdigimiz Origanum onites ‘in resimleri
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Iklim kabininde diizenli olarak sulanan bitkiden latex eldivenler
kullanilarak yaprak, gdvde ve kok materyalleri elde edilmistir. Bu materyaller

RNA ve DNA izolasyonunda kullanilmigtir.

2.2. Cahisma Materyalinin Hazirlanmasi

Bitki materyalleri, DNA izolasyonu ¢alismasi icin yikanmis ve % 95’lik
etanolden gecirilmis temiz havanlarda sivi azot kullanilarak 6giitiilmiistiir. RNA
calismalart i¢in, bir gece DEPC’li (diethylpyrocarbonate) suda bekletilmis ve
180°C’de 4 saat firinlanmis havanlarda siv1 azotla 6giitiilmiistiir. Ogiitiilerek toz
haline getirilen materyaller 1.5 mI’lik ependorf tiiplerine yaklasik 50-250 mg arasi

miktarlar halinde alinarak izolasyon i¢in hazir hale getirilmistir.

2.3. Origanum onites Total RNA’simin izolasyonu

Origanum onites toplam RNA’smin izolasyonu, bitki yapraklarindan
TRIzol (Sigma) soliisyonu ile yapilmistir (Chomczynski 1995).

S1v1 azotla ezilerek un haline getirilmis 1.5 ml’lik ependorf tiiplerindeki O.
onites yaprak, govde veya kok materyaline, her 50-100 mg dokuya karsilik 1 ml
Tri-Reagent eklenmistir. TRIzol ile homojenize veya lize edilen 6rnekler —70
°C’de 1 ay saklanabilmektedir. Niikleoproteinlerin tam olarak ayrilmasini
kesinlestirmek icin Ornekler oda sicakliginda 5 dakika bekletilmistir
(Chomczynski 1995).

TRIzol eklenen sivi karisim 4 °C’de 12 000 g’de 10 dk. santrifiijlenmistir.
Bu asamada siipernatant yani iistte kalan s1v1 kisim RNA ve protein icermektedir.
Siipernatant alinmis ve baska bir ependorf tiipiine aktarilarak oda sicakliginda 5
dk. bekletilmistir (Chomczynski 1995).

Her 1 ml Tri-Reagent icin 0,2 ml olacak sekilde kloroform eklenmis ve
ornek sikica kapatilarak 15 sn. giiclii bir sekilde ¢alkalanmigstir. Tiip 2-15 dk. oda
sicakliginda bekletilmistir. Karigtmin bulundugu 4 °C’de 12 000 g’de 15 dk.

santrifiijlenir. Altta bulunan kirmizi organik faz proteinleri, ince bir tabaka
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seklinde ara faz (interfaz) DNA’y1 ve diistte berrak sulu faz ise RNA’y1
icermektedir (Chomczynski 1995).

Sulu faz yeni 1.5 ml’lik ependorf tiipiine aktarilmistir. Her 1 ml TRIzol
icin 0,5 ml izopropanol eklenmis ve 5-10 dk oda sicakliginda bekletilmistir. Daha
sonra tiipler 4 °C’de 12 000 g’de 10 dk. santrifiijlenmistir. Santrifiij isleminin
sonunda RNA peleti tiipiin dibinde bir kenarda goriilmektedir. Stipernatant kismi
dokiilmiis ve pelet her 1 ml TRIzol i¢in 1 ml % 75’lik etanol ile yikanmistir.
Tiipler vorteks cihaziyla calkalanmis ve 4 °C’de 7 500 g’de 5 dk.
santrifiijlenmistir. Pelet yiizer sekildeyse 4 °C’de 12 000 g’de yine santrifiijlenip
¢okmesi saglanmaktadir. Ornekler etanolde 4 °C’de 1 hafta, —20°C’de 1 yil
stireyle saklanabilmektedir (Chomczynski 1995).

Etanolle yikama isleminden sonra etanol dokiilmiistiir. RNA peleti 5-20
dakika siireyle vakumla ya da c¢eker ocakta kurutulmustur. RNA peleti istenilen
miktarda ve calismanin uygunluguna goére su, formamid veya % 0,5’lik SDS ile
¢oziilmiistir. Bu iglemi hizlandirmak i¢in mikropipet ile 55-60 °C’de 10-15
dakika alip verme islemi yapilabilmektedir (Chomczynski 1995).

Bu yontemle elde edilen RNA’nin, spektorofotometrede OD,¢ dalga
boyunda 6l¢iilerek OD260 x diliisyon oran1 x 40 pg/ml formiiliiyle hesaplanarak
1.1673 pg/ul konsantrasyonda ve ODggp280 Oramiyla 1.99 (2 = 1.8) saflikta oldugu
tespit edilmis ve bu materyal RT-PZR (Geri Transkripsiyon Polimeraz Zincir

Reaksiyonu) agsamasinda kalip olarak kullanilmistir.
2.4. Origanum onites DNA’sinin izolasyonu

Calismamizda iki farkli sekilde DNA izolasyonu basariyla kullanilmistir.
DNA Purification Kiti (#K0512, Fermantas) ve klasik CTAB DNA izolasyonu
protokolii DNA izolasyonlarinda basari ile kullanilmistir.

2.4.1. Fermantas DNA Purification Kiti ile Saflastirma

50-100 mg s1v1 azotla 6giitiilmiis O. onites dokusu, 1.5 ml’lik ependorf tiip

icinde 200 pl TE tamponunda ¢oziilmiis ve 400 pul lizis tamponu ile karistirilarak
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65°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Bu siire zarfinda her 5 dk. bir tiipler alt iist
edilerek karistirilmistir.

Inkiibasyon sonunda tiipe 600 ul kloroform eklenmis ve oda 1sisinda 1-2
dakika yavasca alt iist edilmistir. Karisim tiipii 10 000 rpm (dakikadaki dénme
sayis1)’de 2 dk. santrifiijlenmistir. Santrifiij sirasinda ayr1 bir ependorf tiipiine 80
ul kitten gelen 10 x konsantre tampon ile 720 pl steril deiyonize su eklenmistir.
Bu sayede 800 ul 1x tampon elde edilmistir.

Santrifiij sonunda iistte kalan sivi kisim 1x tampon bulunan tiipe eklenmis
ve oda 1sisinda 1-2 dakika alt iist edilmistir. Bu asamada DNA tiip i¢inde sarmal
yapmis halde gozle goriilebilmektedir.

Karigim 10 000 rpm’de 2 dakika santrifiijlemis ve pelet 100 ul 1.2 M NacCl
ile yavasca coziillmiistiir. Bu asamada istege bagli olarak final konsantrasyonu 0.2
mg/ml olacak sekilde Riboniikleaz A (RNase A) eklenip 37°C’de 30 dk. inkiibe
edilerek RNA’lar ortamdan uzaklastirilabilir. Bu islem izolasyon sonunda ayni
kosullarda da yapilabilmektedir.

NaCl ile muameleden sonra veya inkiibasyon sonunda -20°C’de bekletilen
saf etil alkol’den 300 pl tiipe eklenerek -20°C’de 30 dk. bekletilmistir. Daha sonra
tiipler 10 000 rpm’de 3-5 dakika santrifiijlenmistir.

DNA peleti %75’lik etil alkol ile yikanmis ve 15-20 dk. ceker ocakta
bekletilerek kurutulmugstur. Peletler 100 pl steril deiyonize su ile ¢oziilerek

kullanima hazir hale getirilmistir.

2.4.2. Klasik CTAB DNA izolasyonu

Calismadan once 2x CTAB (Hexadecyltrimthylammonium bromide)
tamponu 65°C’de 1sitilmis ve hazir hale getirilmistir. Siv1 azotta dgiitiilmiis 200-
500 mg O. onites dokusu 2ml’lik ependorf tiiplerine alinarak iizerine 800-1500 pl
CTAB tamponu eklenerek homojen hale gelene kadar yavasca pipetlenmistir.
Karigim tiipii 62°C’de 30-60 dakika inkiibe edilmis ve her 5 dk. bir tiipler alt iist
edilmistir.

Karigim tiipiine esit hacimde kloroform:isoamil alkol eklenmis ve 10

dakika boyunca alt iist edilerek karistirtlmigtir. Karistm 7500 rpm’de 10 dakika
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santrifiijlenmis ve iistte kalan s1v1 kisim yeni tiipe aktarilmistir. Aktarilan miktar
ul cinsinden kayit edilmistir.

Aktarilan miktarin 2/3’ii kadar -20°C’de bekletilen isopropanol karigima
eklenmis birkag kere alt iist edildikten sonra -20°C’de 2 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda karigim tiipii 10 000 rpm’de 10 dk. santrifiijlenmistir.

DNA peleti 300 pul % 70’lik etil alkol ile yikanmis ve c¢eker ocakta
kuruyana kadar bekletilmistir. Kuruyan DNA peleti istenilen DNA
konsantrasyonuna gore steril deiyonize suda ¢oziindiiriilmiistiir.

CTAB Litik Tampon Hazirlig::

1 gr CTAB

14 ml 1.4 M NaCl veya 4.095 g toz NaCl

Sml 1 M Tris

2 ml 0.5 M EDTA (EtilenDiamin TetraAsetikasit)

0.5 g PVP (polyvynil pyrodine) 50 ml’ye steril
distile su ile tamamlanmis ve 120°C’de 20 dakika otoklavlanmustir. Steril
edildikten sonra tampona 200 ul merkaptoetanol eklenmistir.

Bu yontemlerle final konsantrasyonu 10 pg olacak sekilde Southern Blot
yonteminde kullanilmak iizere ODygo280 : 1.8-2.0 arasinda degisen kalitede ¢ok

sayida izolasyon yapilmistir.

2.5. Origanum onites RNA ve DNA’sinin Spektrofotometre’de Olciimii,
Miktar ve Kalite Tayini

DNA veya RNA orneklerinin spektrofotometrede 260 ve 280 nm
(nanometre) dalga boylarinda ol¢iimii yapilmistir. Bu 6lgtimlerde 260 ve 280
orani RNA ve DNA’nin kalitesini gostermektedir ve = 1.8 olmalidir. RNA ve
DNA peleti hangi madde ile ¢ozdiiriilmiisse o madde kor olarak kullanilmustir.
Olgiim isleminde 6rneklerin cihazda okunabilmesi i¢in 100 veya 200 kat diliisyon
yani sulandirma islemi yapilmistir. Bu islemden sonra spektrofotometrede okunan
degerler ile asagidaki formiil kullanilarak RNA ve DNA miktar1 saptanmaistir.

RNA miktar1 = Odygp x diliisyon katsayis1 x 40 pl/ml

DNA miktar1 = Odae x dillisyon katsayis1 x 50 pl/ml
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2.6. Origanum onites MAPKK Enziminin Orta Bélgesini Klonlamak icin

Yaribozuk Primerlerin Tasarim

Origanum onites bitkisiyle yapilan genetik ve molekiiler ¢alismalarin az
olmasindan dolay1 bu bitkiye ait genetik bir dizi veya kodon bilgisi gen
bankasinda bulunmamaktadir. O. onites bitkisinden ilk kez bir MAPKK geni
klonlanacagindan bu genin 3’ve 5’ uclarini bilinmemektedir. Bu nedenle genin
once korunmus orta bolgesinin klonlanmasi gerekmnektedir. O. onites bitkisinin
MAPKK ailesi iiyelerinden bir tanesinin orta bolgesini klonlayabilmek icin, yakin
bitki tiirlerinden MAPKK enziminin gen bilgisi mRNA dizi seviyesinde
tamimlanmis ve CLUSTAL W 1.83 analiz programi ile hizalanmistir (Sekil 2.2).
Bu hizalama sayesinde MAPKK ailesi iiyelerinin gen bilgilerinde korunmus ortak
bolgeler saptanarak bu bolgelerden uygun yerlere yaribozuk (dejenere) olarak
ifade edilen primerler dizayn edilmistir. Sekil 2.2°de ileri (forward) ve geri
(reverse) olmak iizere bir cift primer bolgesi se¢ilmistir. Bu primerler HindIII-F-
YbKK; “5° ACGAAGCTTATTGGNAARGGAARHGGTGG 3’7 (forward) ve
HindIII-R-YbKK; “5° ACGAAGCTTGGMGMCATATARTTGTADGTBCC 3° ”
G/A, Y= C/T, W= A/T, M= A/C, K= G/T, S= C/G, H=
C/G/T, D= A/G/T, N= G/A/T/C) olup Biogen firmasina
Bu PZR

(reverse) seklinde (R=
A/C/T, V= A/C/G, B=

sentezlettirilmistir. primerlerle  kurulan (Polimeraz ~ Zincir

Reaksiyonun)’dan sekil 2.2°deki primerler arasinda kalan mesafeye gore yaklasik

400-500 bg (baz ¢ifti)’lik bir iiriin beklenmistir.

L.esculentum-MAPKK  ATGAAGAAAGGATCTTTTGCACCTAATCTTAAACTCTCTCTTCCTCCTCCTGATGAAGTT 60
M.sativa-MAPKK ATGAAGAAAGGAAATTTGGGTCTCGGTCTCAAACTCTCTGTTCCTCARACTGATCAAGTT 60
A.thaliana-ATMKK2 ATGAAGAAAGGTGGATTCAGCAATAATCTCAAGCTCGCAATTCCTGTTGCTGGCGAGCAA 60
0.Sativa-MAPKK1 ATGAGGGGGAAGAAGCCGCACAAGGAGCTCAAGCTCTCCGTGCCT--~GCGCAGGAGACG 57
7 .mays-ZmMEK1 ATGAAGGGGAAGAAGCCGGTCAAGGAGCTCAAGCTCACCGTGCCG---GCGCAGGAGACC 57
N.tabacum-MAPKK ATGAAGACGACGAAGCCATTGAAGGAACTTAAGCTCTCTGTACCT---GCTCAAGATACC 57
* ok ok ok * * x * * * Kk * * * % * *
L.esculentum-MAPKK  GCTCTCTCCAAATTCCTGACTGAATCAGGAACATTTAAGGATGGAGATCTTCTGGTGAAT 120
M.sativa-MAPKK GCTTTTGCAAAGTTTCTGACTGAAAGTGGAACGTTTAAGGATGGAGATCTGCTTGTTAAC 120
A.thaliana-ATMKK2 TCCATCACCAAATTCCTGACTCAAAGCGGTACGTTTAAGGATGGAGATCTACGTGTTAAC 120
0.Sativa-MAPKK1 CCCGTCGACAAGTTCCTGACCGCGAGTGGTACATTCAAGGATGGTGAACTGCGGCTTAAT 117
7 .mays-ZmMEK1 CCGGTAGACAAGTTCCTGACGGCAAGTGGCACGTTCAAGGATGGTGAGCTGAGGCTCAAT 117
N.tabacum-MAPKK CCTATCTCTAGCTTCTTGACAGCTAGTGGAACCTTTCACGACGGCGATTTACTTTTGAAC 117
* * * * %k * Kk kK *k kK kok *  kk kk kK * * kK
L.esculentum-MAPKK  AGAGATGGAGTTCGAATTGTTTCGCAGAGTGA---AGTTGCAGCTCCTTCAGTTA-—-TA 174
M.sativa-MAPKK AGAGACGGTGTTCGAATTGTTTCTGAGACTGA-~~AGTTGAAGCTCCACCCCCAA-—~TC 174
A.thaliana-ATMKK2 AAGGATGGAGTTCGAATCATTTCTCAATTGGA---GCCTGAAGTCCTGTCTCCAA-—-TT 174
0.Sativa-MAPKK1 CAAAGAGGTTTGCAGCTTATATCCGAGGAAACTGCAGATGAACCTCAGTCAACAAACCTG 177
7 .mays-ZmMEK1 CAGAGCGGCTTGCGGCTTATCTCTGAGGAAAACGGGGATGAAGATGAATCTACAAAGCTG 177
N. tabacum-MAPKK CAGAAAGGACTGAGATTGATCTCTGAAGAGA—————— ATGAATCTCCGGCCTCAGAAACT 171
* * * * kK * * Kk K *
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ZNO PR ZNO PR ZNO PR ZNOop R ZNOo R ZNO PR ZNOo PR ZNOo R

ZNOo R

.esculentum-MAPKK
.sativa-MAPKK
.thaliana-ATMKK2
.Sativa-MAPKK1
.mays-ZmMEK1
.tabacum-MAPKK

.esculentum-MAPKK
.sativa-MAPKK
.thaliana-ATMKK2
.Sativa-MAPKK1
.mays-ZmMEK1

. tabacum-MAPKK

.esculentum-MAPKK
.sativa-MAPKK
.thaliana-ATMKK2
.Sativa-MAPKK1
.mays-ZmMEK1
.tabacum-MAPKK

.esculentum-MAPKK
.sativa-MAPKK
.thaliana-ATMKK2
.Sativa-MAPKK1
.mays-ZmMEK1

. tabacum-MAPKK

.esculentum-MAPKK
.sativa-MAPKK
.thaliana-ATMKK2
.Sativa-MAPKK1
.mays—-ZmMEK1

. tabacum-MAPKK

.esculentum-MAPKK
.sativa-MAPKK
.thaliana-ATMKK2
.Sativa-MAPKK1
.mays—ZmMEK1

. tabacum-MAPKK

.esculentum-MAPKK
.sativa-MAPKK
.thaliana-ATMKK2
.Sativa-MAPKK1
.mays-ZmMEK1
.tabacum-MAPKK

.esculentum-MAPKK
.sativa-MAPKK
.thaliana-ATMKK2
.Sativa-MAPKK1
.mays-ZmMEK1
.tabacum-MAPKK

.esculentum-MAPKK
.sativa-MAPKK
.thaliana-ATMKK2
.Sativa-MAPKK1
.mays-ZmMEK1
.tabacum-MAPKK

CAGCCATCAGACAACCAGTTATGCTTAGCTGATTITGAAGCAGTAAAAGTTATTGGAAAG 234
AAGGCAACAGACAACCAGTTAAGTTTGGCAGACATAGACATAGTGAAAGTTGTTGGAAAG 234
AAGCCAGCTGATGATCAGCTGAGCTTGTCGGATTTGGATATGGTTAAAGTCATTGGCAAA 234
AAGGTGGAAGATGTTCAGTTGTCAATGGATGACCTTGAGATGATTCAAGTCATTGGTAAG 237
AAGGTGGAAGATGTGCAGTTATCAATGGATGATCTTGAGATGATTCAAGTCATTGGCAAA 237
AAGGAGATAGATCTTCAGTTCTCATTGGAAGATCTTGAAACCATCAAAGTCATCGGGAAG 231
* % * x * Kk Kk K * * % * kK * * Kk Kk *  kk Kk k
S55>555>>>>
GGAAATGGTGGTATAGTGCGGCTGGTTCAGCATAAATGGACAGGGCAATTTTTCGCTCTC 294
GGAAACGGAGGGGTGGTTCAATTGGTGCAACACAAATGGACTAATCAGTTTTITTGCATTA 294
GGAAGTAGTGGTGTTGTTCAGCTGGTTCAACACAAATGGACTGGCCAATTTTTCGCCTTG 294
GGGAGTGGTGGTATCGTCCAACTAGTTCGGCACAAGTGGGTGGGGACATTATATGCCTTG 297
GGAAGCGGTGGTGTTGTCCAGCTAGTGAGGCACAAATGGGTGGGCACATTATTTGCCTTA 297
GGAAGTGGTGGTGTTGTTCAACTTGTTCGCCATAAATGGGTTGGAACATTIGTITTIGCTTTG 291

* Kk K * Kk * kx K * Kk * Kk KKk KKk * Kk * % *

>>>>>>>>>>> Hind-III-FYbKK

AAGGTTATTCAGATGAATATTGATGAGTCTATGCGCAAACATATTGCTCAAGAACTGAGA 354
AAGATAATTCAAATGAATATTGAAGAGTCCGTGCGCAAACGGATAGCTAAAGAGCTGAAA 354
AAGGTCATTCAACTAAATATTGATGAAGCAATTCGCAAGGCAATTGCACAAGAGCTCAAA 354
AAGGGCATACAAATGAACATTCAAGAGGCAGTTCGCAAACAAATAGTACAAGAGCTCAAA 357
AAGGGTATTCAAATGAACATTCAGGAGTCAGTTCGTAAACAGATAGTACAGGAGCTCAAA 357

AAGGTTATCCAGATGACTATACAGGAAGATATTCGTAAGCAGATAGTGCAAGAACTGAAA 351
* kK kk kk ok kKK Kk koK * kx ok x *x x * kk kx x *

ATTAATCAGTCATCCCAGTGTCCATATGTTGTCATATGCTATCAGTCGTTCTTCGACAAT 414
ATTAATCAAGCAGCACAGTGTCCTTATGTTGTTGTCTGCTACCAGTCATTCTATGACAAC 414
ATAAATCAATCGTCACAGTGTCCAAATCTTGTTACCTCGTACCAGTCATTTTATGACAAT 414
ATAAATCAAGCAACACAGAACGCACATATAGTCCTTTGCCACCAATCTTTCTACCATAAT 417
ATAAACCAAGCAACACAGAGCCCTCATATAGTTATGTGCCATCAATCTTTTTACCACAAT 417
ATAAATCAAGCATCACAATGTTCACATGTTGTTGTATGCTACCACTCTTTCTATCACAAT 411

*Kk KKk Kk * * Kk x * *k Kk KK * * kK KKk Kk Kk * kK

GGTGCTATATCCTTGATTTTGGAGTATATGGATGGTGGTTCCTTAGCAGATTTTCTGAAA 474
GGTGTCATATCAATCATTTTAGAGTACATGGATGGAGGCTCCATGGCTGATCTTCTGAAG 474
GGCGCAATCTCACTAATCTTGGAGTACATGGACGGAGGATCTCTAGCAGACTTTCTCAAG 474
GGTGTAATATATCTTGTTCTAGAATACATGGACCGTGGATCTCTTGCAGATATCATTAAA 477
GGTGTAATATATCTITGTTCTTGAGTACATGGACCGTGGATCGCTTGCAGACATTGTTAAG 477
GGAGCTATTTCTCTGGTTCTTGAGTATATGGACCGTGGGTCTTTAGCTGACGTAATCAGG 471

* K K * kK * * *okk ok ok kokok ok ok * ok k koK * ok k Kok * * x

AAGGTCAAAACAATACCTGAACGATTTCTTGCTGTTATCTGCAAACAGGTTCTCAAAGGC 534
AAAGTTAAAACAATACCAGAGCCTTATCTTITCTGCCATTTGTAAGCAGGTTCTGAAGGGT 534
TCAGTTAAAGCCATCCCTGACTCCTATCTTTCTGCCATCTTTAGACAAGTGCTTCAAGGA 534
CAAGTCAAAACAATTCTGGAGCCATACCTGGCAGTACTTTGCAAACAGGTTTTGGAGGGT 537
CAAGTGAAGACTATTCTGGAGCCATACCTTGCAGTACTTTGTAAGCAGGTCTTGGAGGGT 537
CAACTTAAGACTATTCTTGAACCATATCTCGCAGTTGTTTGCAAGCAGGTTTTACAAGGT 531

* ok k * kk o x * K * * ok * x * K * Kk Kk * * kK

TTGTGGTATCTTCATCATGAGAAGCATATTATTCACAGGGATTTGAAACCTTCGAATTTG 594
TTAATATATCTTCACCATGAAAGACACATTATCCACAGAGACTTGAAGCCTTCTAATTTG 594
TTAATCTATCTTCATCACGATAGGCATATCATCCATCGTGACTTGAAACCATCCAATCTG 594
CTACTGTATCTTCATCATGAAAGGCATGTGATTCACAGGGATATAAAGCCATCTAACTTG 597
TTATTGTATCTTCATCATCAAAGGCACGTGATTCACAGGGACATAAAACCATCTAACTTG 597
CTTGTCTACTTGCATAACGAAAGACATGTTATCCACAGAGACATAAAGCCATCAAACTTG 591

* ** * kK * * x ** * kK Kok * kK Kk kk Kkk kk KKk **

CTAATCAATCACAGAGGTGATGTCAAAATCACAGACTTTGGTGTGAGTGCAGTACTAGCA 654
TTGATCAATCACACAGGCGAGGTTAAGATTACTGATTTTGGTGTTAGTGCAATTATGGAA 654
TTGATCAACCACAGAGGAGAAGTCAAAATAACTGACTTTGGTGTGAGTACCGTTATGACA 654
TTAGTTAACCGTAAAGGTGAAGTAAAGATTACCGATTTTGGGGTAAGTGCGGTGCTAGCA 657
TTGGTCAACCGTAAAGGTGAAGTCAAGATTACCGACTTCGGAGTGAGTGCTGTGCTAGCA 657

TTAGTGAACCACAAAGGAGAAGTTAAAATTACTGATTTTGGTGTAAGTGCAATGCTAGCC 651
ko k kk ok Kk kkk kk kk kx kK Kk Kkk Kkk kk kx kkk K* Kk K

AGCACATCTGGACTGGCCAATACCTTTGTCGGCACATACAACTATATGTCTCCAGAGAGA 714
AGTACATCTGGTCAAGCAAATACTTTCATTGGCACATACAACTATATGTCTCCAGAGAGA 714
AACACCGCAGGTTTAGCAAACACATTTGTGGGGACTTACAATTATATGTCTCCAGAGAGA 714
AGTTCAATGGGTCAGCGGGATACGTTTGTTGGAACCTACAACTATATGGCGCCTGAGCGT 717
AGCTCAATAGGTCAGCGAGATACATTTGTTGGAACCTACAACTATATGGCGCCTGAGCGG 717
AGCTCTATGGGTCAAAGAGATACATTTGTTGGGACTTACAATTACATGGCACCTGAAAGG 711

* * * % * Kk Kk * Kk Kk Kkkhkkkk Kk KKk K Kk Kxk *

<<<<<<<<K<<L<<<<<<<< Hind-III-RYbKK
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.esculentum-MAPKK
.sativa-MAPKK
.thaliana-ATMKK2
.Sativa-MAPKK1
.mays-ZmMEK1

. tabacum-MAPKK

ZNOo R

.esculentum-MAPKK
.sativa-MAPKK
.thaliana-ATMKK2
.Sativa-MAPKK1
.mays-ZmMEK1

. tabacum-MAPKK

ZNO PR

.esculentum-MAPKK
.sativa-MAPKK
.thaliana-ATMKK2
.Sativa-MAPKK1
.mays—-ZmMEK1
.tabacum-MAPKK

ZNOo Rt

.esculentum-MAPKK
.sativa-MAPKK
.thaliana-ATMKK2
.Sativa-MAPKK1
.mays-ZmMEK1

. tabacum-MAPKK

ZNOo R

.esculentum-MAPKK
.sativa-MAPKK
.thaliana-ATMKK2
.Sativa-MAPKK1
.mays-ZmMEK1
.tabacum-MAPKK

ZNOo R

.esculentum-MAPKK
.sativa-MAPKK
.thaliana-ATMKK2
.Sativa-MAPKK1
.mays-ZmMEK1

. tabacum-MAPKK

ZNOo R

.esculentum-MAPKK
.sativa-MAPKK
.thaliana-ATMKK2
.Sativa-MAPKK1
.mays-ZmMEK1

. tabacum-MAPKK

ZNO PR

ATTTCAGGAGG—————— TGCCTATGATTACAAAAGCGACATTTGGAGCTTGGGTTTAGTC
ATCAATGGAAGCCAACGTGGCTACAACTACAAAAGTGATATATGGAGTTTGGGACTGATA
ATCGTTGGAAA-—————— CAAGTACGGAAATAAAAGTGATATATGGAGCTTGGGTTTAGTA
ATTAGTGGAAG—————— CTCCTATGACTACAAGAGTGACATATGGAGTTTGGGCTTAGTA
ATTAGTGGTAG—————— CACTTATGACTACAAAAGTGACATATGGAGTTTGGGCTTAGTT
ATAAGTGGAAG—————— TACCTATGACTACAAGAGTGATATCTGGAGCTTGGGCATGGTC
* * * * * * kk kk kk kk Kkhkkkk Kkhkkkk * *

TTGCTCGAGTGTGCAACAGGTCATTTCCCATATAAACCACCCGAGGGAGATGAAGGATGG
TTGCTGGAGTGTGCTATGGGGCGGTTTCCTTACACACCACCAGATCAAAGTGAAAGATGG
GTACTCGAATGTGCAACAGGAAAGTTCCCTTATGCACCTCCGAATCAAGAGGAAACATGG
ATACTCGAGTGTGCCATTGGTCGGTTCCCCTATATACCTTCAGAAGG-—-GGAAGGTTGG
ATACTTGAGTGTGCCATTGGCCGGTTCCCTTATATACCTTCGGAAGG-—-TGAAGGTTGG
ATCCTTGAATGTGCTATTGGACGTTTTCCATACATACAGTCGGAGGACCAGCAAGCATGG

* kK Kk kkkkk Kx ** *k kK KK ** * * * * ** K

GTCAATGTCTATGAACTTATGGAAACCATAGTTGACCAACCAGAACCTTGTGCACCTCCT
GAAAGTATATTTGAGCTTATTGAAACTATTGTGGATAAACCTCCTCCTAGTGCTCCATCT
ACCAGTGTTTTCGAGTTGATGGAAGCCATTGTTGACCAACCGCCACCCGCTCTTCCTTCA
TTAAGCTTCTACGAATTATTAGAAGCAATTGTTGACCAGCCACCACCCTCTGCACCAGCG
TTAAGCTTTTATGAACTTCTGGAGGCCATTGTCGATCAGCCACCACCTTCTGCACCTGCA
CCGAGCTTTTATGAGCTTCTGGAGGCTATTGTTAGCAGTCCACCACCGTCTGCTCCAGCA

* * x * ok * * oKk * kK kK * ok ** * * ok *

GACCAATTTTCTCCACAATTCTGCTCATTCATATCTGCATGTGTCCAGAAGCACCAGAAG
GAACAATTTTCCTCAGAATTTTGCTCATTTATCTCTGCATGTCTACAGAAAGACCCAGGA
GGAAATTTCTCCCCTGAGTTATCTTCATTCATCTCCACATGTTTGCAGAAGGATCCAAAC
GACCAGTTCTCTCCAGAATTTTGTGCATTTATCTCCTCCTGCATACAAAAGGATCCTGCG
GATCAGTTCTCTCCAGAATTCTGCTCATTTATCTCCTCTTGCATACAGAAAGATCCGGCT
GATCAATTTTCCCCAGAATTCTGTTCATTTGTTTCTGCTTGCATACAAAAGGACCCAAGG

* * kK kK * * kk K * kK Kk *  kk * koK K kk koK * x

GACAGACTGTCGGCAAATGATCTCATGAGTCACCCTTTCATCACCATGTACGATGACCAG
AGCAGACTGTCGGCTCAGGAACTTATGGAACTTCCTTTCATCAGCATGTATGATGACTTG
AGTCGAAGCTCTGCAAAGGAACTGATGGAACATCCTTTCTTGAACAAATACGACTACTCG
GAGCGGATGTCTGCTTCAGAACTCTTGAATCATCCTTTCATCAAGAAGTTTGAGGATAAG
CAGAGGATGTCTGCTTCAGAACTCTTGAATCACCCTTTTTTGAAGAAGTTCGAGGATAAG
GATAGATCTTCAGCTTTGGACCTTTTGAGCCACCCTTTCATTAAGAAGTTTGAAGACAAA

* KKk Kk Kk KK ** * Kk kKK *  x * * ** *

GATATCGATCTTGGATCTTACTTCACTTCCGCAGGACCTCCATTGGCAACACTTACTGAG
CATGTGGATCTCTCAGCTTATTTCTCCGATGCAGGATCTCCACTCGCAAC-CTTATAA-—
GGGATCAATCTCGCGTCCTACTTCACAGATGCAGGATCGCCACTTGCAACACTTGGGAAC
GATTTAGACCTGCGCATTCTTGTCGAGAGCCTTGAACCTCCAATGAATATATCCGAGTAA
GACTTAAACCTGGGGATTCTTGTGGAGAACCTGGAACCTCCAATGAATATACCCGAATAG
GACATAGATTTCGGCATACTTGTGAGTAGCCTGGAACCTCCTGTAAATTTTCCAAGATAA

* * * * * Kk K Kk *

768
774
768
771
771
765

828
834
828
828
828
825

888
894
888
888
888
885

948
954
948
948
948
945

1008
1014
1008
1008
1008
1005

1068
1071
1068
1068
1068
1065

Sekil 2.2. O. onites MAPKK enziminin orta bolgesini klonlamak igin gerekli yaribozuk

primerlerin dizayni. >> Hind-II-FYbKK ileri(forward) primer bolgesi, << Hind-III-

RYbKK geri (reverse) primer bolgesi. Gen Bankas1 Kodlari: Lycopersicon esculentum
MAPKK (LeMKK3) AY691332, Nicotiana tabacum mRNA for NOKI MAPKK
ABO055514, Arabidopsis thaliana ANQ1/AtMKK6 AB104460, Zea mays ZmMEK]I
U83625, Oryza sativa MAPKKI1 AF216314, Medicago sativa subsp. x varia
AJ293275dir (* ortak niikleotidleri gostermektedir)
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2.7. Stok ve Calisma Primer Soliisyonlarimin Hazirlanmasi

Dizayn edilen primerler iiretici firmaya siparis verilmis ve gelen primerler
liyofilize yani toz halinde oldugundan bu primerlerden stok ve calisma
soliisyonlar1 hazirlanmistir. Primer bilgi formunda 100 uM’lik stok soliisyon i¢in
tiipe eklenecek steril deiyonize su miktar1 verilmektedir. Bu islem yapildiktan
sonra 2.5 uM’lik calisma soliisyonu hazirlamak icin 2.5 pl stok soliisyonundan

almarak 97.5 pl steril deiyonize su ile 100 ul’ye tamamlanir.

2.8. RT-PZR (Geri Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

2.8.1 RT Reaksiyonu

Moloney Murine Leukemia Viriisii tarafindan kodlanan MMLV geri
(reverse) Transkriptaz (MMLV RT) enzimi, RNA’ya bagmli bir DNA
polimerazdir. Bu enzim bir primerin hibridize oldugu tek iplikli kalip RNA’ya
karsilik gelen (komplementer) cDNA’nin ilk ipligini sentezler. MMLV RT enzimi
ayrica tek iplikli DNA ile hibridize olan primerleri de uzatmaktadir MMLV RT
c¢DNA’nin ikinci ipliginin sentezi, bazt mRNA kaliplarinda ilave DNA polimeraza
gerek kalmaksizin basarilabilmektedir. Kalip RNA’nin pg’1 bagina 5 iinite MMLV
RT enzimi tiim cDNA sentezi icin yeterli miktardir. Avian myeloblastosis virus
(AMV)’den elde edilen AMV geri transkriptaz enzimi de RT reaksiyonlarinda
kullanilmaktadir. Bu iki enzim arasindaki en biiyiik farklilik ise bu enzimlerin
sahip oldugu RNaz H aktivitesidir. M-MLV geri transkriptaz’in RNaz H aktivitesi
Avian myeloblastosis virus (AMV)’den elde edilen geri transkriptaz’a gore daha
zayifir. AMV RT’deki yiiksek diizeyli RNaz H aktivitesi sebebiyle AMV
enzimiyle normalde sentezlenecek olan toplam iirin DNA’nin  boyu
kisaltmaktadir. M-MLV geri transkriptaz’in diger bir ozelligi de AMV geri
transkriptaz enzimine gore daha yiiksek sicakliklarda bile iyi ¢alismasidir. Bu
yiizden RT reaksiyonunda M-MLV geri transkriptaz enzimi kullanilmistir (Roth
1985; Sambrook 1989).
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RT reakisyonu icin RevertAid First Stand cDNA Synthesis (#K1622
Fermantas) kiti kullanilmigtir. Tiim basamaklar kit prosediiriine gore yapilmistir.

[k asamada RNA izolasyonundan elde edilen RNA &rneginden reaksiyona
3 pg girecek sekilde 0.5°lik PZR tiiplerine buz i¢inde alinmis ve 1 pl (0.5 pg/ul)
oligo dT;g primeri eklenerek hacim 12 pl’ye steril deiyonize su ile
tamamlanmistir. Damlacik olusumunu 6nlemek i¢in tiipe santrifiijde kisa bir spin
attirllmigtir. Reaksiyon tiipii 70°C’de 5 dk. tutulmus ve buza konulmustur.

Buz i¢inde reaksiyon tiipiine sirasiyla;

5x reaksiyon tamponu 4 ul
Ribolock Riboniikleaz inhibitor (20 u/ul) Il
10 mM dNTP mix 2 ul

eklenmis ve 37°C’de 5 dk. inkiibe ettikten sonra 1 pul M-MuLV reverse
transcriptase (200 u/ul) enzimi eklenmis ve 42°C’de 60 dk. inkiibe edilmistir.

Enzimi inhibe etmek i¢in reaksiyon tiipii 70°C’de 10 dk. inkiibe edilmistir.
Siire sonunda reaksiyon buza konmustur. Uzun siire saklanmasi diisiiniilen

reaksiyonlar -20°C’ye kaldirilmaktadir.

2.8.2. RT-PZR

PZR (polimeraz zincir reaksiyonu), her biri hedef DNA dizisinin bir ucuna
tamamlayict olacak sekilde ileri ve geri oligoniikleotid primerler kullanilarak
DNA zincirinin ¢ogaltilmasidir. Istya dayaniklt DNA polimerazlarla ii¢ basamakli
reaksiyon dongiisiinde primerler ilizerinden uzayan iplik yeni bir kopya DNA’y1
olusturmaktadir. Bu asamalar DNA ipliginin acilmasi (denatiirasyon), primer
primer dizilerinin DNA kalibina oturmasi (anneling) ve DNA polimeraz enzimin
primerlerden uzayarak yeni kopya zinciri sentezlemesi (polimerizasyon)
seklindedir (Sekil 2.3) (Mullis ve Faloona 1987; Sharma ve ark. 2002; Turner ve
ark. 2004).

Asagida calismamizda ¢ogunlukla kullanilan standart bir PZR reaksiyonu

(Cizelge 2.1) ve 151 dongiisiiniin zaman profili gosterilmektedir (Cizelge 2.2):
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Cizelge 2.1. Standart PCR reaksiyonunun bilesenleri

Calisma Soliisyonu. Miktar Miktar Final Kabul Edilebilir
Konsantrasyonu (uh) (u Konsantrasyonu Standart Aralhik
H,O 8,8 ul 17,6ul - Hacime tamamlanir.
10x PCR Tamponu 2,5ul Sul 1x 1x
MgCl, 25mM 1,5 ul 3v 1,5 mM 1-5 mM
10x ANTP 2,5 mM 2ul 4 ul 1x 0,2 mM 0,2 mM
cDNA Kalib1 0,001 pg/ul Sul 10 pl 200 pg/ul 10 pg- 1ug/ul
ileri Primer 2,5 uM 2,5ul Sul 0,25 uM 0,1-1 uM
Geri Primer 2,5 uM 2,5ul S5ul 0,25 uM 0,1-1 uM
Taq Polimeraz 5 u/ul ((if/:tll) 0,4 ul 0,04 v/l 2 u/100ul = 0,02 u/pl
Toplam: 25 ul 50 ul
1 Diingii
¢ || oaec] sacc | I
e 0
i"J 2dk. I 15-30sn. ', [ I
! I . \
r, ul 4568 oC I.- 30 sn.- 3dk. !
i I V — l
’ ]
N I 30-60 sn. I A
.f‘ "I
/ l e |
] - =
On i-ift sarmali Frimerin Pimerin Uzamas: B hMuhafaza
A a ATirha oturimasi
Sekil 2.3. Standart bir PZR reaksiyonunun 1s1 dongiisiinii gosteren sema
Cizelge 2.2. Standart PCR reaksiyonunun 1s1 ve zaman profili
Is1 Siire Dongii Sayisi
Baslangic ayrilmasi 94°C 2 dk
Cift ipligin ayrilmasi (Denatiirasyon) 94°C 15 sn-30 sn
primerin oturmasi (Anealing) 50-65 °C 30 sn — 60 sn 25-30x
Uzama (Elongasyon) 72°C 30 sn -3 dk
Final uzamasi 72°C 7 dk.

RT-PZR reaksiyonunda kalip olarak RT reaksiyonunun kendisi veya
uygun diliisyonlar1 kullanilmaktadir. Bu reaksiyonda amag¢ tek iplikli mRNA
dizisinden RT reaksiyonuyla cift iplikli hale getirilen cDNA’larin uygun

primerlerle ¢ogaltmaktir. Calismamizda O. onites MAPKK enzimine ait oldugunu
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diisiindiigiimiiz gen parcasinin orta bolgesini cogaltmak icin asagidaki reaksiyon

kurulmustur.

PZR Reaksiyon bilesenleri (25ul’lik reaksiyon icin):

Steril deiyonize H,O 7.3 ul
10x PCR Tamponu ((NH4)2SO4’lit) 2.5l
MgCl; (2.5 mM) 3ul
dNTP Mix (2.5 mM) 2 ul
Hind-ITI-FYbKK Primer (2.5 uM) 2.5ul
Hind-III-RYbKK Primer (2.5 uM) 2.5 ul
cDNA kalib1 Sul
Taq Polimeraz (5u/ul) 0.2 ul
Toplam: 25 ul

Reaksiyonun Is1 Dongiisii:

94°C 2 dk. 1 dongii
94°C 40 sn.
52°C 50 sn. 35 dongii
72°C 50 sn.

72°C 7 dk. 1 dongii

4°C

2.8.3. RT-PZR Uriiniiniin Miktar Arttirma PZR Sartlar1

[lk RT-PZR reaksiyonundan elde edilen iiriinlerin agaroz jelde goriilen
bantlarinin ince veya silik olmasi durumunda, {riiniin saflastirilmasinda
kullanilmak {izere PZR {iriiniinii miktar olarak arttirmak gerekmektedir. Bu
durumda ilk RT-PZR reaksiyonunun iiriinii ikinci bir PZR reaksiyonuna kalip
olarak kullanilmaktadir ve ayn1 dongii kosullar1 tekrarlanmaktadir. Calismamizda

bu reaksiyon asagidaki gibi kurulmustur:
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RT-RePZR Reaksiyon bilesenleri (25ul’lik reaksiyon icin):

Steril deiyonize H,O 11.8 ul

10x PCR Tamponu ((NH4),SO4’lit) 2.5 ul
MgCl (2.5 mM) 1.5l

dNTP Mix (2.5 mM) 2 ul
Hind-III-FYbKK Primer (2.5 uM) 2.5 ul
Hind-III-RYbKK Primer (2.5 uM) 2.5 ul
cDNA kalib1 2ul

Taq Polimeraz (Su/ul) 0.2 ul

Toplam: 25 ul

RT-PZR reaksiyonunun ayni 1s1 dongiisii kosullarinda reaksiyon

gerceklestirilmistir.

2.9. PZR Uriiniiniin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi

RT-PZR reaksiyonunun iiriinlerinin gorsel olarak tanimlanmasi, iiriinlerin
boyut (baz c¢ifti) ve miktarlarinin tespiti icin agaroz jelde yiiriitiilmeleri
gerekmektedir. Bu yontemde negatif olarak yiiklii olan DNA pargalan (iiriinler),
elektrik akimi verilerek negatif kutuptan pozitif kutuba dogru belli
konsantrasyonlardaki agaroz jelde yiiriitiilmektedirler. Biiyiik iiriinler agaroz jel
porlarindan daha yavas gecerlerken, kiiciik baz c¢iftine sahip iiriinler daha hizli
hareket etmektedirler. Bu sayede iiriinler boyutlarina gore ayrilmis olurlar.

Calismamizda RT-PZR iirtintiniin 10 ul’si, 2 pl 6x yiikleme (loading)
tamponuyla karistinllip % 1.4’liikk agaroz jelin kuyucuklarina yiiklenmistir. Agaroz
jel 0.5x TBE (Tris Borik asit EDTA) tamponunda 90 volt’luk akima maruz
birakilmigtir. RT-PZR iiriiniiyle birlikte iiriin biiyiikliigiinii tespit edebilmek icin
agaroz jele 5 ul marker DNA (1 kb marker, 100 bp marker vb.) yiiklenmistir.

Agaroz jel i¢in gerekli malzemeler:

6x Yikleme tamponu: 10mM Tris-HCI1 (pH 7.6), % 0.03 bromophenol
blue, % 0.03 xylene cyanol FF, % 60 glycerol, 60mM EDTA.
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Kullanilan DNA Marker’lari: Calismamiz genelinde PZR iiriinlerinin
biiyiikliigiinii 6grenmede; Fermantas Gene Ruler 100 b¢ marker, 1 kb marker ve A

(lamda) EcoRI/Hind-III marker’lar1 kullanilmistir (Sekil 2.4).

bp ngfSpg % bp no/05pg - % bp ngdf0.5pg %
000 2|0 HG — 22T 288 438
?: 2000 280 A6 10000 300 6.0
; = 2000 300 60 5148 6531 108
— 800 280 &6 w =
/1200 280 5B eoon 2D 1@ - am Al e
R— ,—"‘ 1000 80.0 16.0 4000 300 &0 o SFwﬁlj* 264 793
o am 270 a4 3800 300 60 e : :
= - 800 270 &4 2000 70.0 14.0
e — [ [ ——
5 - i o - CH0 25D 5D =
S R f:ES %—E ?-j 2 2000 250 50 2 I
El = il [ T — 5 5 — 2097 3 4
o [ 50 60 & 1800 GEal: SHD: o —foi1 96 38
é e — /0 300 60 2 — 1000 60.0 120 _ {584 163 29
=] o 751 250 D 5
i — 30 300 &0 = e ‘ ’ = — 1375 142 28
o] . R = =
- — 20 300 60D BONE. 2l R R
= == — 280 20 &0 A — Q47 98 1585
8 — 100 300 &0 % = — 831 8B T
5 = s
= = = — Afid a8 1.2
- = =
0 5pgfane, Bom length gel, 0.5pg/lane, 8om length gel, 0.5p0/lane, em length gel,
15 TBE, S¥fem, 1h 13 TAE, 74fem, 45min ¥ TAE, Pviem, 45min
a) Gene-Ruler 100 bp plus b) Gene-Ruler 1 kb ¢) A (lamda) EcoRI/Hind-111

Sekil 2.4. Kullanilan DNA marker’lar1. a) Gene-Ruler 100 bp marker, b) Gene Ruler 1 kb marker,
¢) A (lamda) EcoRI/Hind-IIT (Uriin biiltenlerinden almmustir)

% 1.4’liikk Agaroz jel (50 ml): 0.7 g agaroz jel tartilmis ve 50 ml’ye 0.5x
TBE tamponuyla tamamlanmis ve mikrodalga firinda kaynatilip donmadan once 5
ul etidyum bromit (10 mg/ml) soliisyonu eklenerek jel tablasina dokiilmiistiir.

5x TBE Tamponu ( 1 litre stok): 54 g Tris, 27.5 g Borik asit, 2 ml 0.5 M
EDTA.

0.5x TBE tamponu (1 litre caligma soliisyonu): 100 ml 5x TBE tamponu 1
litreye distile su ile tamamlanarak hazirlanmistir.

10x etidyum bromit soliisyonu: Final konsantrasyonu 10 mg/ml’dir 10 ml

distile suda 100 mg etidyum bromit ¢oziindiiriilmiistiir.
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O. onites genomik DNA’sinin ng cinsinden miktarmi tespit etmek igin
calijmamizda Fermentas Fast-Ruler High Range DNA marker kullamilmigstir
(Sekil 2.5). Ornekler bu marker’a 6zel 6x MassRuler tamponunda yiiriitiilmiistiir.

6x Mass-Ruler Tamponu: 10mM Tris-HCI (pH 7.6), 0.03% bromophenol
blue, 60% glycerol, 60mM EDTA.

bp ng/20pl ngMSpl ngAopl ngSpl ngfipl

10000 30 G0 40 20 12
4000 g G0 40 20 12
2000 il a1 40 20 12
1000 g0 a1 40 20 12
200 a1 a1 40 20 12

20pane, 13X TAE, ¥%cm, 14min
1.0% agaroze

Sekil 2.5. Fermentas Fast-Ruler High Range DNA marker (Kit biilteninden alinmistir)

2.10. Jel Dokiimantasyon Islemi

% 1.4’lik agaroz jelde yiirilyen ornekler ilk dnce UVP transillimunator
cihazinda UV 1sikta kontrol edilmis ve pozitif sonuclari resimlenmek iizere UV-
Photometer jel dokiimantasyon cihazina (UviTec) yerlestirilmistir. Jel
dokiimantasyon cihazinda cekilen resimler gorsel verilerin kaydedilmesinde

yararli olmustur.

2. 11. PZR Uriiniiniin Agaroz Jelden Saflastiriimas

Agaroz jelde yanyana yiiriiyen ve beklenen biiyiikliige sahip PZR
iriiniiniin 1 yada daha fazla ayn1 biiyiikliikteki band1 jelden kesilmis ve plazmite
ekleme (ligasyon) reaksiyonu i¢in QIAquick Gel Extraction kit (Cat. No. 28704,
QIAGEN) kullanilarak saflastirilmistir. Bu kit ile 70 bg-10kb arast DNA’lar
saflastirilabilmektedir.

Bir kolon i¢in, miktar1 400 mg’dan fazla olmayacak sekilde PZR iiriin

bandinin bulundugu agaroz jel kesilmis ve jel ekstraksiyonu i¢in 1.5 ml ependorf
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tipiine alinmistir. Jel agirhigimin 3 kati pl cinsinden QG tamponu (Guanidine
tiocyanate igerir, kit’ten) tiipe eklenmis ve tiip yavasca alt iist edilmistir.

Karigimun tiipii 50°C’lik su banyosunda 10-30 dk. inkiibe edilmistir. Tiip
icindeki karisim sar1 renkte (QG tamponu renginde) olmalidir. Aksi takdirde 10 pl
3 M sodyum asetat eklenerek sar1 renk olusana kadar eklemeye devam edilir.

Jel agirhigr ile esit miktarda pl isopropanol tiipe eklenmis ve yavasca
kanstirlmistir.  Tiipteki karistm  QIAquick spin kolonuna hacmi 800 ul’yi
gecmeyecek sekilde konularak 13 000 rpm’de 1 dk. ve altta kalan sivi kisim
dokiilmiistiir. Tiipte kalan miktar bir sonraki asamada ayni spin kolonuna
yiiklenerek iglem tekrar edilmistir.

Sayet dizi analizi icin saflagtirilma yapilmissa, spin kolonuna 500 pl QG
tamponu eklenerek yine 13 000 rpm’de 1 dk.santrifiijlenmistir. Daha sonra spin
kolonuna 750 ul PE tamponu (kit’ten) eklenmis ve oda 1sisinda 1 dk.
beklenmistir. Kolon 13 000 rpm’de 1 dk. santrifiijlenmis ve siv1 kisim dokiilerek
sadece kolon 13 000 rpm’de tekrar 1 dk. santrifiijlenmistir.

Yeni bir steril 1.5 ml’lik ependorf tiipii kolonun altina yerlestirilmis ve
istege bagl olarak 30-50 ul steril deiyonize su (ya da kit i¢cindeki EB tamponu (10
mM Tris-HCI, pH: 8.5)) kolonun tam orta bolgesine eklenmistir. Bu islemden
sonra oda 1sisinda 1 dk. beklenmis ve spin kolonu 13 000 rpm’de 1 dk.
santrifiijlenerek yeni ependorf tiiplinde kalan sivi kistm buz icinde korunmaya

alinmustr.

2.12. PZR Uriiniiniin Plazmite Eklenmesi (Ligasyon)

Calismamizda agaroz jelden saflastirilan PZR iiriiniimiizii tasiyict plazmite
eklemek i¢in, T-A klonlamasi (plazmitdeki bulunan T niikleotid ile Taq polimeraz
tarafindan PZR iirliniiniin uglarina eklenen A niikleotidin birlesmesi) temeline
dayali iki klonlama kiti kullamilmistir. Bu kitler pGEM-T Easy Vector System
(Promega) (Sekil 2.6) ve InsT/Aclone PCR Product Cloning Kit (#K1214,
pTZS57R/T Vector System) (Sekil 2.7) dir.
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pGEM-T Easy plazmiti 3015 bp biiyiikliikte olup ligasyon reaksiyonu

asagidaki gibi kurulmustur:

2x ligasyon tamponu Sul

pGEM-T Easy plazmiti (50 ng) 1wl

PZR iiriinii (50 ng) 3ul

T, DNA Ligaz (5 u/ul) 1wl
Toplam : 10 ul

Ligasyon reaksiyonu oda 1sisinda bir gece

inkiibe

edilerek

gerceklestirilmistir. Reaksiyona giren plazmit ile PZR {iiriin orant 1/3 olacak

sekilde hesaplanmistir.

pGEM=-T Easy
Vector
Vo (3015bp)

ofi

I|
lacZ |

/

T
L

Sekil 2.6. pPGEM-T Easy plazmiti (p)GEM-T Easy kiti biilteninden alinmistir)

1 start

20
26
31
37
43
43

52

64
70
[ri
IL
aa
a0
a7
109
118
127
141

14T INALE_EA

pTZ57R/T plazmiti 2886 bp biiyiikliikkte olup ligasyon reaksiyonu

asagidaki gibi kurulmustur:
Plazmit pTZ57R/T (0.1 pg/pl)
PZR iiriinii (0.225 pg/pl)
10x ligasyon tamponu

PEG 4000 Soliisyonu

3ul
4 ul
3ul
3ul
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Deiyonize H,O 30 ul’'ye  tamamlanacak
sekilde eklenmistir
T, DNA Ligaz (Su/ul) 1wl
Toplam : 30 ul
Oda 1s1sinda bir gece inkiibe edilmistir. Reaksiyona giren plazmit ile PZR

tiriin oran1 1/3 olacak sekilde hesaplanmistir.

Pdil 127

Adel, Ppu2il Z30 EcoHl 615
BigZl 242 E:IIIE-EII 21
ae 621
AInLSﬁF%EB Accasl B27
Kpnl R27
Bap6sl Ga3
Mval2e9] 637

Mph11031 52

Pdmli 2564
Hinl 2505
Beol 2485,

Scal, Tatl 2447

adT Xhal 644
) M gamil 654
ird Cirgl G55
EcoBsl 658
Geul M54 __ Smal [ifs]
Eco31l 2086~ ) Apal G
Eam1108] 1964~ Lgul ﬂﬁ?\ Bspi20l 61
\ Hinel | GEF
Al Pscl 1076 N\ Sl e
Hmil GEF
\\ Pstl G672
| ! \ AHI i74
I \Bsa¥l 1380 M Ecold?l 678
. ; Pael 624
iCail 1487

. \Hi.ﬂ.‘.ll'.' ........ fe0

T7 promoter

Sekil 2.7. pTZS7R/T plazmiti (InsT/Aclone PCR Product Cloning biilteninden alinmistir)

2.12.1 Kullanilan Bakteri Suslar:

Calismamizda cesitli konakci bakteriler kullanilmistir. Bu bakteriler
E.coli’nin kompetent (hiicre duvari yikilmis, plazmit gecirgenligine sahip) hiicre
olarak kullanilabilen farkli suslaridir. Calismamizda XLI-Blue, JM-105, JM-109,
DHS5-a ve E.coli SURE bakterileri kompetent hiicre olarak denenmis ve
kullanilmigtir. Calismamiz icin bu hiicrelerden en uygun olaminin XLI-Blue
oldugu goriilmiis ve klonlama calismamizda temel olarak bu hiicre susu tercih

edilmistir.
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2.12.2 Besi Yeri Hazirhg:

Kullandigimiz bakterilerin ¢ogaltilmasi i¢in LB-Agar, LB Broth ve bu iki
besi yerinin Amfisilin antibiyotigi katilmis formlarn tercih edilmistir.

LB-Broth besi yeri (1 litre):

10 g Bacto Tripton
5 g Bacto Maya ekstrakti (yeast extract)
5 gr NaCl
pH:7’ye NaOH ile ayarlanmistir.
LB-Agar besi yeri (1 litre):
10 g Bacto Tripton
5 g Bacto Maya ekstrakti
5 gr NaCl
15 gr Agar
pH:7’ye NaOH ile ayarlanir.

Tiim besi yerleri 120°C’de 20 dakika otoklavlanmistir.

Amfisilin hazirhig::

Final konsantrasyonu 100 pg/ml olacak sekilde 100x’lik amfisilin stogu
hazirlanmistir. Her 1 litre LB broth veya agar icin i¢in 10 ml 100x’lik amfisilin
kullanilmigtir. Hazirlanan amfisilin 0.45 pwm por capli steril filtrelerden (Orange
Scientific Gyrodisc CA) siringa yardimiyla gecirilerek steril edilmis ve besi
yerlerine otoklavdan sonra yaklasik 60°C’ye geldikten sonra eklenmistir.

X-Gal Hazirligr (50 mg/ml):

pGEM-T Easy kitinine gore 100 mg 5-bromo-4-kloro-3-indolil-fB-D-
galaktosit, 2 ml N-N’-dimetil formamide i¢inde ¢oziindiiriilmiis ve aliminyum

folyo i¢inde -20°C’de saklanmuigtir.
2.12.3. Konakg1 Bakteri (Kompetent Hiicre) Hazirhg
Kullandigimiz XLI-Blue bakteri susu i¢in CaCl, yonmi uygulanarak hiicre

duvart yikimi gerceklestirilmis ve bu sayede plazmitin hiicreye girisine olanak

saglanmustir.
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On Hazirlik:

4°C’deki petrilerde kati besi yerine ekili haldeki hiicre kolonilerinden
morfolojileri gozlenerek saglikli olanlar veya -80°C’de gliserolle stoklanmis hiicre
kiiltiirinden kazima yontemiyle hiicreler 10 ml LB-Broth iceren 25 ml’lik
erlenlere ekilmistir.

Kiiltir ekimi yapilarak 37°C’de calkalamali etiivde (100-120 rpm/dk.)
gece boyunca inkiibe edilmistir. Ertesi giin 10.00 sularinda lireme olan erlenlerden
300 pl 6rnek alinarak 100 ml’lik yeni LB-Broth besi yerine aktarilmistir.

Kompetent hiicre agsamasi:

Yeni ekilen 100 ml’lik kiiltir 37°C’de c¢alkalamali etiivde (100-120
rpm/dakika) inkiibe edilmis ve kiiltiir istenilen yogunluga (erken lag faza) ulasip
ulasmadigint gozlemlemek icin her 30 dk.’da bir spektrofotometrede 550 nm
dalga boyunda dl¢iim yapilmstir.

Bu dalga boyunca 6l¢iim degeri 0.5-0.6 araligina geldiginde kiiltiir 50
ml’lik falkon tiipiine aktarilmis ve 5000 g (veya 4000 rpm)’de 4°C’de 5 dk.
santrifiijlenmis ve bu islem ikinci 50 ml i¢in ayni1 falcon tiipiinde tekrarlanmistir.

Santrifiij isleminden sonra siipernatant dokiilmiis ve pelet 50 ml —20°C’de
muhafaza edilen 50 mM CaCl, ile yavasca coziindiiriilmiistiir. Tiipteki karisim
homojen hale gelince tiip buza konulmus ve 15 dakika bekletilmistir.

Buzdan aliman CaCly’li hiicre karisimi 4°C’de 5000 g’de 10 dakika
santrifiijlenmistir. Santrifiij isleminden sonra siipernatant dokiilmiis ve pelete 4 ml
50 mM CaCl, yavasca eklenerek ¢oziindiiriilmiistiir.

4 ml CaCl,’de coziinen pelet homojen hale gelince karisima 600 pl %
80’lik soguk gliserol eklenmis ve daha dnce sogutulmus karyojenik tiiplere 200’er
pl halinde paylastirilmistir. Karyojenik tiipler buzda 5 dk. bekletildikten sonra -

86°C’ye kullanilmak iizere kaldirilmigtir.

2.13. Rekombinant Plazmitlerin Konakci Bakteri Icine Tasmmas

(Transformasyon)

O.onites MAPKK geninin orta bolge PZR iiriiniinii tagiyan plazmitleri

cogaltmak amaciyla yapilmistir.
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Calismada konakg1 hiicre olarak E. coli XLI-Blue susundan hazirlanan
kompetent hiicreler kullanilmistir.

-86°C’da saklanan kompetent hiicrelerde buza alinarak 5-6 dk.
bekletilmistir. Onceden pGEM-T Easy plazmitiyle yapilmis ligasyon reaksiyonu,
karyojenik tiip i¢indeki kompetent hiicre kiiltiiriiniin tam ortasina 10 pl ligasyon
reaksiyonu eklenmis ve buzda 30 dakika beklemeye alinmistir. Bu asamada
plazmit DNA ortama salinmakta ve hiicrelere giris i¢in hazir hale gelmektedir.

Buzdan alinan karyojenik tiip 42°C’deki su banyosuna konularak 2 dk.
bekletilmistir. Siire sonunda tiip hemen buza alinmis ve 3 dk. bekletildikten sonra
tizerine 500 ul amfisilinsiz LB-Broth eklenmistir.

Karyojenik tiip 37°C’lik etiive kaldirilmis ve 35 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon devam ederken amfisilinli LB-Agar petrisine bek alevinin yaninda 20
ul (veya 2 kat diliie edilmis soliisyondan 40 pl) X-Gal soliisyonu eklenerek
Dragaski spatiilii yardimiyla petri yiizeyine yayilmistir.

Inkiibasyon sonunda karyojenik tiip 5000 rpm’de 1 dk. santrifiijlenmis ve
slipernatant yavasca dokiilmiistiir. Tiipiin dibinde bir miktar (50-70 pl kadar)
slipernatant birakilmis sayet tamami dokiilmiigse LB besi yerinden pelete bu
miktar kadar konularak pelet ¢coziindiirtilmiistiir.

Homojen hale gelen pelet pipetle alinarak X-Gal yayilmis amfisilinli LB-
Agar petrisine aktarilmis ve sivi Dragaski spatiiliiyle petri yiizeyine yayilmistir.
Petri 5-10 dk. oda isisinda bekletildikten sonra ters g¢evrilmis halde 37°C’lik
etiivde gece boyunca inkiibasyona birakilmistir. Ertesi sabah petrilerde koloni

olusumu gézlenmistir (Sambrook ve ark. 1989; Turner ve ark. 2004).

2.14. Rekombinant Plazmiti iceren Kolonilerin Secimi

Gece boyunca 37°C’de inkiibe edilen petrilerde ertesi giin 2 farkli renkte
koloni olusumu goézlenmistir. Bu kolonilerin morfolojileri ayni1 olmakla birlikte
sadece renk mavi ve beyaz olarak renk farklilig1 gozlenmistir.

Elimizdeki klonlama plazmitlerinin ¢alisma prensibi bakterilerdeki lac
operon sistemi iizerine kurulmaktadir. Plazmitlerin yapisinda amfisilini

parcalayan direnclilik geniyle birlikte lac operon genleri de bulunmaktadir.
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Tasiyict plazmit konake¢i hiicre girdigi takdirde hiicre amfisiline direnglilik
kazanmakta ve amfisilinli besi yerinde iireyebilmektedir. Lac operon (-
galaktosidaz enzimini kodlayan geni icermektedir ve bu enzim ortamdaki laktozu
parcalamaktadir. X-Gal bir laktoz analogu oldugu icin ortamda X-Gal varsa bu
enzim tarafindan parcalanmaktadir. X-Gal’in o6zelligi lac Z geninin kodlagi B-
galaktosidaz enzimiyle parcalandiginda mavi renk olusturmasidir. PZR iiriinii, lac
operunun (3-galaktosidaz enzimini kodlayan bolgesine eklendigi takdirde bu enzim
inaktif olacagi icin, PZR iirliniinii tasiyan hiicreler beyaz renkli (yani pozitif),
tasimayan hiicreler ise mavi renkli (yani negatif) olacaktir (Turner ve ark. 2004).
Calismamizda mavi ve beyaz renkli koloniler goriilmiis ve pozitif sonug
olan beyaz koloniler secilerek yeni X-Gal iceren amfisilinli LB-Agar petrisine

(master plate) aktarilmis ve gece boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir.

2.15. Koloni PZR

Amfisilinli LB-Agar master plate petrisindeki beyaz kolonilerin gercekten
istenen gen iiriiniinii tasiy1p tasimadigi belirlemek icin koloni PZR kullanilmistir.
Bunun i¢in, beyaz kolonilerden 6ze ile kiiciik bir miktar alinip 50 pl steril su
i¢inde ¢oziindiiriilmiis ve 100 °C’de 10 dakika kaynatilmustir.

Santrifiijlenen Orneklerin 0.5 pl’si kalip olarak kullanmilmis ve PZR
reaksiyonu, 2.8.2°de bahsedilen PZR 1s1 dongiisii ve kosullarindakiyle ayni olacak
sekilde yapilmistir. Beklenen iiriin biiyiikliigiinde bant olusturan koloniler alinarak

plazmit izolasyonu icin LB broth besi yerlerine (Gussow ve Clackson, 1989).

2.16. Plazmitin Konak¢1 Bakteriden izolasyonu

Calismamizda hem klasik yontemle hem de ticari kitler (Wizard plus SV
Minipreps DNA Purification System (Promega), QIAgen Plasmid Mini
(QIAGEN) kullanilarak izolasyon islemi yapilmistir. DNA dizi analizine girecek
plazmitlerin safliklarinin yiiksek kalitede olmasi gerektiginden plazmit izolasyon
kitlerinin kullanilmasi zorunlu olmaktadir. Klasik yontemle izolasyonda her ne

kadar iyi calisilsa da plazmit icinde tuz kalintis1 bulunmakta ve dizi analizinde ¢ok
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iyi sonu¢ vermemektedirler. Klasik yontemle izole edilen plazmitler, pozitif
sonuglar arasinda hedef PZR iiriiniinii tagiyan plazmitin se¢imi icin restriksiyon

enzimleriyle muamele islemi sirasinda kullanilmigtir.

2.16.1. Klasik Plazmit DNA izolasyon Yontemi

Ik giin, 25 ml’lik erlenlere 10 ml steril LB-Broth hazirlanmis ve her 10 ml
LB-Broth i¢in 100 pl 100x’lik amfisilin eklenmistir. Pozitif sonu¢ olan beyaz
koloniler steril bir 6ze yardimiyla petriden (master plate) alinarak 10 ml’lik besi
yerlerine ekilmiglerdir. Calkalamali etiivde (100-120 rpm/dakika) 37°C’de gece
boyunca inkiibe edilmislerdir.

Ikinci giin, eger saklamak isteniyorsa 10 ml’in 5 ml’i 800 pul %80’lik
gliserol eklenerek -86°C’ye kaldirilmigtir. Kalan 5 ml’lik kiiltir veya
saklanmayacaksa 10 mlI’lik kiiltiir 5000-7000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenis ve
siipernatant bosaltilmistir.

Pelet 1 ml 50 mM Tris HCI pH: 8.0 ile ¢oziindiiriilmiis ve 1.5 ml’lik
ependorf tiipiine aktarilmistir. Ependorf tipii 5000-7000 rpm’de 2 dk.
santrifiijlenmis ve siipernatant dokiilerek tiiplerin i¢inde kalan sivi kisimlar temiz
kurutma kagidiyla alinmstir.

Ependorf tiipiine 150 pl lizozim soliisyonu (10 mg/ml), 20 ul 0.5 M EDTA
pH: 8.0 ve 10-15 ul RNaz eklenmistir. Pelet steril bir kiirdan dairesel olarak
beyazimsi renk alana karistirilmistir.

Ependort tiipii 30-60 dakika buzda inkiibe edilmis ve siirenin sonunda taze
olarak hazirlanmis 0.2 M NaOH / % 1 SDS soliisyonundan 400 pl tiipe
eklenmigtir. Tiip yavasca ters yiiz edilip buz icinde 5 dk. bekletilmistir.

Siire sonunda yiiksek su notralizasyonu i¢in hemen 300 pl 7.5 M NH4OAc
(Amonyum orto asetat) eklenmis ve ters yiiz edilerek 10 dk. buzda beklemeye
almmugtir. Siire sonunda 12 000-15000 rpm’de 15 dk. santrifiijlemis ve
stipernatant dikkatlice yeni steril bir ependorf tiipiine alinmistir. Bu asamada

hiicre duvari, membran ve genomik DNA uzaklastirilmistir.
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Proteinleri uzaklastirmak icin yeni ependorf tiipiindeki siipernatant’a 800
ul fenol (Tris ile dengelenmis) kloroform (kloroform: izoamil alkol: 24: 1)
eklenmistir. Karisim giicliice ¢alkalanmistir.

Karisim 15 000 rpm’de 2 dk.santrifiijlenmistir. Santrifiij sonunda ii¢ faz
olusmustur. En alta organik faz, ortada proteinleri iceren ara faz ve {istte
plazmitleri iceren sulu faz bulunmaktadir. Sulu faz dikkatlice alinmis ve yeni
steril ependorf tiiptine aktarilmistir. Bu agamada aktarilan sivi kismin (sulu faz)
miktar1 kaydedilmistir.

Sulu fazin miktarinin % 60’1 kadar izopropanol sulu faza eklenerek
calkalanmis ve oda 1si1sinda 10 dk. beklenmistir. Siire sonunda tiip 15 000 rpm’de
10 dakika santrifiijenmis ve siipernatant dikkatlice bosaltilmistir. Tiip ters
cevrilerek temiz kurutma kagidiyla pelet kurutulmustur.

Pelete 200 ul 0.3 M NaOAc (sodyum orto asetat) eklenerek pelet
coziindiiriilmiistiir. Tiipe 400 ul saf etil alkol eklenmis ve 15 000 rpm’de 10 dk.
santrifiijlenmistir. Siipernatant bosaltilarak ceker ocakta 15-20 dk. hava ile
kurutulmustur. Etil alkolii ucan pelet 40-50 pl steril deiyonize su ile veya TE

tamponu ile ¢oziindiiriilmiistiir.

2.16.2. Wizard Plus SV Minipreps DNA Saflastirma Sistemi (Promega)

Kiti ile Plazmit izolasyonu

[lk giin, 25 ml’lik erlenlere 10 ml steril LB-Broth hazirlanmis ve her 10 ml
LB-Broth i¢in 100 pl 100x’lik amfisilin eklenmistir. Pozitif sonu¢ olan beyaz
koloniler steril bir 6ze yardimiyla petri ylizeyinden alinarak 10 ml’lik besi
yerlerine ekilmislerdir. Calkalamali etiivde (100-120 rpm/dk.) 37°C’de gece
boyunca inkiibe edilmislerdir.

Ikinci giin, 1-10 ml 1 gecelik kiiltiir 7000 rpm’de 5 dk.santrifiijlenmistir.
Stipernatant dokiilerek pelet 250 pl hiicreleri yeniden ¢6zme tamponu ile
cOziindiiriilmiistiir. Karistma 250 pl hiicre lizis soliisyonu eklenmis ve 4 kere alt
iist yapilmistir. Daha sonra 10 pl alkalin proteaz soliisyonu eklenmis ve terkrar 4

defa alt iist edilerek 5 dk. oda 1sisinda bekletilmistir.
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Siire sonunda karigima 350 pl noétralizasyon soliisyonu eklenmis ve 4 defa
alt tist edilerek oda 1s1sinda 12 000 rpm’de 10 dk. santrifiijlenmistir.

Kitin i¢indeki toplama tiipiine spin kolonu yerlestirilmis ve kolonun i¢ine
santrifiij sonunda iist kisimda olusan s1v1 faz eklenerek oda 1sisinda 12 000 rpm’de
1 dk. santrifiijlenmistir.

Santrifiij sonunda toplama tiipiindeki siv1 bosaltilmig ve spin kolonuna 750
ul  yikama soliisyonu eklenmistir. Oda 1sisinda 12 000 rpm’de 1 dk.
santrifiijlenmis ve toplama tiipiindeki sivi dokiilerek aym islem 250 pl yikama
soliisyonu eklenerek oda 1sisinda 12 000 rpm’de 2 dk. santrifiijlenerek
tekrarlanmustir.

Spin kolonu alinarak altina yeni steril 1.5 ml’lik ependorf tiipii
yerlestirilmistir. Spin kolonuna 80-100 pl niikleazsiz su eklenerek oda 1sisinda 12
000 rpm’de 1 dk. santrifiijlenmistir. Ependorf tiipii kullanilmadan once saklamak

icin -20°C’ye konulmustur.

2.16.3. QIAgen Plasmid Mini Kit ile Plazmit izolasyonu

Tk giin, 25 ml’lik erlenlere 10 ml steril LB-Broth hazirlanmis ve her 10 ml
LB-Broth i¢in 100 pl 100x’lik amfisilin eklenmistir. Pozitif sonu¢ olan beyaz
koloniler steril bir 6ze yardimiyla petriden almarak 10 ml’lik besi yerlerine
ekilmiglerdir. Calkalamali etiivde (100-120 rpm/dk.) 37°C’de gece boyunca
inkiibe edilmislerdir.

fkinci giin, 10 ml kiiltiir 7000 rpm’de 6 dk. santrifiij edilmis ve siipernatant
dokiilmiistiir. 300 pul PB1 (kit’ten, RNase iceren soliisyon) eklenmis ve pelet
cOziindiiriilmiistiir.

Karisim 1.5 ml’lik steril ependorf tiipline alinmig ve iizerine 300 ul PB2
(lizis tamponu) eklenerek oda 1sisinda 5 dk. beklenmistir. Tiip yavasca alt {ist
edilmis hemen 4°C’de bekletilen PB3’ten 300 pl eklenerek nétralizasyon igin
buzda 5 dk. bekletilmistir.

Siire sonunda 13 000 rpm’de 10 dk. santrifiijlenmis ve list kistmdaki temiz

stipernatant elde edilmistir. Santrifiij sirasinda kit i¢indeki yer cekimi prensibi ile
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kolona 1 ml QBT tamponu konulmus ve kolondan yer cekimiyle akmasi
saglanmustir.

Partikiilsiiz siipernatant yavasca kolona eklenmis ve tamaminin kolondan
gecmesi beklenmistir. Altta biriken kisim atilmistir. Toplam 4 ml QC tamponu
1’er ml seklinde kolondan gecirilmistir.

QC tamponuyla yikama isleminden sonra yeni steril ependorf tiipii
kolonun altina yerlestirilmis ve 800 pul QF tamponu kolona eklenmistir. Kolon
icinden tamponun ependorf tiipiine akmas1 beklenmis ve islem sonunda ependorf
tiipiine 560 pl isopropanol eklenmistir.

Ependorf tiipii 10 000 rpm’de 30 dakika santrifiijlenmis ve siipernatant
dokiilerek pelete 1 ml % 70’lik etil alkol eklenmistir. Yavasga ters yiiz edip pelet
yerinden kalkmigsa yeniden kisaca santrifiijlemis, sayet pelet yerindeyse etil alkol
dokiilmiis ve pelet ceker ocakta kuruyana kadar havalandirilmistir. Kuruyan pelete

50 pl steril deiyonize su eklenerek ¢oziindiiriilmiistiir.
2.17. Rekombinant Plazmitin Restriksiyon Enzimleriyle Kesilmesi

Saflastirllan rekombinant plazmit i¢inde O. onites MAPKK’ine ait gen
parcasinin varhigini teyit etmek i¢in; klonlama icin dizayn edilen primerlerin
uclarinda bulunan Hind-III kesim bolgeleri kullanilarak plazmit kesime
ugratilmigtir. Ayrica klonlama plazmitlerinin kendi {izerlerinde bulunan
restriksiyon kesim bolgeleri de denenmistir. Primerlerimizin icerdigi Hind-III

kesim reaksiyonu asagidaki gibidir:

Steril deiyonize H,O 6 ul
Hind-III (10 u/pl) 1 ul
10x enzim tamponu 1wl
Plazmit 2ul
Toplam : 10 pl

Kesim reaksiyonu 37°C’lik etiivde 1.5-3 saat inkiibasyonla
gerceklestirilmistir. Kesim reaksiyonundan sonunda reaksiyon karisimi % 1.4°liik
agaroz jele Gene Ruler 100 bp plus marker ile yiiklenerek kesilmis plazmit ve

plazmitten ayrilmis PZR {iriinii (insert) jelde gozlenmistir.
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2.18. DNA Dizi ve Biyoinformatik Analizi

Uriin igeren plazmitler boliimiimiizdeki Beckman Coulter CEQ8000 dizi
analizi aletinde dizi analiz kiti dogrultusunda dizi analizine tabii tutulmuslardir.
Dizi analizi sonuglart NCBI (National Centre for Biotechology Institute,
www.ncbi.nlm.nih.gov) Gen Bankasi ve EBI (European Bioinformatics Institute,
www.ebi..uk) veri tabanina girilerek degisik biyoinformatik programlarla

(GeneTool, PepTool, Blast, Clustal W ve interproscan) analiz yapilmistir.

2.18.1. Dizi Analizi icin PZR

Plazmite eklenmis olan ve O. onites MAPKK genine ait oldugunu
diisindiiglimiiz gen parcasinin DNA dizisini belirlemek icin; plazmit iizerinde
bulunan F-M13-47 (5°CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC3’), R-M13-47
(5’ GAGCGGATAA-CAATTTCACACAGG?3’), T7 (ileri primer: 5’TAATAC-
GACTCACTATAGGG?3), SP6 (geri primer: 5’ATTTAG-GTGACACTATAG3)
gibi ticari primerlerin tamidig1 bolgelerden yararlanarak PZR reaksiyonu
kurulmustur. Bu reaksiyon tek yonlii ve tek zincirli bir lirlin vermektedir. Bu
zincir DNA dizi analizinde okunarak dizi bilgisi elde edilmektedir.

DNA dizi analizine girecek 6rnekler i¢in kurulan PZR reaksiyonu;

Oncelikle PZR icin kullanilacak kalip plazmitin iyi kalitede saflagtirilmis
olmasma ve RNA kontaminasyonunun olmamasina dikkat edilmistir. Plazmitin
konsantrasyonu ve saflik derecesi (0dxeo/280 €n az 1.8) spektrofotometre yardimiyla
belirlenmistir.

Plazmit ve eklenmis olan gen parcasinin toplam biiyiikliigii hesaplanarak
PZR reaksiyonuna eklenecek kalip miktar1 optimal degerleri gosteren cizelge
2.3.’den saptanmustir. Saflastirilmis PCR iiriinleri icin 50 fmol, plazmitler i¢in 50-
100 fmol kalip DNA kullanilmistir.

Ornegin, pGEM-T Easy plazmiti 3015 bp ve O. onites MAPKK geninin
orta bolgesi icin beklenen iiriin yaklagitk 500 bp dir. Toplam 3515 bp
biiyiikliigiindeki plazmit icin kalip miktar1 Beckman Coulter CEQ8000 kitindeki
cizelge’yeye gore 195 fmol diir (Cizelge 2.3.).
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Cizelge 2.3. Dizi Analizine girecek ornekler icin PZR kalip miktar tablosu (* 1.5 ug’dan daha
fazla kalip kullanilmaz) (Beckman Coulter CEQ8000 dizi analizi kkti teknik biilteni)

Biiyiiliik (kb) 25 fmol:e denk 50 fmolie denk 100 fmol:e denk
gelen deger (ng) gelen deger (ng) | gelen deger (ng)

0.2 33 6.5 13

0.3 4.9 9.8 20

04 6.5 13 26

0.5 8.1 16 33

1.0 16 33 65

2.0 33 65 130

3.0 50 100 195

4.0 65 130 260

5.0 80 165 325

6.0 100 195 390

8.0 130 260 520

10.0 165 325 650

12.0 195 390 780

14.0 230 455 910

16.0 260 520 1040

18.0 295 585 1170

20.0 325 650 1300

48.0 790 1500% 1500%

Dizi analizi PZR icin girecek plazmit DNA’miz 120 ng/ul
konsantrasyondadir.
1 ul stokta 120 ng DNA varsa
X ul stokta 195 ng DNA olmalidir.
X=1.625 pl mikarinda kalip DNA PZR i¢in kullanilmstir.
DNA dizi analizi PZR icin (20ul):

Kalip DNA 1.165 ul
Deiyonize H,O 3.705 pl
F-M13-47 Primer 3.13 ul
DTCS Mix 12 ul

Toplam : 20 pul
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DNA dizi analizi PZR icin 1s1 dongiisii:

0.2 ml'lik PZR tiipiine 6nce kalip ve su eklenir. 95°C’de 2 dakika
bekletilmis ve buza alinarak 1 dakika tutulmustur.

Buzda sirasiyla primer ve DTCS mix (karisimi) eklenerek asagidaki 1s1

dongiisii uygulanmigtir (F-M13-47 igin primer oturma 1sis1 64°C’dir).

96°C 25 sn.

64°C 30 sn. 40 dongii
60°C 4 dk.

4°C 00

PZR’den sonra tiipler cihazdan alinip birkac sn santrifiijlenmis ve etanolle
coktiirme asamasina hazir hale gelmistir.
DTCS Mix: Beckman Coulter CEQ8000 cihaz1 i¢in kullanilan hazirlik kitinde
bulunan bilesenler reaksiyondan 6nce DTCS mix (Cizelge 2.4.) hazirliginda
kullanilmaktadir. Bu karisim A/T zengini veya G/C zengini diziler i¢in iki farkli
sekilde hazirlanabilmektedir. Kit tarafindan standart olarak tavsiye edilen dITP

bilesenli karisimdir.

Cizelge 2.4. DTCS mix bilesenleri

Bilesen dITP icin dGTP icin
10x sequencing Reaction buffer 200 pl 200 pl
dNTP mix 100 pul 100 pl
ddUTP Dye terminator 200 pl 200ul
ddGTP Dye terminator 100 pl 400 pl
ddCTP Dye terminator 200 ul 200 pl
ddATP Dye terminator 200 ul 200 pl
Polymerase enzyme 100 pl 100 pl
Toplam hacim 1100 pl 1400 pl

2.18.2. Etanolle Coktiirme

Calismamizda kullanilan (Beckman Coulter DNA Dizi Analizi) cihaza ait
dizi analizi kitinin teknik biiltenine gore dizi analizine girecek PZR iiriinlerinin
etanolle coktiiriiliip saflastirilmasi yapilmstir.

1,5 ml’lik steril ependorf tiipleri isimleriyle etiketlenmistir. Tiiplere 4 ul

stop soliisyonu ve 1 pul 20 pg/ul glikojen (Kit’ten) eklenmistir.
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Stop Soliisyonu: 3M NaOAc (pH: 5.2) ile 100 mM NaOEDTA (pH: 8.0)
esit hacimde karistirnlmistir. Bu karisim oda 1sisinda yapilmis ve kullanmadan
hemen Once taze olarak hazirlanmistir.

PCR iiriinleri yukarida hazirlanmis olan karisima eklenmis ve pipetleyerek
karigtirllmigtir.  -20°C’de  saklanan %95°lik etanolden 60 ul eklenmis ve
pipetleyerek karistirilmistir.

Tiipler 4°C’de 14 000 rpm’de 15 dk. santrifiijlenmis ve dipte olusan pelet
rahatsiz edilmeden siipernatant dikkatli bir sekilde atilmistir. Pelete -20de
saklanan %70’lik etanolden 200 ul eklenmistir.

Reaksiyon tiipleri 4°C’de 14 000 rpm’de 2 dakika santrifiijlenmis ve
siipernatant dokiilmiistiir. Tekrar pelete -20”de saklanan %70’lik etanolden 200ul
eklenmis ve 4°C’de 14 000 rpm’de 2 dk. santrifiijlenmistir.

Siipernatant dokiilerek pelet seffaf hale gelinceye kadar hava ile
kurutulmustur. Pelete 40 pul SLS (Sample Looding Solution-Kit’ten) eklenmis ve
10 dakika buzda bekletilmistir. Iyice pipetleyerek pelet ¢oziilmiis ve santrifiijde
kisa bir spin attirilip 4°C’ye kaldirilmustir.

2.18.3. DNA Dizi Bilgisinin Elde Edilmesi

Cihaz icinde Ornek tablasi ve tampon tablasi adinda iki aparat
bulunmaktadir. Ornek tablasma 40 ul SLS iceren ornekler sirayla eklenerek
izerlerine kit icinden birer damla mineral yag eklenmistir. Tampon tablasina da
yine kit icinden ayirma tamponu, kuyucuklarin % 70’ini dolduracak kadar
eklenmis ve kapiller aparati ile jel tiipii cihaza takildiktan sonra dizi analizi
islemine baglanmistir. Dizi analizi sonunda cihaz tarafindan okunan ve ham veri
ad1 verilen piklerden olusan cizelge otomatik olarak DNA dizisine cevrilerek bir

word belgesine kopyalanmustir.
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2.18.4. Elde Edilen DNA Dizi Bilgisinin Gen Bankasinda Taranmasi

Dizi analizi sonuglart NCBI (National Centre for Biotechology Institute,
www.ncbi.nlm.nih.gov) Gen Bankasi ve EBI (European Bioinformatics Institute,
www.ebi..uk) veri tabanina girilerek tarama yapilmistir.

Dizi analizinden elde edilen DNA bilgisi, ticari primerlerin plazmit
iizerindeki bolgelere oturmasindan dolayr genellikle plazmitten parca
icermektedirler. Bu fazla gen parcalari kendi gen primerlerimizin yerleri tespit
edilerek manuel olarak temizlenecegi gibi, NCBI gen bankasi veri tabaninda
kullanilan VecScreen programi ile de tespit edilip temizlenebilmektedir.
Temizlenen DNA dizisi, NCBI veri tabanindaki niikleotit-niikleotit eslestirmesi ve
niikleotit’i proteine ¢evirerek eslestirme olarak adlandirilan programlara girilerek,
dizi bilgisinin gen tabaninda eslesme yaptig1 genler tespit edilmistir. Benzer dizi
bolgeleri ve benzerlik oranlariyla birlikte elde edilen veriler ile elde edilen gen

parcast tanimlanmis olmaktadir.

2.19. Origanum onites MAPKK cDNA’simin 3’ ve 5’ Uclarimin Elde Edilmesi
(RACE Teknigi)

2.19.1. Origanum onites MAPKK cDNA’sinin 3’ ve 5° Ucunun Elde

Edilmesi icin Primer Tasarim

0. onites MAPKK’sine ait oldugu saptanan gen parcasinin bilinmeyen 3’
ve 5’ uclarinin elde edilebilmesi (RACE teknigi, Frohman 1988). icin gen
parcasinin ug¢ bolgelerine ileri ve geri olarak iki primer dizayn edilmistir. Dizayn
edilen primerlerden forward primer poli-A bolgesine oturan oligo dT primeriyle
birlikte calisarak 3’ucunu belirlemede; reverse primer de terminal transferaz ile
eklenmis C kuyruguna oturan dG primeriyle birlikte calisarak 5° ucunu
belirlemede kullanilmastir.

3’ ve 5’ RACE i¢in tasarlanan primerler;
FO03’MAPKKI1 (5’aaaaattacagattttggtg3’)
GOo05’MAPKKI1 (5’cgccataaatgggttggaacgttg3’)’dir.
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2.19.2. Origanum onites MAPKK cDNA’simin 3’ Ucunun 3’ RACE
Reaksiyonuyla Elde Edilmesi

Oo17 MAPKK cDNA’simmin bilinmeyen 3’ bolgesi 3> RACE teknigi
(Frohman 1988; Matz ve ark. 1989; Soimato ve ark. 2001) kullanilarak elde
edilmistir. RT reaksiyonu ile olusturulan cDNA populasyonu ile bu kez
FO03’MAPKKI1 ve d-Tyy primer seti kullamlarak PZR yapilmistir. PZR
reaksiyonlari i¢in primer oturma 1sist (44.9, 48.6, 51.7 ve 55.3°C) ve kalip (1/10,
1/50 ve 1/100 diliisyon) optimizasyonu yapilmistir. PZR {iriinleri jelden QIAquick
Gel Extraction kiti ile saflastirildiktan sonra pGEM-TEasy kiti kullanilarak E.
coli’de klonlanmis ve DNA dizi analizi gergeklestirilmistir.

3’RACE Reaksiyonu (25 pl):

Steril deiyonize H,O 11.75 ul
10x PCR Tamponu ((NH4)>SO4’li1) 2.5 ul
MgCl, (2.5 mM) 1.5 ul
dNTP Mix (2.5 mM) 2ul
dT, Primer (2.5 uM) 2.5ul
FO03’MAPKKI1 primer (2.5 uM) 2.5l
cDNA kalib1 2ul
Taq Polimeraz (Su/ul) 0.25 pl
Toplam: 25 ul

3> RACE Reaksiyonunun Is1 Dongiisii:

94°C 2 dakika

94°C 30 sn.
48°C 30 sn. 35 dongii
72°C 50 sn.

72°C 7 dk.

4°C 00
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2.19.3 Sitozin Kuyrugunun ¢cDNA’nin 5’ Ucuna Eklenmesi (d¢ Tailing)

5’ RACE reaksiyonunda 5’ucunda, 3’ucundaki gibi bir poliA kuyrugu
bulunmadigr i¢in, bir primer oturma bolgesi de bulunmamaktadir. O. onites
MAPKK geninin bilinmeyen 5° wucunu sentezleyebilmek icin cDNA’nin
mRNA’ya ters yondeki 3’ ucuna terminal transferaz enzimiyle (TdT) bir poli C
kuyrugu eklenmistir. Bu yonteme d¢ Tailing ad1 verilmektedir. Bu islem icin iki
farkli marka enzim kiti denenmistir. RNA 6rnegimizin yogunlugu 1.167 ug/ul’dir.
Bu total RNA’nin % 5°i mRNA’lardan olugsmaktadir. Yani mRNA miktar1 58.365
ng/ul’dir.

Biolab marka terminal transferaz enzimi ile hazirlanan reaksiyon;
H,O 8 ul
10x NE tamponu (BSA’s1z, 20 mM Tris asetat,
50 mM potasyum asetat, 10 mM magnezyum

asetat, 1 mM Dithiothreitol (DTT), 25°C’de pH: 7.9.) 2ul

5 mM dCTP (final konst:~800 uM) 3.2ul
cDNA kalibi (final konst.: ul/10-20 ng mRNA) Sul
25 mM CoCl, (kobalt Kloriir) (final konst.: 1 mM) 0.8 ul

0.5’lik bir PZR tiipiine eklenerek karnstirihip santrifiijde kisa bir spin
attirilmig ve 5 dk. 95°C’de bekletilmistir. Daha sonra hemen buza konularak 2 dk.
bekletilmis ve 0.5 pul TdT (terminal transferaz) (20 u/l) enzimi eklenip kisaca spin
attirilmstir.

Tiip 37°C’de 1 saat inkiibe edilmis ve daha sonra 75°C’de 20 dakika
tutulmustur. Islem sonunda tiip buza alinarak muhafaza edilmistir.
Promega marka terminal transferaz enzimi ile hazirlanan reaksiyon;

5x TdT tamponu (500mM kakodilat tamponu

(pH 6.8), SmM CoCl2, 0.5mM DTT) 4 ul
cDNA kalib1 14 ul
2 mM dCTP (sitozin tri fosfast) 1ul

3 dk. 95°C’de tutulmus ve ardindan buza alinmigtir. Tiip kisaca spin

attirilmis ve 1 ul TdT enzimi eklenmistir. 37°C’de 20 dakika inkiibe edilmis ve
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ardindan 70°C’de 10 dakika bekletilmistir. Islem sonunda tiip buza alinarak

muhafaza edilmistir.

2.19.4. Origanum onites MAPKK cDNA’simin 5° Ucunun 5° RACE

Reaksiyonuyla Elde edilmesi

RT reaksiyonu ile iiretilen cDNA populasyonunun 3’ uglarina terminal
transferaz enzimi (Promega) araciligiyla poli(C) kuyrugu (dC tailing) takilmistir
(Frohman 1988; Matz ve ark. 1989; Soimato ve ark. 2001). cDNA’nin 3’ ucu
mRNA kalibinin 5 ucuna karsihik gelmektedir. Oligo-dGyy primeri ile
GOo05’MAPKKI1 primerinin 5S’RACE-PZR reaksiyonunda karsilikli ¢alismasiyla
olas1 O. onites MAPKK cDNA’smin bilinmeyen 5’ kismu iiretilmistir. Reaksiyon
icin farkli primer oturma 1silart (58, 60.1, 61.9, 64.4, 68°C) ile optimizasyon
yapilmistir. Agaroz jelde kosturulan PZR iiriinleri jelden kesilerek QIAquick Gel
Extraction kiti ile saflastirllmis ve pGEM-TEasy plazmitine klonlanarak dizi
analizleri yapilmistir.

5’RACE Reaksiyonu (25 ul):

Steril deiyonize H,O 11.75 pl
10x PCR Tamponu ((NH4)>SO4’lit) 2.5 ul
MgCl; (2.5 mM) 1.5 ul
dNTP Mix (2.5 mM) 2 ul
dGgy Primer (2.5 uM) 2.5ul
GOo05’MAPKKI1 primer (2.5 uM) 2.5 ul
cDNA kalib1 2ul
Taq Polimeraz (Su/ul) 0.25ul
Toplam: 25 ul

5’ RACE Reaksiyonunun Is1 Dongiisii:
94°C 2 dakika

94°C 30 sn.
638°C 30 sn. 35 dongii
72°C 50 sn.

72°C 7 dk.

4°C o0
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2.20. Origanum onites MAPKK ¢DNA’sinin Tamaminmin Klonlanmasi icin

Primer Tasarimi

Daha onceki calisma basamaklarinda eksik olan 3’ve 5° ¢cDNA uclarinin

dizileri UTR (untranslated region, translasyona ugramayan bolge )’leriyle birlikte

elde edilmistir. Bu dizilerin en dis kistmlarindaki UTR bolgelerine bir ileri ve bir

de geri yonde iki primer (FIMAPKKI1-5’UTR 5’gagaggagagagagagtaccgttg3’,

ileri primer) ve (R2 MAPKKI1-3’UTR 5’cayttaaaccgagaataacatcacttac3’, geri

primer) (Sekil 2.8) tasarlanmis ve Biogen firmasina sentezlettirilmistir.

.esculentum-MAPKK
. tabacum-MAPKK
.onites—-OoMAPKK1
.thaliana-ATMKK6
.sativa-MAPKK1
.mays-ZeMEK1
.sativa-MAPKK

ENO®POZ=Zt

.esculentum-MAPKK
. tabacum-MAPKK
.onites—-OoMAPKK1
.thaliana-ATMKK6
.sativa-MAPKK1
.mays-ZeMEK1
.sativa-MAPKK

ENOW»Oozt

.esculentum-MAPKK
. tabacum-MAPKK
.onites—-OoMAPKK1
.thaliana-ATMKK6
.sativa-MAPKK1
.mays-ZeMEK1
.sativa-MAPKK

ENO POzt

.esculentum-MAPKK
.tabacum-MAPKK
.onites-OoMAPKK1
.thaliana—-ATMKK6
.sativa-MAPKK1
.mays-ZeMEK1
.sativa-MAPKK

ENO Ozt

.esculentum-MAPKK
. tabacum-MAPKK
.onites-OoMAPKK1
.thaliana-ATMKK6
.sativa-MAPKK1
.mays-ZeMEK1
.sativa-MAPKK

ENO Ozt

———GGTTTTTTTGACACAATG-CATAAGCGGGTATAGAGGCAAACTTGTCCTGTAGTAAT
TCGGACGTACCCATTATGGCAACTCAGACAAAGCCACCGGCCATTTCCATTTGGACTTTT

AGAATTATTTGTTGGCGCTGGTCTGAGTT-——TGAAATTCAGTGTACCTTTCTCCGCAGG
GGAGTTATATTAGAGAGAGAGAGAGAGTACCGTTGGAGTGAGGCGGCCATTTCCATTTGA

>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> F1IMAPKK1-5’ UTR

o AACCCTAGT--——G-———
TTTCACTTTTCAAAATCTCAAATCTCAACACTCTTTCTACCAAACCCTAGGCGTAG-———
ATTTTCTCTTCAAACTTCTCTTCATTCTCTCGCCTGCTACTGAACCCTAGGCAGAATTTC
————————————————————————————— AAAGAGAGCGATAATCCCAAGGAAGAA-———
CTCTCGCTCGCGCTTCGGTCCCCCGTCTCTTACCGGCGGATAAACCCTAACCGGAGA--G

———————— GATCAAAATTATGAAGACGGCGAAGCCATTGAAGCAGCTTAAGCTCTICTGTA
77777777 AGATCAACTAATGAAGACGACGAAGCCATTGAAGGAACTTAAGCTCTCTGTA
TGCTGCTCAATCAAAATCATGAAGTTGAAGAAACCTCTCAAGGAACTCAAGCTCTCTGTC
—ACCAAAGAAAAAAAATGGTGAAGATCAAATCGAACTTGAAGCAGCTTAAGCTCTCCGTT
GAGGAGGAGGGGGAGGCCATGAGGGGGAAGAAGCCGCACAAGGAGCTCAAGCTCTCCGTG
GACGACGAGAGCGAGGCCATGAAGGGGAAGAAGCCGGTCAAGGAGCTCAAGCTCACCGTG
——————————————— AGCATGAAGAAAGGAAATTTGGGTCTCGGTCTCAAACTCTCTGTT

KKK K Kk kK kkk Kk koK

CCT---GCTCAAGATACTCCCATTTCCAGCTTTTTGACTGCGAGTGGAACGTTTCATGAT
CCT-—--GCTCAAGATACCCCTATCTCTAGCTTCTTGACAGCTAGTGGAACCTTTCACGAC
CCT---GCTCAGAATTCCCCCATCTCCTCTTTCCTGACGGCTAGCGGTACCTTTCACGAC
CCA---GCTCAAGAATCCCCAATCTICTTCCTTCCTGACTGCGAGTGGAACATTTCACGAT
CCT---GCGCAGGAGACGCCCGTCGACAAGTTCCTGACCGCGAGTGGTACATTCAAGGAT
CCG——--GCGCAGGAGACCCCGGTAGACAAGTTCCTGACGGCAAGTGGCACGTTCAAGGAT
CCTCAAACTGATCAAGTTGCTTTTGCAAAGTTTCTGACTGAAAGTGGAACGTTTAAGGAT

* % * * * * * * * Kk KK K * Kk KKk Kk kK * Kk

60

56
60

113
120

56

10
169
180

114
35

62
221
240
86
174
95
45

119
278
297
143
231
152
105



ENO POzt ENO POzt ENO POzt ENOP Ozt ENO POzt ENO POzt ENOP Oz

ENO POzt

.esculentum-MAPKK
. tabacum-MAPKK
.onites-OoMAPKK1
.thaliana-ATMKK6
.sativa-MAPKK1
.mays-ZeMEK1
.sativa-MAPKK

.esculentum-MAPKK
. tabacum-MAPKK
.onites—-OoMAPKK1
.thaliana-ATMKK6
.sativa-MAPKK1
.mays-ZeMEK1
.sativa-MAPKK

.esculentum-MAPKK
.tabacum-MAPKK
.onites-OoMAPKK1
.thaliana—-ATMKK6
.sativa-MAPKK1
.mays—-ZeMEK1
.sativa-MAPKK

.esculentum-MAPKK
. tabacum-MAPKK
.onites-OoMAPKK1
.thaliana-ATMKK6
.sativa-MAPKK1
.mays-ZeMEK1
.sativa-MAPKK

.esculentum-MAPKK
.tabacum-MAPKK
.onites—-OoMAPKK1
.thaliana-ATMKK6
.sativa-MAPKK1
.mays-ZeMEK1
.sativa-MAPKK

.esculentum-MAPKK
. tabacum-MAPKK
.onites-OoMAPKK1
.thaliana-ATMKK6
.sativa-MAPKK1
.mays-ZeMEK1
.sativa-MAPKK

.esculentum-MAPKK
. tabacum-MAPKK
.onites-OoMAPKK1
.thaliana—-ATMKK6
.sativa-MAPKK1
.mays-ZeMEK1
.sativa-MAPKK

.esculentum-MAPKK
. tabacum-MAPKK
.onites-OoMAPKK1
.thaliana-ATMKK6
.sativa-MAPKK1
.mays-ZeMEK1
.sativa-MAPKK

GGCGATTTACTTTTGAACCAGAAAGGACTCAGACTCATTTCTGAAGAGA——
GGCGATTTACTTTTGAACCAGAAAGGACTGAGATTGATCTCTGAAGAGA-————— ATGAA
GGCGATTTGCTGCTGAATCAGAAGGGGCTTCGGTTGATTTCTGATGAGA-————— ATGAA
GGAGATTTTCTTCTGAATCAAAAGGGGCTAAGGTTGACGTCAGATGAGA-————— AGCAA
GGTGAACTGCGGCTTAATCAAAGAGGTTTGCAGCTTATATCCGAGGAAACTGCAGATGAA
GGTGAGCTGAGGCTCAATCAGAGCGGCTTGCGGCTTATCTCTGAGGAAAACGGGGATGAA
GGAGATCTGCTTGTTAACAGAGACGGTGTTCGAATTGTTTCTGAGACTGA-——-AGTTGAA

* Kk kK * * Kk x ** * * * Kk KK * %

TCTCTGCCCTCAGAAACTAAGGAGATAGATCTTCAGTTTTCATTGGAAGATCTTGAAACC
TCTCCGGCCTCAGAAACTAAGGAGATAGATCTTCAGTTCTCATTGGAAGATCTTGAAACC
CCCCGCCCATCAGAGATGAAGGAGCTTGACCTTCAATTCTCGTTGGAAGACCTTGAGACC
TCAAGGCAATCTGATAGCAAGGAGCTTGATTTCGAAATTACTGCTGAAGACTTAGAGACT
CCTCAGTCAACAAACCTGAAGGTGGAAGATGTTCAGTTGTCAATGGATGACCTTGAGATG
GATGAATCTACAAAGCTGAAGGTGGAAGATGTGCAGTTATCAATGGATGATCTTGAGATG

GCTCCACCCCCAA-—--TCAAGGCAACAGACAACCAGTTAAGTTTGGCAGACATAGACATA
* * kK k * % * % * k%

ATCAAAGTCATTGGAAAAGGAAGTGGGGGTGTTGTTCAACTTGTTCGTCATAAATGGGTT
ATCAAAGTCATCGGGAAGGGAAGTGGTGGTGTTGTTCAACTTGTTCGCCATAAATGGGTT
ATCAAAGTCATTGGTAAGGGAAATGGTGGCGTTGTTCAACTTGTTCGCCATAAATGGGTT
GTCAAAGTCATCGGAAAAGGCAGTGGTGGTGTTGTTCAATTAGTTCGTCATAAATGGGTT
ATTCAAGTCATTGGTAAGGGGAGTGGTGGTATCGTCCAACTAGTTCGGCACAAGTGGGTG
ATTCAAGTCATTGGCAAAGGAAGCGGTGGTGTTGTCCAGCTAGTGAGGCACAAATGGGTG
GTGAAAGTTGTTGGAAAGGGAAACGGAGGGGTGGTTCAATTGGTGCAACACAAATGGACT

* * kK k * kk kk kKk Kk Kk Kk * kK kK * Kk Kk kk kokk

GGAACATTGTTTGCTCTGAAGGTTATCCAGATGAATATACAAGAAGATATTCGTAAGCAG
GGAACATTGTTTGCTTTGAAGGTTATCCAGATGACTATACAGGAAGATATTCGTAAGCAG
GGAACGTTGTTTGCCTTGAAGGTTATCCAGATGACTATACAGGAGGAGATTCGGAAACAA
GGCAAATTCTTTGCTATGAAGGTCATACAGATGAATATACAAGAAGAAATCCGTAAGCAA
GGGACATTATATGCCTTGAAGGGCATACAAATGAACATTCAAGAGGCAGTTCGCAAACAA
GGCACATTATTTGCCTTAAAGGGTATTCAAATGAACATTCAGGAGTCAGTTCGTAAACAG
AATCAGTTTTTTGCATTAAAGATAATTCAAATGAATATTGAAGAGTCCGTGCGCAAACGG

* Kk Kk kkk * kKK * Kk KKk kokkk ** * Kk

ATAGTGCAAGAACTGAAAATAAATCAAGCATCA---CAATGTCCACATGTTGTTGTATGC
ATAGTGCAAGAACTGAAAATAAATCAAGCATCA---CAATGTTCACATGTTGTTGTATGC
ATAGTTCAGGAGACTAAAATTAATCAAGCATCT---CAATGTCCAAATGTTGTAGTTTGC
ATTGTTCAGGAGCTTAAAATAAACCAAGCATCATCACAATGTCCACATGTAGTAGTTTGC
ATAGTACAAGAGCTCAAAATAAATCAAGCAACA---CAGAACGCACATATAGTCCTTTIGC
ATAGTACAGGAGCTCAAAATAAACCAAGCAACA---CAGAGCCCTCATATAGTTATGTGC

ATAGCTAAAGAGCTGAAAATTAATCAAGCAGCA-—-CAGTGTCCTTATGTTGTTGTCTGC
*k ok * ko *kkkk Kk Kkkkkok K * * kx k kK Kk kkk

TACCACTCTTTCTATCACAATGGAGCTATATCTCTGGTTTTGGAGTATATGGACCGTGGA
TACCACTCTTTCTATCACAATGGAGCTATTTCTCTGGTTCTTGAGTATATGGACCGTGGG
TATCATTCATTCTATCACAACGGAGCTATATCTATTGTGTTTGAATACATGGATCGTGGA
TACCATTCTTTCTATCACAATGGAGCCTTTTCGCTTGTGCTTGAATACATGGACCGTGGA
CACCAATCTTTCTACCATAATGGTGTAATATATCTTGTTCTAGAATACATGGACCGTGGA
CATCAATCTTTTTACCACAATGGTGTAATATATCTTGTTCTTGAGTACATGGACCGTGGA
TACCAGTCATTCTATGACAACGGTGTCATATCAATCATTTTAGAGTACATGGATGGAGGC

K kK kk KkKk KkKk EEE R * * * * kKK kK kokokokok * Kk

TCTTTAGTTGATGTAATCGGGCAACTTAAGACCATTCTTGAACCATATCTCGCAGTTGTT
TCTTTAGCTGACGTAATCAGGCAACTTAAGACTATTCTTGAACCATATCTCGCAGTTGTT
TCATTAGTTGATATAATCAGACAAGTCAAGACAATCCTTGAACCATACCTTGCAGTTGTN
TCTCTTGCGGATGTGATTAGACAAGTCAAGACTATTCTTGAACCTTACCTTGCTGTTGTC
TCTCTTGCAGATATCATTAAACAAGTCAAAACAATTCTGGAGCCATACCTGGCAGTACTT
TCGCTTGCAGACATTGTTAAGCAAGTGAAGACTATTCTGGAGCCATACCTTGCAGTACTT
TCCATGGCTGATCTTCTGAAGAAAGTTAAAACAATACCAGAGCCTTATCTTTCTGCCATT

* % * ok * * * * *Kk K Kk Kkk KkKk * Kk kK KKk Kk *  x *

TGCAAGCAGGTTTTACAAGGTCTTGTCTACTTGCATCACGAGAGACATGTTATCCACAGA
TGCAAGCAGGTTTTACAAGGTCTTGTCTACTTGCATAACGAAAGACATGTTATCCACAGA
TGCAAACAGGTTTTACAGGGGTTAGTTTACTTGCATCATGAGAGACATGTTATCCATAGA
TGTAAACAGGTTTTGCTAGGTCTTGTGTACCTACACAACGAAAGACATGTCATACACAGA
TGCAAACAGGTTTTGGAGGGTCTACTGTATCTTCATCATGAAAGGCATGTGATTCACAGG
TGTAAGCAGGTCTTGGAGGGTTTATTGTATCTTCATCATCAAAGGCACGTGATTCACAGG
TGTAAGCAGGTTCTGAAGGGTTTAATATATCTTCACCATGAAAGACACATTATCCACAGA

*k kK Kkkkk * ** * * Kk * Kk * * kK Kk * Kk Kk kK

61

* KKk K

* Kk kk Kk

173
332
351
197
291
212
162

233
392
411
257
351
272
219

293
452
471
317
411
332
279

353
512
531
377
471
392
339

410
569
588
437
528
449
396

470
629
648
497
588
509
456

530
689
708
557
648
569
516

590
749
768
617
708
629
576



ENO POzt ENO POzt ENO POzt ENOP Ozt ENO POzt ENO POzt ENOP Oz

ENO POzt

.esculentum-MAPKK
. tabacum-MAPKK
.onites-OoMAPKK1
.thaliana-ATMKK6
.sativa-MAPKK1
.mays-ZeMEK1
.sativa-MAPKK

.esculentum-MAPKK
. tabacum-MAPKK
.onites—-OoMAPKK1
.thaliana-ATMKK6
.sativa-MAPKK1
.mays-ZeMEK1
.sativa-MAPKK

.esculentum-MAPKK
.tabacum-MAPKK
.onites-OoMAPKK1
.thaliana—-ATMKK6
.sativa-MAPKK1
.mays—-ZeMEK1
.sativa-MAPKK

.esculentum-MAPKK
. tabacum-MAPKK
.onites-OoMAPKK1
.thaliana-ATMKK6
.sativa-MAPKK1
.mays-ZeMEK1
.sativa-MAPKK

.esculentum-MAPKK
.tabacum-MAPKK
.onites—-OoMAPKK1
.thaliana-ATMKK6
.sativa-MAPKK1
.mays-ZeMEK1
.sativa-MAPKK

.esculentum-MAPKK
. tabacum-MAPKK
.onites-OoMAPKK1
.thaliana-ATMKK6
.sativa-MAPKK1
.mays-ZeMEK1
.sativa-MAPKK

.esculentum-MAPKK
. tabacum-MAPKK
.onites-OoMAPKK1
.thaliana—-ATMKK6
.sativa-MAPKK1
.mays-ZeMEK1
.sativa-MAPKK

.esculentum-MAPKK
. tabacum-MAPKK
.onites-OoMAPKK1
.thaliana-ATMKK6
.sativa-MAPKK1
.mays-ZeMEK1
.sativa-MAPKK

GACATAAAGCCATCAAACTTGCTAGTGAACCACAAAGGAGAGGTAAAAATTACAGATTTT
GACATAAAGCCATCAAACTTGTTAGTGAACCACAAAGGAGAAGTTAAAATTACTGATTTT
GATTTAAAGCCTTCTAATCTGCTAGTGAACCACAAAGGGGAAGTAAAAATTACAGATTTT
GACATTAAGCCATCAAACCTTCTTGTAAACCATAAAGGGGAAGTGAAAATCTCAGATTTT
GATATAAAGCCATCTAACTTGTTAGTTAACCGTAAAGGTGAAGTAAAGATTACCGATTTT
GACATAAAACCATCTAACTTGTTGGTCAACCGTAAAGGTGAAGTCAAGATTACCGACTTC
GACTTGAAGCCTTCTAATTTGTTGATCAATCACACAGGCGAGGTTAAGATTACTGATTTT

* % * Kkk KKk kk KKk * * * Kk Kk * KkkKk kk Kk Kk KK * Kk kK

GGTGTAAGTGCAATGCTAGCCAGCTCTATGGGTCAGAGGGATACATTTGTTGGAACCTAC
GGTGTAAGTGCAATGCTAGCCAGCTCTATGGGTCAAAGAGATACATTTGTTGGGACTTAC
GGTGTTAGTGCCATGCTGGCAAGCTCTATGGGCCAACGTGACACATTTGTTGGGACTTAC
GGTGTAAGTGCAAGTCTTGCTAGCTCCATGGGACAGAGGGACACATTTGTTGGAACCTAC
GGGGTAAGTGCGGTGCTAGCAAGTTCAATGGGTCAGCGGGATACGTTTGTTGGAACCTAC
GGAGTGAGTGCTGTGCTAGCAAGCTCAATAGGTCAGCGAGATACATTTGTTGGAACCTAC
GGTGTTAGTGCAATTATGGAAAGTACATCTGGTCAAGCAAATACTTTCATTGGCACATAC

kk kk kkk kK * ok kk ok *k kok Kk kk kk kkkk Kk kKK
AATTATATGGCACCTGAAAGAATAAGTGGAAGT-————— ACCTATGACTACAAGAGTGAT
AATTACATGGCACCTGAAAGGATAAGTGGAAGT—————— ACCTATGACTACAAGAGTGAT
AATTACATGGCGCCTGAAAGGATCAGTGGGAGC—————— ACCTATGACTATAAAAGTGAT
AACTATATGTCGCCTGAGAGGATTAGTGGAAGC—————— ACATATGACTACAGCAGTGAC
AACTATATGGCGCCTGAGCGTATTAGTGGAAGC-————-TCCTATGACTACAAGAGTGAC
AACTATATGGCGCCTGAGCGGATTAGTGGTAGC—————— ACTTATGACTACAAAAGTGAC
AACTATATGTCTCCAGAGAGAATCAATGGAAGCCAACGTGGCTACAACTACAAAAGTGAT
Kk kk kkk ok kk Kk Kk Kk Kk KKK KK KKk kkKkK ok KAKKK

ATCTGGAGCTTGGGCATGGTCATCCTTGAATGTGCTATTGGACGTTTCCCATACATACAG
ATCTGGAGCTTGGGCATGGTCATCCTTGAATGTGCTATTGGACGTTTTCCATACATACAG
ATTGGGAGTCTGGGCATGGTGATTCTTGAATGTGCTATTGGACGTTTTCCTTATACCAAA
ATTTGGAGTTTGGGGATGTCAGTGTTAGAATGTGCAATAGGAAGATTTCCTTATTTAGAA
ATATGGAGTTTGGGCTTAGTAATACTCGAGTGTGCCATTGGTCGGTTCCCCTATATACCT
ATATGGAGTTTGGGCTTAGTTATACTTGAGTGTGCCATTGGCCGGTTCCCTTATATACCT
ATATGGAGTTTGGGACTGATATTGCTGGAGTGTGCTATGGGGCGGTTTCCTTACACACCA

* % * KKk * K Kk * * * kk KkKkKkKk KKk kK * KKk KKk kK

TCAGAGGACCAGCAAGCTCGGCCTAGCTTTTACGAGCTTTTGGATGCTATTGTTAGCAGT
TCGGAGGACCAGCAAGCATGGCCGAGCTTTTATGAGCTTCTGGAGGCTATTGTTAGCAGT
TCTGAAGACCAACAAAGTGGCCCCAGCTTTTACGAGCTTCTGCAGGCAATTGTTGGAAGT
TCTGAAGATCAGCAAAACCCGCCAAGCTTTTATGAACTCTTGGCAGCAATAGTAGAGAAT
TCAGAAGG---GGAAGGTTGGTTAAGCTTCTACGAATTATTAGAAGCAATTGTTGACCAG
TCGGAAGG—--TGAAGGTTGGTTAAGCTTTTATGAACTTCTGGAGGCCATTGTCGATCAG

CCAGATCAAAGTGAAAGATGGGAAAGTATATTTGAGCTTATTGAAACTATTGTGGATAAA
* ko ** *k ok ok kx Xk * kk kx

CCACCACCTTCTGCTCCAGTAGATCAATTTTCCCCAGAATTCTGTTCATTTGTTTCTGCT
CCACCACCGTCTGCTCCAGCAGATCAATTTTCCCCAGAATTCTGTTCATTTGTTTCTGCT
CCACCACCTTCTGCTCCGCCAGATCAATTTTCTCCAGAATTCTGTTCTTTTIGTCTCTGCA
CCACCACCAACTGCTCCTTCTGATCAATTCTCACCTGAATTCTGCTCCTTTGTATCAGCC
CCACCACCCTCTGCACCAGCGGACCAGTTCTCTCCAGAATTTTGTGCATTTATCTCCTCC
CCACCACCTTCTGCACCTGCAGATCAGTTCTCTCCAGAATTCTGCTCATTTATCTCCTCT
CCTCCTCCTAGTGCTCCATCTGAACAATTTTCCTCAGAATTTTGCTCATTTATCTCTGCA

Kk kK Kok Kk Kk Kk Kk kk Kkk kK K ok kkkk Kk * kKK Kk Kok *

TGCATTCAAAAGGATCCCAGGGATAGATCTTCAGCTCTGGACCTTTTGAGTCACCCTTTT
TGCATACAAAAGGACCCAAGGGATAGATCTTCAGCTTTGGACCTTTTGAGCCACCCTTTC
TGCGTACAGAAAGATCCTAGAGACAGATCTTCGGCCTTGGAACTACTGAGCCATCCTTTC
TGCATACAAAAAGATCCTCCAGCAAGAGCATCATCTTTGGACCTCTTGAGTCATCCATTC
TGCATACAAAAGGATCCTGCGGAGCGGATGTCTGCTTCAGAACTCTTGAATCATCCTTTC
TGCATACAGAAAGATCCGGCTCAGAGGATGTCTGCTTCAGAACTCTTGAATCACCCTTTT
TGTCTACAGAAAGACCCAGGAAGCAGACTGTCGGCTCAGGAACTTATGGAACTTCCTTTC

* % * Kk KkKk kk kK * * * * * Kk KK ** * * kKK

GTTAAGAAGTTTGAAGACAAAGACATTGATCTCAGCATACTTGTCAGTAGCCTGGAACCC
ATTAAGAAGTTTGAAGACAAAGACATAGATTTCGGCATACTTGTGAGTAGCCTGGAACCT
ATCAAGAAATTTGAAGAGAAAGACATTGATCTCAGCATATATGTGGGTAGCCTTGGATCA
ATAAAAAAGTTTGAGGACAAGGATATCGATCTCGGGATACTTGTTGGCACTCTGGAACCA
ATCAAGAAGTTTGAGGATAAGGATTTAGACCTGCGCATTCTTGTCGAGAGCCTTGAACCT
TTGAAGAAGTTCGAGGATAAGGACTTAAACCTGGGGATTCTTGTGGAGAACCTGGAACCT
ATCAGCATGTATGATGACTTGCATGTGGATCTCTCAGCTTATTTCTCCGATGCAGGATCT

* * * * * Kk KK * * * * * x * Kk K
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828
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869
888
737
828
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764
923
942
791
882
803
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824
983
1002
851
942
863
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884
1043
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971
1059
980
936

1004
1163
1182
1031
1119
1040
996

1064
1223
1242
1091
1179
1100
1056
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. tabacum-MAPKK
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.thaliana-ATMKK6
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ENO Ozt

.esculentum-MAPKK
. tabacum-MAPKK
.onites—-OoMAPKK1
.thaliana-ATMKK6
.sativa-MAPKK1
.mays-ZeMEK1
.sativa-MAPKK
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.esculentum-MAPKK
. tabacum-MAPKK
.onites-OoMAPKK1
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.sativa-MAPKK1
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.sativa-MAPKK

X NO Ozt

.esculentum-MAPKK
. tabacum-MAPKK
.onites-OoMAPKK1
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.sativa-MAPKK1
.mays-ZeMEK1
.sativa-MAPKK

ENO Ozt

.esculentum-MAPKK
.tabacum-MAPKK
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.thaliana-ATMKK6
.sativa-MAPKK1
.mays-ZeMEK1
.sativa-MAPKK
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.esculentum-MAPKK
. tabacum-MAPKK
.onites-OoMAPKK1
.thaliana-ATMKK6
.sativa-MAPKK1
.mays-ZeMEK1
.sativa-MAPKK

T NO® Ozt

.esculentum-MAPKK
.tabacum-MAPKK
.onites-OoMAPKK1
.thaliana-ATMKK6
.sativa-MAPKK1
.mays-ZeMEK1
.sativa-MAPKK

ENO»OoZzt

CCAGTA--AATTTTCCA-AGATAAGTCGTTGTCATATATATATTAGTACA-ACTACTATT
CCTGTA--AATTTTCCA-AGATAAATTCTCATAAAATTAGTAGTATTATACATTAAAGAC
CCTGTG--AATATCCCATAAATCACCTCTCTITCACTCTTCTTACTATGTTCATGTATGTT
CCTGTT--AACTACCTT-AGATAA-———————————————————————————————————
CCAATG-——-AATATATCC-GAGTAACTTGTCATTGGGAGGAATGAGGTTTTGTCGGTCTCT
CCAATG--AATATACCC-GAATAGCCTGTCGTTTTTAGTGATGAAGCCTTTGTTGTGCCT
CCACTCGCAACCTTATAAAAGATGATTGACGCCTGCATATGAGCTGCATTTGTGGATGAG

* % * **

ACATTGTA--—-GACCTGTAATATCTAG---CAGTTTCTGTATGTAAACATCACTTGAGA
CTGTAATA-——-TTTTTCTA-TAGCTAG---CAGTTGTTATA--—-AACATCACATGAGC
—~AAGATACCATCTTTAAATTTAATTTTTGTAAGTGATGTTATTCTCGGT

TGGTAGCGGCACATGTTCCCTGCATGCGATGTAGTGTGTATGATGTTGAAAATTCGGGAG
TCAGGG——————— TTTGGCCTCGAAGCCTCTTGGCATCTGC-—--TCCTCAACTGCAGCC
TC-TGATAAACCAGCTCCTAGTGTTATGCCGAAGATACCGTATTATGTTATTTAGTGATT

<LK KKK LKL LKL LK K KKK

TGAATGAATTACTTAGCAG-CATTTTTATC--TAATATGAGTTCAATATACTAGTGATTT
TGATCGAATTATTTAGCTG-CACTTTCTGC--TAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
TTAAGGAA--ATGTAGCTCTCATTATGAGCCATAGAATTAACCGAATCCGAAAAAAAAAA
GAGTTGCAGTAATGTATCGGTATAATTTTTCTTTACCTAAGGCCCTITTTGTTGCCTCTTT
TCCCTACCTGAATATGCTATAACATCATTGTATGATTCAAGCCCCTTGTGGC——————~ T
GAGTTCAATAAATTGTGAGAAACTCATAGATGCAAGGTTCAAGGAATTGCCATGATTGGA

<<<<<<< R2 MAPKK1l-3’UTR

TTATGGTCCTGTGACTTGCGAGCATGACAATAGAGGGAAT-CATGATTTCACCTTCGTAT
ATCTGAGCATAAGAGTAGAGGGAACTATGCTGCATTCCGTGTATGGTCACCTTATTGTAG
ACTTGGTGAAGAATTTTAATGATAAACGTTGATTATTAAGGGCCACTTGGGGCGAAATGT

CCTAAACTGCTCTCAAGTTATAATTGACGTTTTTATTTGATTAAAAAAAAAAAAAA 1471

1120
1280
1300
1112
1236
1157
1116

1173
1328
1356

1296
1206
1175

1230
1385
1414

1356
1259
1235

1248
1387
1421

1415
1319
1295

Sekil 2.8. O017-MAPKK cDNA’sinin tamaminin klonlanmasi igin primer tasarimi (* ortak

niikleotidleri gostermektedir)
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2.21. Origanum onites MAPKK ¢DNA’sinin Tamamumn Klonlanmasi icin

PZR

Bu primerler ile olasi tiim O. onites MAPKK genini elde etmek igin yine
RT reaksiyonundan elde edilen cDNA populasyonunda kullanilarak Pfu DNA
Polimeraz (Promega) ile PZR reaksiyonu yapilmistir.

Tiim gen icin PZR Reaksiyonu (25 ul):

Steril deiyonize H,O 13.25 pul
10x PZR tamponu (MgCl,’li) 2.5 ul
dANTP Mix (2.5 mM) 2ul
F2MAPKK1-5’UTR (2.5 uM) 2.5 ul
RIMAPKKI1-3"UTR (2.5 uM) 2.5l
cDNA kalib1 2ul
Pfu DNA polimeraz (3u/ul) 0.25 pl
Toplam: 25 ul

Tiim gen i¢in PZR Reaksiyonunun Is1 Dongiisii:

94°C 2 dakika

94°C 30 sn.
50°C 30 sn. 35 dongii
72°C 1.5 dk.

72°C 7 dk.

4°C o0

Agaroz jelde kosturulan PZR iiriinii jelden kesilerek QIAquick Gel
Extraction kiti ile saflastirilmis ve Tag polimeraz enzimiyle 72°C’de 10 dk.
inkiibe edilerek genin uglarina A niikleotidi eklenmistir. Daha sonra PZR iiriinii
pGEM-T plazmitine ligasyon ile eklenmis ve konak¢i XLI-Blue hiicresine
transforme edilmistir. Konak¢1 hiicrede cogaltilan plazmit Wizard Plus SV
Minipreps DNA saflastirma sistemi kiti ile saflastirilmis ve dizi analizi icin
kurulan PZR reaksiyonunda kalip olarak kullanilmistir. PZR reaksiyonu {iiriinleri

Beckman Coulter CEQ8000 DNA dizi analizi cihazinda analiz edilmistir.
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2.22. Southern Blot Yontemi

2.22.1. Origanum. onites Genomik DNA’simin Restriksiyon Enzimleriyle

Kesimi

Southern blot yonteminde ilk olarak genomik DNA, elimizdeki uygun
restriksiyon enzimleriyle kesime ugratilmistir. O. onites MAPKK geninin elde
ettigimiz dizi bilgisinin Gene Tool analiz programi ile olusturulmus restriksiyon
enzim haritasina ve ayrica mevcut enzimlerle deneysel olarak yapilan kesim
reaksiyonlarina gore uygun restriksiyon enzimleri seg¢ilmistir. Bu enzimlerle
(EcoRIl, Hind-1ll, BamHI, Xbal, Dral, Pstl, Spel) O. onites genomik DNA’s1
kesime ugratilmistir.

Kesim reaksiyonlari: 10 pg O. onites DNA’s1 6rnegi ile 2 ul enzim ve 2 pl
enzime ait tampon eklenerek reaksiyon kurulmustur. Reaksiyon 20 pl ye steril
deiyonize su ile tamamlanmistir 37°C’de bir gece inkiibasyonun ardindan 3.5 pl

6x yiikleme tamponu eklenerek reaksiyon sona erdirilmistir.

2.22.2. Kesime Ugratilan DNA’nin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi

Kesim reaksiyonunun tamami % 0.7’lik (70 ml ¢ift tarakli ve 2 ul 10x
etidyum bromit) agaroz jele yiiklenerek gece boyunca 10-15 volt ya da giin
boyunca 40-50 volt uygulanarak yiiriitiilmiistiir.

Jel UV’de en fazla 2 dk. tutulmus ve bu sayede marker’daki gibi biiyiik
DNA parcalarinin kirilmasi saglanmistir. Bu zaman zarfinda jelin resmi bir cetvel

ile birlikte ¢ekilmistir.
2.22.3. Southern Blotlama
Caligmamizda blotlama yontemi hem klasik ve hem blotlama cihazi ile
denenmistir.

Agaroz Jel ile Southern Blot diizenegi kurulmus ve naylon mebranin ve

jelin bir kenar kesilerek isaretlenmistir. Klasik diizenekte gece boyunca transfer
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islemi yapilmistir. Cihazla bu islem en fazla bir saat siirmektedir. Bu islemle

beraber gece boyunca isaretli prob hazirlig1 da yapilmistir.

2.22.3.1. Klasik Blotlama Yontemi

Sigma Southern Breeze Blot Kiti, tek kullanimlik paketler halinde transfer
tekniklerinin birkag tipi icin standart ¢cozeltileri icermektedir. Kitin tamami, hazir
kesilmis BioBond naylon membran, fitil ve blot kagitlar1 ile agaroz jelden niikleik
asitlerin transferi ve 6n iglemleri icin gerekli tiim soliisyonlar1 icermektedir.

Depiirinasyon: Sayet ilgili fragmentler 15 kb’den daha biiyiik ise,
transferden once depiirinasyon ile centiklenmelidir. DNA’y1 depiirine etmek icin
jel 250 ml 1X Depiirinasyon soliisyonu (kit) ile 30 dk. yavasca sallanmistir.

Denatiirasyon: Jel, herhangi bir kosturma veya depiirinasyon soliisyondan
kalan atiklardan temizlemek icin kisaca deiyonize sudan gecirilerek yikanmustir.
Jel, DNA’y1 denatiire etmek i¢in, 250 ml 1X Denatiirasyon soliisyonu (kit) ile 30
dk. yikanmistir.

Notralizasyon: Jel, denatiirasyon soliisyonundan kalan atiklardan
temizlemek icin kisaca deiyonize sudan gecirilerek yikanmistir. Jeli notralize
etmek icin jel, 250 ml 1X Notralizasyon soliisyonu ile 30 dk. yikanmistir.

Jel notralize edilirken transfer icin membran ve filtre kagidi hazirlanmis ve
membran, 10 parca ekstra kalin blotlama kagidi ve fitilleme (wicking) kagidir 1X
transfer tamponunda yikanmustir.

200 ml 1X transfer tamponu iceren kaba destek ve kagit yerlestirilmistir.
Transfer islemi tamamlandiktan sonra membrani durulamak i¢in geriye kalan 50
ml 1X transfer tamponu saklanmistir. Kagidin her iki ucunun transfer soliisyonu
ile iyice baglanmis ve soliisyon seviyesinin destegin iist kismindan daha asagida
oldugunu kontrol edilmistir. Kagit tamamen i1slatilmis ve yiizeyin altinda
kalabilecek herhangi bir hava kabarcigi temiz bir pipet ile yuvarlanarak
temizlenmesi saglanmistir.

Transfer aparatlart Sekil 2.10° da goriildiigli gibi bir araya getirilmistir.
Her basamakta ylizeyin altindaki hava kabarciklar1 temiz bir pipetle dikkatlice

yuvarlanip kenarlara itilerek temizlenmistir.
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Sekil 2.9. Klasik blotlama diizenegi (Anonim 2004’den uyarlanmigtir)

Plastik orti

Tamamen 1slatilmis kagidin {istiine {izerine noétralize edilmis jel
yerlestirilmis ve dikkatlice hizalanmistir. Jelin her iki yani stre¢ film ile ortiilmiis
ve boylece streg oOrtii jelin kenarlarini kismen kaplamstir.

Membran (+ yiiklii) ve aym ebatlarda bir par¢ca whatman blotlama kagid,
jelin yikandigi nétralizasyon soliisyonu i¢inde onceden 1slatilmistir. Jelin iistiine
daha onceden 1slatilmis membran yerlestirilmis ve bir kalemle yoniinii belirlemek
i¢in igaretlenmistir.

Daha sonra, membran {izerine daha Onceden 1slatilmis bir parca ekstra
kalin blotlama kagidi dikkatlice yerlestirilmistir.

Bunun iistiine de ekstra kalin blotlama kagidinin geriye kalan 9 tane kuru
kagidi yerlestirilmistir. Ustiine yaklagtk 100 gr agirhginda cam veya plastik bir
plate (cam petri kapagi veya tabak vb.) yerlestirilmistir. Cok fazla agirlik jele
baski yapacagindan etkisiz (verimsiz) transferle sonuglanabilmektedir.

Transfer isleminin gece boyunca siirmesi saglanmistir. Transfer
tamamlandiktan sonra, tiim blotlama kagitlar1 ayrilarak alinmis ve yumusak
kursun kalem kullanarak jel iizerindeki kuyucuklar naylon membranda
isaretlenmistir. Membran jelden dikkatlice kaldirilmis ve daha 6nceden saklanan
50 ml 1X transfer soliisyonu ile kisa bir siire durulanmistir.

Membran yeni bir parca kurutma kagidina alinmis ve birkag dakika siireyle
hava etkisiyle kurumaya birakilmisti. DNA’yr membrana kalic1 olarak

yapistirmak icin membran, 80°C’de 2 saat firinlanmigtir. Membranlar, yeteri kadar
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blotlama kagitlar1 arasinda oda sicakliginda saklanabilmektedir. Transferin
yeterliligini 6lgmek icin jel, oda sicakliginda 30 dakika 0,5 pg/ml etidyum bromit
soliisyonuyla boyanmis ve ulraviyole 1sikta transferin gerceklestigi teyit

edilmistir.

2.22.3.2. Watman-Biometra FastBlot Cihaz ile Blotlama

Fastblot niikleik asitleri membranlara transfer etmede de kullanilan bir
cihazdir. Transfer i¢cin blotlama kalitesini arttirmada ©Oncelikle DNA bir 6n

islemden gecirilmistir. (Cizelge 2.5.).

Cizelge 2.5. DNA transferinden 6nce uygulanan 6n asamalar (Cihaz teknik biilteni)

Depiirinasyon 0.25 M HC1 7 dakika
Denatiirasyon 0.5 M NaOH 15 dakika
1.5 M NaCl
Notralizasyon 3.0 M NaCl 15 dakika
0.5 M Tris, pH 7.4

Blotlama sandvici cihaz teknik biiltenine gore hazirlanmistir; transfer
tamponu olarak 1x TBE (Tris-Borik asit-EDTA) tamponu kullanilmistir ve
membran/jel sandvicin her iki kisimina 10 kat blotlama kagidi (Whatman 3MM
Chr paper, Code No. 3030700, 3030704, 3030861, 3030917 ve 3030931)
konmustur. DNA’y1 transfer etmek i¢in, membran (calismamizdaki naylon
membran) jelin anot kismina gelen yiizeyine konulmustur. 10x6.5 cm ebatindaki
jele (cm”sine 3-5 miliamper) 260 miliamper giic yaklasik 30 dk siiresince
uygulanmistir. Temel soliisyonlari stabil olmadig i¢in Nitroseliiloz membranlarda
bu cihaz kullanilamamaktadir. Transfer isleminden sonra membran 1x TBE

tamponuyla durulandiktan sonra 80°C’de 2 saat firinlanmugtir.

2.22.4. DIG-isaretli Bulucu DNA (Prob) Hazirhg

O. onites MAPKK enzim genini tasiyan plazmit DNA, tiim genin

klonlandigi PZR reaksiyonunun 1s1 dongiisii ve kosullarinda kalip olarak
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kullanilarak bulucu DNA (prob) olarak kullanilacak olan PZR iiriinii (insert)
sentezlenmistir. PZR reaksiyonundan sonra iiriin %1.4’liik agaroz jele yiiklenmis
ve yiiriitiilen jelden ilgili bant kesilerek saflastirilmustir. Isaretli prob icin DIG-
isaretleme ve tespit etme kiti (Roche) kullanilmistir.

DIG isaretleme kitine gore, 0.5 veya 1.5 ml’lik ependorf tiipler
kullanilarak, 0,5-3 pg kalip DNA (yukarida prob icin hazirlanmis DNA parcasi)
toplam 15 pul’ye steril deiyonize su ile tamamlanarak 100°C’de su banyosunda
veya 1s1 blogunda kaynatmadan 10 dk. bekletilip denatiire edilmistir. Tiip kisa bir
spin attirilip hemen buza konmustur.

Uzerine kit’ten sirayla 2 pl hekzoniikleaz karigimi, 2 pl dNTP karisimi ve
1 ul Klenow enzimi eklenmistir. 37°C su banyosunda 16 saat inkiibe edilmis ve
stire sonunda reaksiyonu durdurmak icin 2 pl 0.2 M EDTA (pH 8.0) eklenmis ya
da ayn1 islem 65°C’de 10 dakika bekletilerek gerceklestirilmistir.

Isaretli bulucu DNA’y1 ¢oktiirmek icin 6.25 pl 4M LiCl ve 200 ul soguk
saf etil alkol eklenmis ve iyice karistirtlmistir.

Karigim tiipii 30 dk. -70°C’de bekletilmis ve 15 dk. 14000 rpm’de oda
1sisinda  santriifiijlenmistir. Siipernatant atilmis ve DNA peleti oda 1sisinda
kurutulmustur.

Kuruyan DNA peleti 50 pl TE buffer ile ¢oziindiiriilmiis ve bulucu DNA

istenildiginde kullanilmak iizere 1 y1l saklanabilecegi -20°C’ye kaldirilmustir.

2.22.5. Prehibridizasyon, Hibridizasyon ve Deteksiyon Asamalari

Calismamizda bu asamalarin hepsi DIG isaretleme ve tespit etme Kiti
prosediiriine gore gergeklestirilmistir. Daha o©nce firinlanmis membran
prehidridizasyon ve hibridizasyon islemi i¢in kullanilmistir.

Oncelikle melezleme standart tamponu (prehibridizasyon tamponu)

hazirlanmustir (Cizelge 2.6.).
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Cizelge 2.6. Melezleme standart soliisyonu (Prehibridizasyon Tamponu) (Temizkan ve Arda 2004)

Prehibridizasyon Tamponu 100 ml icin 20 ml icin Final Konst.
20x SSC 25 ml 5 ml 5x
%10 SDS 200 ul 40 ul % 0.02
Na-laurylsarcocine 0,1g 0.02¢g % 0.1
Bloklama stok soliisyonu (Kit
icindeki tozdan DIG-Maleik asit 1 ml 200 pl % 0.1
tamponu ile %10’luk (10x)
hazirlanir)

Toplam hacim 20 ml olacak sekilde steril distile su ile tamamlanmistir. Bu
solisyondan iki tane 20 ml’lik hazirlanmistir. ilki prehidridizasyon igin
kullanilmustir. Ikincisi de 5 dk. 100°C’de tutulup sonra buza konularak denatiire
edilmis bulucu DNA eklenerek hibridizasyon tamponu olarak kullanilmistir. Daha
once kullamlan ve -20°C’de bekletilen DIG isaretli bulucu DNA tekrar
kullanilacagi zaman 68°C’de 10 dakika bekletilmis ve 10 dakika buzda
bekletilerek kullanilabilir hale getirilmistir. (Ko, 2005).

Firinlama isleminden sonra hazir hale gelen naylon membran
prehibridizasyon islemi i¢in hibridizasyon tiipiine alimistir. Prehibridizasyon
asamasi 68°C’de 1.5-2 saat siireyle hibridizasyon firininda gergeklestirilmistir.
Hibridizasyon 16 saat ya da gece boyunca 68°C’de hibridizasyon tiipii i¢inde
yapilmistir. Hibridizasyon ve prehibridizasyon 1silari bulucu DNA’daki G/C
oranina gore hesaplanmistir. Genelde prehibridizasyon sicakligi hibridizasyon
sicakligt ile aynmi tutulmaktadir. Hibridizasyondan sonraki ikinci yikamada da bu
sicaklik kullanilmigtir. 3. yikamada genelde 68°C kullanilmaktadir. Fakat bu
yikama yiiksek spesifiteye sahip bulucu DNA’lar i¢in temiz bir zemin olusturmak
icin yapilmaktadir.

Kit prosediiriine gore hibridizasyon sicakligin1 hesaplamak icin gerekli formiil:

Tm =49.82 + 0.41 (%G/C) — (600/ bulucu DNA’daki baz ¢ifti sayis1 yani
bulucu DNA uzunlugu) 6rnegin 1200 bg i¢in bu deger 1200 diir. Bizim bulucu
DNA’miz 1200 b¢ ve G/C oram yaklasik % 43.2 dir. A/T ise % 56.5 .

Topt = T — 20-25°C
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Bizim degerlerimize gore T,= 67,032 c¢ikmustir. Buna gore T,y yani
hibridizasyon sicakligimiz 47, 032 veya 42,032 degerleri arasindadir.

Hibridizasyon tamponu bir falcona bosaltilmigs ve -20°C’de tekrar
kullanilmak iizere saklanmistir. Membran 1.yikama tamponu (2x SSC, % 0.1
SDS) ile oda 1s1sinda iki kere 5’er dakika hafif harekette yikanmis ve siiziilmiistiir.
Tekrar membran 2. yikama tamponu ile (0.5x SSC, % 0.1 SDS) ile 65°C’de 5 dk.
yikanmis ve siiziilmiis, daha sonra 3. yikama tamponunda (0.1x SSC, % 0.1 SDS)
68°C’de 5 dk. yikanmustir. 3. yikama tamponu membrandan siiziilerek
uzaklastirimistir.

Yikamalardan sonra naylon membran DIG-Maleik asit tamponunda oda
1sisinda 5 dk. yikanmig ve siiziilmiistiir. Daha sonra membran 10 ml 1x bloklama
tamponu icinde oda 1sisinda 30 dk. yikanmis ve burada yeni 1x bloklama tamponu
mevcut durumdaysa dokiilmiistiir.

Antikor soliisyonu (kit) kullanilmadan ©nce 5 dk. 10000 rpm’de
santrifiijlenmis sonra tiipteki sivinin ylizeyinden antikor pipetle alinmistir. Yenisi
hazirlanmadiysa eski 1x bloklama tamponuna 1:5000 oranda diliie olacak sekilde
antikor soliisyonu eklenerek oda 1sisinda 30 dk. hafif sallamada yikanmistir.

Antikor soliisyonu uzaklastiritlip DIG-yikama tamponu ile 2 defa 15’er dk.
yikama yapilmis ve DIG saptama tamponu ile 2-5 dk. dengelenmistir.

DIG ile isaretlenmis bulucu DNA’lara baglanan antikorlara baglanarak
renk olusumuna neden olan Colorsubstrate soliisyonundan 2 ml taze olarak
hazirlanmigtir. Bu  soliisyon karanlikta tutulmalidir.  Soliisyon, kit’ten
coziindiirillen vial 9 tiiptinden 40 pl alinarak 2 ml saptama tamponu ile
hazirlanmistir.  Yetmedigi takdirde bu soliisyondan daha fazla aym oranda
hazirlanabilmektedir.

DIG saptama tamponu dokiildiikten sonra membranin iizerine 2 ml
Colorsubstrate soliisyonu eklenmis ve karanlikta ¢alkalamadan bant olusumu
gozlenmistir. Islemi sonlandirmak icin membran DIG TE bufrer ile yikanmustir.
Gerekli Soliisyonlar Hazirlanmasi:

1x Blocking Solution:

Kit icindeki bloklama tozundan DIG maleik asit tamponu ile % 1’lik

hazirlanmistir.
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50 ml DIG Yikama Tamponu:
5 ml 1 M Maleik asit (Final kons. 0.1 M) 7.5 ml 1 M NaCl (Final kons.
0.15M) 1.5 ml %10’luk Tween 20 (Final Kons. % 0.3). pH’1m1 7.5’a ayarlayip 50

ml’e distile su ile tamamlanmustir.
DIG Saptama Tamponu:
Final konsantrasyonlari: 0.1 M Tris HCI, 0.1 M NaCl, pH: 9.5
DIG Maleik Asit Tamponu:
Final konsantrasyonlari: 0.1 M Maleik asit, 0.15 M NaCl, NaOH ile pH:
7.5’ ayarlanmigtir. 100 ml i¢in: 10 ml 1M Maleik asit, 7.5 ml 2 M NaCl karistirilip

100 ml’ye distile su ile tamamlanmastir.
DIG TE Buffer:
Final konsantrasyonlari: 10 mM Tris HCI, 1 mM EDTA, pH: 8
20x SSC Cozeltisi (1 litre):
175.3 g NaCl (3M NaCl), 88.2 g NasSitrat (0.3 M) once steril distile suyla

800 ml’ye tamamlanmis. 1 M HCl ile pH:7.0’a ayarlandiktan sonra 1 litreye steril
distile suyla tamamlanmastir.
200 ml 2x 1. Yikama Tamponu:
20 ml 20x SSC, 2 ml %10’luk SDS, 200 ml’e distile su ile tamamlanir.
200 ml 0.5x 2. Yikama Tamponu:
5 ml 20x SSC, 2 ml %10’1luk SDS, 200 ml’e distile su ile tamamlanair.
200 m] 0.1x 3. Yikama Tamponu:
1 ml 20x SSC, 2 ml %10’1luk SDS, 200 ml’e distile su ile tamamlanair.

2.23. Origanum onites MAPKK Proteininin Rekombinant Olarak Uretilmesi
Calismamizda O. onites MAPKK proteinini rekombinant olarak

iiretebilmek icin pMAL Protein Fiizyon and Saflastirma Sistemi (Biolabs) kiti

kullanilmuastir.
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2.23.1. UTR Bolgesi Olmayan Origanum. onites MAPKK1 c¢DNA’sinin
Eldesi

O. onites MAPKK proteinin rekombinant olarak {iiretilebilmesi icin, daha
once UTR bolgeleriyle birlikte klonlanan genin bu bélgelerden arindirilarak
sadece start ve stop kodonlar1 arasindaki bolgeyi ekspres plazmitine aktarmak
gerekmektedir. Bu nedenle start ve stop kodonlari icine alan yeni yonlendirilmis
ileri ve geri primerler tasarlanmistir. Primerlerin 6zelligi, translasyon icin
kullanilacak plazmitin sahip oldugu restriksiyon kesim bolgelerini icermesidir. Bu
sayede rekombinant olarak iiretilmesi istenen gen pargast dogru yonde plazmit
icine eklenebilecektir. Primer bilgileri;

Ex-OoMAPKKIF (ileri):
5’CGGGATCCATGAAGTTGAAGAAACCTCTCAAGGAA3  (italik  bolge
BamH I restriksiyon enzimi kesim bolgesi, koyu bolge start kodon).
Ex-OoMAPKKIR (geri):
5S’GGCGAAGCTTTTATGGGATATTCACAGGTGATCCAAG3’ (italik bolge
Hind Il restriksiyon enzimi kesim bolgesi, koyu bolge stop kodon).

Yonlendirilmis primerler ile PZR reaksiyonu i¢in uygun primer oturma
sicakligin1 bulabilmek icin 1s1 skala reaksiyonu kurulmus, reaksiyon tiipleri 52,
54.8, 57.3, 60.9 ve 65.1°C’lik primer oturma 1silarinda reaksiyona sokulmustur.
Sonug olarak primerlerin 57.3°C’de en verimli sekilde calistiklarr saptanmugtir.
Temperature gradient esnasinda Taq polimeraz kullanilmis iken asil reaksiyonda
Pfu polimeraz enzimi kullanilmigtir. Bunun nedeni bu enzimin digerine gore hata
yapma oraninin ¢ok daha diisiik olmasidir. Bu 1sida yapilan reaksiyon bilesenleri
ve 1s1 dongiisii asagidaki gibidir:

PZR Reaksiyonu (25 ul):

Steril deiyonize H,O 14.25 ul
10x PZR tamponu (MgCl,’li) 2.5ul
dNTP Mix (2.5 mM) 2 ul
Ex-OoMAPKKI1F(2.5 uM) 2.5l
Ex-OoMAPKKIR (2.5 uM) 2.5l
1/10 RT kalib 1 ul
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Pfu DNA polimeraz (3u/ul) 0.25 ul
Toplam: 25 ul

Tiim gen icin PZR Reaksiyonunun Is1 Dongiisii:

94°C 2 dakika

94°C 30 sn.
57.3°C 30 sn. 35 dongii
72°C 1.5 dk.

72°C 7 dk.

4°C 00

2.23.2. Origanum onites MAPKK1 cDNA’simin Translasyon Plazmitine

Eklenmesi

PZR reaksiyonu sonucu elde edilen iiriin ile translasyon plazmiti olan
pPMAL-p2x plazmiti (pMAL Protein Fusion and Purification System, New
England Biolabs) Hind Il ve BamH I enzimleriyle kesime ugratilmistir. Kit
bilgisine gore kesim reaksiyonu 500 ng’lik iiriinler (plazmit ve insert gen) ile
yapilmistir. Reaksiyon bilesenleri

50 pl’'lik reaksiyon igin:

pPMAL-p2x plazmiti (200 ug/ml) 2.5 pl insert (12,7ng/ul) 35ul
Hind 111 1 ul 1ul
BamH I 1 ul 1ul
10x SB tampon Sul Sul
Niikleazsiz deiyonize H,O 40.5 pl 8 ul
Toplam: 50 ul 50 ul

Kesim fiiriinleri kit bilgisine gore saflastingmistir. Her iki kesime tasiyici
olarak 10 ug glikojen (veya tRNA) eklenmis, daha sonra 1/9 hacimde 3 M
sodyum asetat eklenmistir. Karisima esit hacimde isopropanol eklenmis ve oda
1sisinda 10 dk. inkiibe edilmistir. Daha sonra 15 dk. santrifiijlenmis ve siipernatant

dokiilerek pelet % 70’lik etanol ile yikanmistir. Etanol dokiildiikten sonra pelet
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kurumaya birakilmistir. Kuruyan peletler 25 pl 10 mM Tris-HCI, ImM EDTA,
pH:8 ile resiispanse edilmistir.

Kesim reaksiyonundan sonra saflastirilan plazmit ve insert’iin miktar
tayinleri yapilmis ve 40 ng plazmit ile 20 ng insert olacak sekilde reaksiyon
kurulmugtur. Reaksiyon icin pGEM-Teasy kitinin ligasyon buffer ve T4 DNA
ligaz’1 kullanilmistir.

Ligasyon reaksiyonu (20 ul):
Kesilmis pMAL-p2x plazmit (8.3 ng/ul) 4 ul

Kesilmis insert (2.6 ng/ul) Spul

2x Ligasyon tamponu 10 pl

T4 DNA ligaz(5u/ul) 1 ul
Toplam: 20 ul

2.23.3. Translasyon Plazmitinin Konakc¢i Bakteriye Tasinmasi

Ligasyon reaksiyonunun 10 pl’si kompetent E. coli TB1 susuna ve diger
10 ul’si de bir lacZa-komplementasyon susu olan kompetent E. coli XLI-Blue’a
eklenmis ve buzda 5 dk. inkiibe edilmistir. 42°C’de 2 dakika 1sitildiktan sonra 0.5
ml LB eklenmistir. 37°C’de 30 dakika inkiibe edilmis ve 50 pg/ml ampicillin ve
80 ng/ml Xgal iceren LB petrilerine yayilmistir (petriler IPTG (isopropyl-beta-D-
thiogalactopyranoside) igermemektedir). Gece boyunca 37°C’de inkiibe edilmis
ve steril bir 6ze ile beyaz koloniler kazinip bir ayr1 bir LB amfisilin petrisine
ekilmigtir. 37°C’de bir gece inkiibe edilmistir. Petrideki beyaz kolonilerden koloni

PZR yontemiyle pozitif koloniler secilmistir.
2.24. MBP-OoMAPKXK]1 Fiizyon Proteinini Ureten Kolonilerin Belirlenmesi
2.24.1. OoMAPKK]1 Geninin Ekspresyonunun Gozlemlenmesi
pMAL Protein Fusion and Purification System kiti kullanilarak MBP

(Maltose Binding Protein) ve OoMAPKKI protein fiizyonu ile rekombinant

olarak OoMAPKKI1 proteininin iiretimi amag¢lanmistir. pMAL-p2x translasyon
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plazmitine eklenmis olan OoMAPKKI1 geninin ekspresyonunu gozlemlemek icin
kit teknik biilteninde tavsiye edilen pilot deney uygulanmistir.

pMAL-p2x plazmit icin toplam 6 Ornek koloni (1) uyarilmamis ve 2)
uyarilmig hiicreler, 3) total hiicre ekstrati, 4) total ekstratin ¢6ziinmeyen materyal
kismi, 5) amiloz resin’e baglanan fraksiyon, ve 6) (sadece pMAL-p2x yapimi
icin) soguk ozmotik sok prosediiriiyle hazirlanmisg bir periplazmik fraksiyon,
hazirlanmustir.
1) Fiizyon plazmit iceren bir gecelik hiicre kiiltiiriiniin 0.8 ml’si 80 ml rich broth +
glukoz ve amfisilin besi yerine eklenmistir (besi yeri icin: 1 litreye 10 g tryptone,
5 g yeast extract, 5 g NaCl, 2 g glukoz hazirlanip otoklavlanmig ve 800 pl steril
amfisilin eklenmistir).
2) 37°C’de bakteri kiiltiirii 2 x 10® hiicre/ml (Agpo’de yaklasik 0.5) olacak sekilde
biiyiitiilmiis ve kiiltiiriin 1 ml’si 2 dk. santrifiijlenmistir (6rnek 1: uyarilmamis
hiicreler). Siipernatant bosaltilmis ve hiicreler 50 pl SDS-PAGE o6rnek yiikleme
tamponu ile resiispanse edilmistir. Daha sonra 6rnekler vortekslenmis ve -20°C’ye
kaldirilmastir.
3) Kalan kiiltiire 0.1 M stok soliisyondan 0.24 ml IPTG eklenmis ve 37°C’de 2
saat inkiibe edilmistir. 0.5 ml kiiltiir ayrilmis (6rnek 2: uyarilmis hiicreler) ve 2 dk.
santrifiijlenmistir. Siipernatant dokiilmiis ve hiicreler 100 ul SDS-PAGE 6rnek
yiikleme tamponuyla resiispanse edilmistir. Daha sonra 6rnekler vortekslenmis ve
-20°C’ye kaldirilmigtir.
4) Kalan kiiltiir iki esit parcaya (A ve B drnekleri) boliinmiis ve 4000 g’de 10 dk.
santrifiijlenerek hiicreler toplanmistir. Stipernatantlar dokiilmiis ve peletin biri 5
ml kolon tamponu (1 litreye: 20 ml 1.0 M Tris-HCI, pH:7.4 (final: 20 mM); 11.7g
NaCl (final: 200 mM); 2 ml 0.5 M EDTA (final: 1 mM); 1 ml 1M sodyum azit
(final: 1 mM); 0.7 ml B-mercaptoethanol) ile A 6rnegi icin resiispanse edilmistir.
Diger pelet 10 ml 30 mM Tris-HCI, %20 siikroz, pH:8 ile B 06rnegi icin
resiispanse edilmistir.

A 0rnegi icin asagidaki protakol takip edilmistir:

5A) Kolon tamponu icindeki hiicreler, gece boyunca -20°C’de dondurulmus ve

daha sonra soguk suda ¢oziindiiriilmiistiir.
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6A) Hiicreler soguk su banyosuna konmus ve 15 sn. veya daha az siirelik kisa
vuruslarla sonikate edilmistir. Protein eldesi maksimum diizeye gelene kadar
(genellikle yaklasik 2 dk.) sonikasyon islemi devam etmistir.

7A) 4°C’de 9000 g’de 20 dk. santrifiijlenmis ve siipernatant ayri yere bosaltilarak
buzda korunmustur. Pelet 5 ml kolon tamponu ile resiispanse edilmis ve
cOziinmeyen materyaller siispanse halde birakilmistir. Coziinen ve ¢oziinmeyen
materyal fraksiyonlarinin 5 pl’sine 5 pl 2X SDS-PAGE o6rnek yiikleme tamponu
eklenmigtir (belirtilen siraya gore ornek 3: total hiicre ekstrakti ve drnek 4: total
ekstraktan ¢6ziinmeyen materyal).

8A) Bir mikrosantrifiij tiiptine 200 ul Amiloz resin eklenmis ve 8000 g de 1 dk.
santrifiijlenmistir, bosaltilarak siipernatant atilmistir. Resin 1.5 ml column buffer
ile resiispanse edilmis, daha sonra kisaca santrifiijlenerek siipernatant tekrar
bosaltilmistir. Bu islem yeniden tekrar edilmis ve son asamada resin 200 ul kolon
tamponu ile resiispanse edilmistir. Amiloz resin bulamacinin 50 pl’si ile ¢6ziinen
materyal fraksiyonunun 50 pul’si karistirllmis ve buzda 15 dk. inkiibe edilmistir. 1
dk. santrifiijlenerek siipernatant atilmis veya bosaltilmistir. Pelet 1 ml column
buffer ile yikanmis, 1 dk. santrifiijlenerek resin 50 pl SDS-PAGE 6rnek yiikleme
tamponu ile resiispanse edilmistir (6rnek 5: Amylose’a baglanan fraksiyon).

B 6rnedi i¢in asagidaki protokol takip edilmistir:

5B) Tris-siikroz’daki hiicrelere 20 pl 0.5 M EDTA eklenmis ve ¢alkalayici veya

karistirici ile oda 1sinda 5-10 dk. inkiibe edilmistir.

6B) 4°C’de 8000 g’de 10 dk. santrifiijlenerek siipernatant atilmis ve pelet 10 ml
soguk 5 mM MgSOQy ile buzda resiispanse edilmistir.

7B) Ornek, soguk su banyosunda 10 dk. calkalanmustir.

8B) Yukaridaki gibi tekrar santrifiijlenenen Ornegin siipernatanti soguk ozmotik
sok stvist olarak kullanilmistir. Soguk ozmotik sok sivisinin 10 pl’sine 10 pl 2X
SDS-PAGE 6rnek yiikleme tamponu eklenmistir (Ornek 6: sofuk ozmotik sok

prosediirityle hazirlanmis bir periplazmik fraksiyon).
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2.24.2. SDS-PAGE

Onceki deney asamalarinda elde edilen 6 érnek, kaynar su banyosunda 5
dk. bekletilmis ve 12 000 g’de 1 dk.santrifiijlenmistir. uyarilmamis hiicreler,
uyarilmis hiicreler ve Amiloz resin Orneklerinin peletlerininin dagilamamasina

dikkat edilmistir. Orneklerin tiimiinden 20 pl almarak, %10’luk SDS-PAGE jele

yiiklenmistir.
SDS-PAGE i¢in (%10’1uk Yiriitme Jeli) (%5°1ik Yiikleme Jeli)
H20 4 ml 2.1 ml
% 30 Akrilamid Mix 3.3ml 0.5 ml
1.5 M Tris (pH: 8.8) 2.5 ml -
1 M Tris (pH: 6.8) - 0.38 ml
% 10 SDS 100 pl 30 ul
% 10 Amonyum persiilfat 100 pl 30 ul
TEMED 4 ul 3ul

SDS-PAGE i¢in Thermo EC120 dikey elektroforez seti kullanilmistir.
Diizenek hazirlandiktan sonra 6nce %10’luk yiiriitme jeli hazirlanip iki cam
arasina dokiilmiis ve saf biitanol ile dengelenmistir. Jel donduktan sonra biitanol
kurutma kagidi ile yiizeyden cekilmis ve distile su ile yikanmistir. Kurutma kagidi
ile ylizeyden distile suyun tamami cekilmis ve %5’lik yiikleme jeli hazirlanip
dokiilmiistiir. Jel donmadan hemen tarak yerlestirilmis ve jel dopnduktan sonra
tarak c¢ikartilip kuyucuklar SDS yiiriitme tamponuyla yikanmistir.

Yiiklenecek protein 6rnekleri bire bir 2x SDS-PAGE yiikleme tamponuyla
kanstirilip 5 dakika kaynatildiktan sonra 1 dakika santrifiijlenmis ve yiliklemeye
hazir hale getirilmistir. Protein marker’i olarak Amersham Biosciences High-
Range Rainbow Molecular Weight Markers ve Fermantas Page Ruler unstained

Protein Ladder kullanilmustir (Sekil 2.11).
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Sekil 2.10. SDS-PAGE’de kullanilan protein marker’lar1 (Marker’larin teknik biiltenlerinden

alinmusgtir).

Yiikleme islemi bittikten sonra giic kaynagi 80 volt’a ayarlanmis ve
ornekler yiikleme jelini gectikten sonra voltaj 120 volt’a yiikseltilmistir. Yiriitme
islemi bittikten sonra jel tankin icinden alinip 1-1.5 saat Brillant Blue boyama
soliisyonuyla yikanmigtir. Boyama isleminden sonra jel destaninin solusyonuyla
1-2 kere yikanip boya jelden ¢ikana kadar bu soliisyonda bekletilmistir. Hazir hale
gelen jel digital fotograf makinesive jel dokiimantasyon cihaziyla resmedilmistir.
Kullanilan Soliisyonlar:

Yiiriitme tamponu: 72 g Glycin, 25 ml % 10 SDS, 15.15 g Tris.

TEMED (N’N’N’N’ Tetramethylethylenediamine): Hazir satilmakta.

% 10 Amonyum persiilfat (AMP): 1 g AMP distile suyla 10 ml’e tamamlanir.
Fiksatif soltisyon: 50 ml Methanol, 75 ml Glacial acetic acid, 530 ml dH,O

Boyama soliisyonu: 1.25 g Comassie Brilliant Blue, 500 ml fiksatif soliisyon.
Destainig Tamponu: 50 ml Methanol, 75 ml Glacial acetic acid, 875 ml dH,O.

2x SDS Ornek yiikleme Tamponu: 100 mM Tris pH6.8, % 1 B-mercaptoethanol,
% 4 SDS, % 4 Glycerol, % 0.2 Bromophenol blue (Temizkan v2 Arda, 2004).
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2.25. RT-PZR Analizleri

Klonladigimiz OoMAPKK1 geninin farkli dokularda aktif olup olmadigini
arastirmak icin O. onites bitkisinin yaprak, govde ve kokiinden alinan materyaller
stvi azot kullanilarak ogiitiilmiis ve TRIzol ile RNA izolasyonlar1 yapilmistir
(Bkn. Bolim 2.3). OoMAPKKI geninin farkli stres sartlarnda aktivitesindeki
degisimleri gozlemek icin ayrn ayri saksilarda yetistirilmis yaklasik 3 aylik O.
onites bireylerine farkli zaman dilimlerinde ABA (absesik asit), yaralanma ve
soguk (+4°C) stresleri uygulanmigtir. Stresler yaprak dokusunda izlenmistir. ABA
stresi i¢in 0.5, 1, 3. 6, 12 ve 24 saatlik siirelerde 0.1 mM’lik ABA cozeltisi bitki
yapraklarina spreylenerek uygulanmistir. Soguk stresi i¢in bitkiler 0.5, 1, 2, 4, 6,
12 ve 24 saatlik siirelerde +4°C’de tutulmuslardir (Zhang ve ark. 2006b).
Yaralanma stresi icin ilk yaralanma stresi uygulandiktan sonra 0.5, 1, 2, 4, 6, 12
ve 24 saatlerde kesilen yapraklardan RNA izolasyonu yapilarak stres siirerliligi
devam ettirilmistir. RT-PZR reaksiyonlar1 i¢in OoMAPKK’e ait UTR bolgelerine
tasarlanmis  ileri (FIMAPKKI1-5’UTR 5’GAGAGGAGAGAGAGAGTA-
CCGTTG3’) ve geri (R2 MAPKKI-3’UTR 5’CAYTTAAACCGAGAATA-
ACATCACTTAC3’) primerler ile birlikte, reaksiyonda kullamlacak kalip
miktarinin ayni oldugunu gostermek i¢in kontrol olarak Aktin genine ait primerler
ileri aktin primeri (P-FACT: ATGGCYGABRCTGABGACATTCARCC) ve geri
aktin primeri (P-RACT: GAAGCAYTTYCTGTGRACAATBSMTGGACC)
kullamlmistir. OoMAPKKI ve aktin geni icin primer oturma 1sist 50° °C
kullanilmasgtir.

Izol edilen RNA orneklerinin miktar ve saflik degerleri NanoDrop
spektorfotometre cihazinda Ol¢iilmiis ve RT reaksiyonunda kullanilacak RNA
miktarlar1 hesaplanmistir. Reaksiyona 2 pg total RNA eklenmis ve RevertAid
First Stand cDNA Synthesis kiti kullanilarak RT reaksiyonlar1 yapilmistir (Bkz.
Boliim 2.8.1).

RT-PZR Reaksiyonu (25 ul):

Steril deiyonize H,O 11.7 pl
10x PCR Tamponu ((NH4),SO4’lii) 2.5ul
MgCl, (2.5 mM) 2ul
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dNTP Mix (2.5 mM) 2.5l

dGgyp Primer (2.5 uM) 2.5ul
GOo05’MAPKKI1 primer (2.5 uM) 2.5l
1/20 cDNA kalib1 1 ul
Taq Polimeraz (Su/ul) 0.3 ul
Toplam: 25 ul

Tiim gen icin PZR Reaksiyonunun Is1 Dongiisii:

94°C 2 dakika

94°C 30 sn.
50°C 30 sn. 25 dongii
70°C 1.5 dk.

72°C 17 dk.

4°C 00

Reaksiyonlar % 1.4’liik agaroz jele yiiklenip yiiriitiildiikten sonra UviTec

UV-Photometer jel dokiimantasyon cihazi kullanilarak fotograflanmistir.
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3. BULGULAR

3.1 Origanum onites MAPKK Enzim Ailesi Uyelerinin ¢cDNA’simn Kismi ve

Bir Tanesinin Biitiinsel Klonlanmasi

Origanum onites bitkisinden izole edilen toplam RNA’nin yaklasik %5’ini
olusturan mRNA’lardan RT reaksiyonuyla elde edilen cDNA’lar arasindan
yaribozuk primerler kullanilarak, MAPKK enzim ailesi iiyelerine ait cDNA’lar
kismi olarak klonlandiktan sonra aralarindan secilen bir tane MAPKK cDNA’s,
3> ve 5° RACE teknigi ile biitiinsel olarak klonlama deneyinin ara bulgularinin

15181inda adim adim aciklanmistir.

3.1.1. Origanum onites RNA’sinin izolasyonu

TRIzol (Sigma) soliisyonu ile Origanum onites bitki yapraklarindan
toplam RNA izolasyonu yapilmis (Chomczynski 1995) ve 1.1673 png/ul
konsantrasyonda ve ODgo/280 : 1.99 saflikta RNA yiiksek kalitede elde edilmistir.
Saflagtirilan RNA 6rnekleri, elimizde ¢alisir durumda RNA marker’t bulunmadigt
icin 1 kb DNA marker ile birlikte % 0.8’lik agaroz jele yiiklenmistir. Jel’de
RNA’larin DNA icermedigi, mRNA ve rRNA ayriminin net oldugu goézlenmistir
(Sekil. 3.1).

rRNA

mRNA

Sekil 3.1. O. onites’ten toplam RNA izolasyonu. 1) Fermentas 1 kb DNA marker, 2 ve 3)
Ogiitiilmiis aym Srnekten iki ayri tiipte total RNA izolasyonu yan yana yiiklenmistir.

Oklar ile rRNA ve mRNA’larin olusturdugu bantlar gosterilmistir
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3.1.2. RT-PZR ve Yaribozuk Primerlerle Olas1i MAPKK c¢DNA Orta

Bolgelerinin Eldesi

RNA izolasyonundan elde edilen toplam RNA’da (1,1673 pg/ul,
ODggor2s0= 1,99 saflikta) bulunan mRNA’larin DNA kopyalart (cDNA),
RevertAid First Strand cDNA Synthesis (Fermentas) kitiyle yaptigimiz RT
reaksiyonu ile elde edilmistir. Daha sonra, olasi MAPKK cDNA orta bolgesini
elde etmek icin materyal ve metotta da belirtilen tasarladigimiz HindIlII-F-YbKK
(ileri primer 5’ ACGAAGCTTATTGGNAARGGAARHGGTGG3’) ve HindIII-R-
YbKK (geri primer 5’ACGAAGCTTGGMGMCATATARTTGTADGTBCC3’)
ile PZR yapilmistir. PZR verimliligini arttirmak icin MgCl, optimizasyonun
yapilmistir. MgCly’nin 1.5, 2 ve 3 mM’lik final konsantrasyonlart PZR’de
kullanilmis ve PZR iirtinleri % 1.4’liik agaroz jele 100 bp Gene-Ruler plus marker
ile yliklenmistir (Sekil 3.2).

3000bg

1500bg
1200bg
1000bg

—p ~500 bp iiriin
. —

500b¢

Sekil 3.2. RT PZR sonucu elde edilen ~500 bg biiyiikliigiindeki iiriiniin agaroz jeldeki goriintiisii.;
1) Gene Ruler 100 bp plus marker, MgCl, optimizasyonu ile iiriin verimliligi

arttirilmustir: 2) 1.5 mM MgCl,, 3) 2 mM MgCl,, 4) 3 mM MgCl,, %1.4’liikk agaroz jel

RT-PZR sonucu beklenen biiyiikliikte olan ~500 b¢’lik iiriin elde edilmistir
(Sekil 3.2). Uriin bandi jel’den kesilerek QIAquick Gel Ekstraksiyon kit ile jelden
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saflastirllmis  ve spektrofotometrede Olgiimleri yapildiktan sonra ligasyon

reaksiyonunda kullanilmak tizere hazir hale getirilmigtir.

3.1.2.1. RT-PZR Uriiniiniin Plazmite Eklenmesi (Ligasyon) ve

Plazmitin Konakc¢1 Bakteriye Tasinmasi (Transformasyon)

Saflastirlan PZR {iriiniiniin  spektrofotometre Olciimiinde 90 ng/ul
konsantrasyona sahip oldugu tespit edilmis ve iki farkli klonlama kiti pGEM-T
Easy vektor sistem ile InsT/Aclone PCR Uriin Klonlama Kiti (pTZ57R/T),
kullanilarak ligasyon reaksiyonu kurulmustur. 37°C’de bir gece bekletilen
reaksiyonlardan ertesi giin plazmite eklenmis PZR iiriinii konak¢i hiicre XLI-
Blue’ a aktarilmistir (transformasyon) (Sekil 3.3). Her iki kit ile de yapilan
reaksiyonlarda basar1 saglanmistir. pGEM-T Easy kiti kiiciik hacimde ve kolay
kurulabilen reaksiyon sistemine sahip oldugu icin InsT/Aclone PCR Uriin

Klonlama Kitine gore daha fazla tercih edilmistir.

Sekil 3.3. ~500 b¢’lik iiriinti tasiyan pGEM-T easy plazmitinin konak¢i E.coli XLI-Blue
hiicrelerine aktarilmasi. Amfisilinli-LB agar petrilerindeki mavi (negatif)-beyaz

(pozitif) koloni olusumu

Amfisilin-LB agar petrisinde transformasyon sonrasinda mavi (31 tane)-

beyaz (127 tane) koloni olusumu gozlenmis ve transformasyon verimliligi
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ortalamas1 yaklasik % 85 olarak hesaplanmistir. Pozitif olarak kabul edilen beyaz
koloniler yeni amfisilin-LB agar petrilerine (master plate) ¢izgi ekimi teknigiyle
ekilip bir gece 37°C’de inkiibe edilerek sonraki asamalarda kullanilmak iizere

hazirlanmistir.

3.1.2.2. Koloni PZR Yontemiyle Pozitif Kolonilerdeki RT-PZR Uriin

Varhigimn Kanitlanmasi

Pozitif oldugu bilinen konak¢i E. coli XLI-Blue hiicreleri, koloni PZR
yontemiyle plazmit icindeki iiriin varliginin goriilmesi i¢in kullanilmistir. Koloni
PZR iiriinleri % 1.4’liikk agaroz jele Gene-Ruler 100 bp marker ile yiiklenmistir.

Beyaz renkli koloniler pozitif kabul edilseler de aralarinda hedef gen
parcasinin diginda farkli boyutlarda kiiciik gen parcalarini alarak beyaz goriintii
veren koloniler de bulunma ihtimalinden dolayr koloni PZR yodntemiyle bu
koloniler ayiklanmistir. Koloni PZR yonteminde her petri i¢in en az 12 koloni
secilerek reaksiyona sokulmustur. Agaroz jel’de ~500 bg¢ beklenen biiyiikliikteki
iiriin band1 net olarak bulunmus ve negatif kolonilerde bu bandin olmadigi

goriilmiistiir (Sekil 3.4).

500 be

Sekil 3.4. Koloni PZR yontemiyle plazmit icindeki ~500 bg’lik {iiriiniin gosterilmesi. 1) Gene
Ruler 100 bp plus marker, 2 ve 5) iiriin icermeyen negatif sonug, 3, 4, 6 ve 7) ~500
b¢’lik iiriin igeren pozitif sonuglar (swrasiyla Oo-4, Oo-14, OoMAPKKI ve 0020

klonlar1)
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Mini agaroz jel aparati kullanilmasindan dolayr klonlanan kismi cDNA
riinleri 6’li gruplar halinde jele yiiklendikleri icin hepsi aym jelde
goriinmemektedir. Sekillerde kullanilan agaroz jeller ilk yiiklenen gruptan

secilmistir. Diger grupta 6 koloniden bir tanesi negatif cikmistir.

3.1.2.3. Plazmitin Restriksiyon Enzimleriyle Kesilmesi

Koloni PRZ yonteminden sonra plazmit icindeki iirlin varligi, pozitif
(beyaz renkli) kolonilerden saflastirilan plazmitlerin spesifik bir restriksiyon
enzimi ile kesilmesiyle de teyit edilmistir. MAPKK geninin orta bolgesini elde
icin dizayn edilen primerler uc¢ bolgelerinde Hind III enzimi kesim bolgesi
icermektedir (Sekil 3.5).

Toplam 12 koloninin koloniden saflastirilan plazmit DNA Hind IIl enzimi
ile kesime ugratilmis ve kesim reaksiyonu %]1.4°lik agaroz jelde yiiriitiilerek

pozitif olarak beklenen 5 kolonide ~500 b¢’lik bandin varligi gozlenmistir.

500 be ~500 bg

Sekil 3.5. pGEM-Teasy icine klonlanan PZR iiriinlerinin Hind-III enzimiyle kesilerek kontrolii. 1)
Gene Ruler 100 bp plus marker, 2, 5 ve 6) kesilmis plazmit ve ~500 b¢’lik iiriin
(sirastyla Oo-4, Oo-14 ve OoMAPKK]I), 3 ve 4) kesilmemis plazmit, %1.4’liik agaroz
jel

Kesim reaksiyonu sonucu Qo-4, Oo-14, Oo-20, Oo23 ve OoMAPKKI
klonlarin1 tasiyan plazmitlerden ~500 bg¢’lik PZR iiriiniiniin =~ kesilebilmesi,
klonlanan iiriinlerin ~500 b¢ oldugunu teyit etmektedir. Ayrica 500 bg¢’lik bu

tirtinlerde i¢sel Hind-III kesim bolgesinin bulunmadigini ortaya ¢ikmustir.
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3.1.2.4. RT-PZR Uriiniiniin DNA Dizi ve Biyoinformatik Analizi

Toplam 8 adet plazmit Beckman Coulter CEQ8000 DNA dizi analizi
aletinde dizi analizine tabii tutulmustur ve kullamilan primer dizileri
temizlenmistir. Niikleotid dizisi belirlenen PCR iiriinleri NCBI veri tabaninda
analiz edilmistir. Analiz sonucunda toplam 5 adet iiriinin MAPKK oldugu
bulunmustur. Klonlanan gen pargalarina izole edildikleri koloni isimleri
verilmistir (Oo4-MAPKK, Ool4-MAPKK, Ool7-MAPKK, Ool7-MAPKK, O020-
MAPKK ve 0023-MAPKK). Asagida dizi analizi sonucu elde edilen ham
niikleotid dizileri ve dizilerin NCBI veri taban1 sonuglart verilmektedir. Sonuglar
benzerlik orani en yiiksek olan dizi seklinde verilmistir. Veri tabam bilgilerinde
gen parcgasina en yakin tiir, gen adi, benzerlik orani vb. kriterler bulunmakta ve
“query” veri tabaninda analiz edilen dizi bilgisini temsil ederken, ‘“sbcjt”

benzerlik gosteren diger bitki tiiriine ait dizi bilgisini gostermektedir.

A- Oo4-MAPKK cDNA orta bolge niikleotid dizisi:

cgttgttcaacttgttcgccataaatgggttggaacgttgtttgccttgaaggttatccagatgactatacaggaggagat
tcggaaacaaatagttcaggagcttaaaattaatcaagcatctcaatgtccaaatgttgtggtttgctatcattcattctatc
acaacggagctatatctattgtgtttgaatacatggatcgtggatcattagttgatataatcagacaagtcaagacaatcc
atgaaccataccttgcagttgtctgcaaacaggttttacagggtttagtttacttgcatcatgagaaacatgttatccatag
agatgtaaagccttctaatctgctagtgaaccacaaaggggaagtaaaaattacagattttggtgtaagtgecatgetg

gcaagctctatgggccaacgtgacacatttgtggggtataactac

B- O0o4-MAPKK cDNA NCBI Veri Tabani Sonucu:

gb|AAU04435.1| MAPKK [Lycopersicon esculentum]
Length=354

Score = 281 bits (720), Expect = 7e-75
Identities = 139/151 (92%), Positives = 146/151 (96%), Gaps = 1/151 (0%)
Frame = +2

Query 2 VVQLVRHKWVGTLFALKVIQMTIQEEIRKQIVQELKINQASQCPNVVVCYHSFYHNGAIS 181
VVQLVRHKWVGTLFALKVIQM IQE+IRKQIVQELKINQASQCP+VVVCYHSEFYHNGAIS
Sbjct 82 VVQLVRHKWVGTLFALKVIQMNIQEDIRKQIVQELKINQASQCPHVVVCYHSFYHNGAIS 141

Query 182 IVFEYMDRGSLVDIIRQVKTIHEPYLAVVCKQVLQGLVYLHHEKHVIHRDVKPSNLLVNH361

+V EYMDRGSLVD+I Q+KTI EPYLAVVCKQVLQGLVYLHHE+HVIHRD+KPSNLLVNH
Sbjct 142 LVLEYMDRGSLVDVIGQLKTILEPYLAVVCKQVLQGLVYLHHERHVIHRDIKPSNLLVNH201
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Query 362 KGEVKITDFGVSAMLASSMGQRDTFVG-YNY 451
KGEVKITDFGVSAMLASSMGQRDTEFVG YNY
Sbjct 202 KGEVKITDFGVSAMLASSMGQORDTFVGTYNY 232

Sekil 3.6. Oo-4 MAPKK kismi cDNA bilgisi ve blast analizi. A- DNA dizi analizi sonucu elde
edilen dizi bilgisi B- Bu dizi bilgisinin NCBI gen bankasinda Blast (nucleotid-

translated-protein) programi kullanilarak tanimlanmasi

0O04-MAPKK cDNA orta bolgesinin niikleotid dizisi NCBI gen bankasi
veri tabanina girilmistir. NCBI veri tabani, standart kodon sozliigii kullanarak
niikleotid dizisini amino asit bilgisine doniistiirmek ve diger bitki MAPKK leri ile
karsilastirarak verinin bir MAPKK’ye ait oldugunu gostermektedir (Sekil 3.6).
004-MAPKK cDNA orta bolge niikleotid dizisi NCBI gen bankasi veri tabanina

girilerek kayit numarasi (accession number): EU075083 (Ek-1) alinmistir.

A- Ool4-MAPKK cDNA orta bolge niikleotid dizisi:

cgttgttcaacttgttcgccataaatgggttggaacgtigtttgecttgaaggttatccagatgactatacaggaggagat
tcggaaacaaatagttcaggagcttaaaattaatcaagcatctcaatgtccaaatgttgtagtttgctatcattcattctatc
acaacggagctatatctattgtgtttgaatacatggatcgtggatcattagttgatataatcagacaagtcaagacaatce
ttgaaccataccttgcagttgtttgcaaacaagttttacagggtttagtttacttgcatcatgagaaacatgttatccataga

gatataaagccctctaatatcetgetagttgaaaacccaacaaaaggg

B- Ool4-MAPKK cDNA NCBI Veri Tabani1 Sonucu:

gb|AAUQ04435.1| MAPKK [Lycopersicon esculentum]
Length=354

Score = 223 bits (568), Expect = 3e-57
Identities = 107/118 (90%), Positives = 115/118 (97%), Gaps = 0/118 (0%)
Frame = +2

Query 2 VVQLVRHKWVGTLFALKVIQMTIQEEIRKQIVQELKINQASQCPNVVVCYHSFYHNGAIS181
VVQLVRHKWVGTLFALKVIQM IQE+IRKQIVQELKINQASQCP+VVVCYHSFYHNGAIS
Sbjct 82 VVQLVRHKWVGTLFALKVIQMNIQEDIRKQIVQELKINQASQCPHVVVCYHSFYHNGAIS141

Query 182 IVFEYMDRGSLVDIIRQVKTILEPYLAVVCKQVLQGLVYLHHEKHVIHRDIKPSNILL 355

+V EYMDRGSLVD+I Q+KTILEPYLAVVCKQVLOGLVYLHHE+HVIHRDIKPSN+L+
Sbjct 142 LVLEYMDRGSLVDVIGQLKTILEPYLAVVCKQVLQGLVYLHHERHVIHRDIKPSNLLV 199

Sekil 3.7. Oo-14 MAPKK kismi cDNA bilgisi ve blast analizi. A- DNA dizi analizi sonucu elde
edilen dizi bilgisi B- Bu dizi bilgisinin NCBI gen bankasinda Blast (nucleotid-

translated-protein) programi kullanilarak tanimlanmasi

88



Ool14-MAPKK cDNA orta bolgesinin niikleotid dizisi NCBI gen bankasi
veri tabanina girilmistir ve diger bitki MAPKK ’leri ile karsilastirarak verinin bir
MAPKK’ye ait oldugunu gosterilmistir (Sekil 3.7). Ool4-MAPKK cDNA orta
bolge niikleotid dizisi NCBI gen bankasi veri tabanina girilerek kayit numarasi

(accession number): EU075084 (Ek-2) alinmastir.

A- 0020-MAPKK cDNA orta bolge niikleotid dizisi:

gtcgtgegtttgttgcagecataaatggactgcacagttttttgecacttaagtttattcaaatgaatatcgaggagtetgcte
gccagcatattgctcaagagctgaaaattaaccagtcatctcaatgtccatatgtcgtgatctgctatcaatctttctatga
taatggtgccatttccattatcttggagtatatggagggeggotctcttgcagattttctcaagaaagttataaagattccg
gagccttatcttgctgcgatttgcaagcaggtactccaaggtctetggtatcttcatcatgagaaacatatcatccacag
ggacatgaagccttcaaatttattaataaaccacaggggggaggtggacgtcaagattactgactttggggttagtgca
atactttcgagcacatcgggtttagccaatacttttgttggaacctacaattatatgtctcca

B- 0020-MAPKK cDNA NCBI Veri Taban1 Sonucu:

emb |AJ000728.2 | LEAJ728 Lycopersicon esculentum mRNA for MAP kinase
kinase (MEK1l gene)

Length=1618

Score = 267 bits (577), Expect = 3e-85

Identities = 105/126 (83%), Positives = 118/126 (93%), Gaps = 0/126 (0%)
Frame = +1/+43

Query 1  VVRLLQHKWTAQFFALKFIQMNIEESARQHIAQELKINQSSQCPYVVICYQSFYDNGAIS180
+VRL+QHKWT QFFALK IQMNI+ES R+HIAQEL+INQSSQCPYVVICYQSF+DNGAIS
Sbjct 423 IVRLVOHKWTGQFFALKVIQMNIDESMRKHIAQELRINQSSQCPYVVICYQSFFDNGAIS602
Query 181 IILEYMEGGSLADFLKKVIKIPEPYLAAICKQVLOGLWYLHHEKHIIHRDMKPSNLLINH360
+ILEYM+GGSLADFLKKV IPE +LA ICKQVL+GLWYLHHEKHIIHRD+KPSNLLINH
Sbjct 603 LILEYMDGGSLADFLKKVKTIPERFLAVICKQVLKGLWYLHHEKHIIHRDLKPSNLLINH782
Query 361 RGEVDV 378

RG+V +
Sbjct 783 RGDVKI 800

Sekil 3.8. 0O0-20 MAPKK kismi cDNA bilgisi ve blast analizi. A- DNA dizi analizi sonucu elde
edilen dizi bilgisi B- Bu dizi bilgisinin NCBI gen bankasinda Blast (nucleotid-

translated-protein) programi kullanilarak tanimlanmasi

0020-MAPKK cDNA orta bolgesinin niikleotid dizisi NCBI gen bankasi veri
tabanina girilmistir ve diger bitki MAPKK’leri ile karsilastirarak verinin bir
MAPKK’ye ait oldugunu gosterilmistir (Sekil 3.8). 0O020-MAPKK cDNA orta
bolge niikleotid dizisi NCBI gen bankasi veri tabanina girilerek kayit numarasi

(accession number): EU075085 (Ek-3) alinmustir.
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A- 0023-MAPKK cDNA orta bolge niikleotid dizisi:

gtgcgtttggtgcagcataaatggactgcaccgttttttgcacttaaggttatttccatggatatcgaggagtctgctcge
aagcatattgctcaagagctgaaaatttaccagtcatctcaatgtccatatgtcgggatctgctatcaatctttctatgatta
tggtgcaatttccattatcttggagtatatggatggggggtetcttgeagatttictcaagaaagtttataagattcgggag
ctttatctggctgcgatttgcaagcaggtactcaaaggtetctggtatettcatcatgagaaacatatcatccacaggga
catgaagccttcaaatttattaataaaccacagaggtgacgtcaagattactgactttggagttagtgcaatacttgega

gcacatcgggtttagctaatacttttgttggaacctacaattatatgtctccaagett

B- 0023-MAPKK cDNA NCBI Veri Taban1 Sonucu:

gb|AAU04433.1| MAPKK [Lycopersicon esculentum]
Length=357

Score = 273 bits (699), Expect = 2e-72
Identities = 133/153 (86%), Positives = 141/153 (92%), Gaps = 0/153 (0%)
Frame = +1
Query 1 VRLVQHKWTAPFFALKVISMDIEESARKHIAQELKIYQSSQCPYVGICYQSFYDYGAISI180
VRLVQHKWT FFALKVI M+I+ES RKHIAQEL+I QSSQCPYV ICYQSF+D GAIS+
Sbjct 84 VRLVQHKWTGQFFALKVIQMNIDESMRKHIAQELRINQSSQCPYVVICYQSFFDNGAISL143
Query 181 ILEYMDGGSLADFLKKVYKIRELYLAAICKQVLKGLWYLHHEKHIIHRDMKPSNLLINHR360
ILEYMDGGSLADFLKKV I E +LA ICKQVLKGLWYLHHEKHITIHRD+KPSNLLINHR
Sbjct 144 ILEYMDGGSLADFLKKVKTIPERFLAVICKQVLKGLWYLHHEKHITHRDLKPSNLLINHR203
Query 361 GDVKITDFGVSAILASTSGLANTEVGTYNYMSP 459

GDVKITDEFGVSA+LASTSGLANTEVGTYNYMSP
Sbjct 204 GDVKITDFGVSAVLASTSGLANTEFVGTYNYMSP 236

Sekil 3.9. Oo-23 MAPKK kismi cDNA bilgisi ve blast analizi. A- DNA dizi analizi sonucu elde
edilen dizi bilgisi B- Bu dizi bilgisinin NCBI gen bankasinda Blast (nucleotid-

translated-protein) programi kullanilarak tanimlanmasi

0023-MAPKK cDNA orta bolgesinin niikleotid dizisi NCBI gen bankasi veri
tabanina girilmistir ve diger bitki MAPKK’leri ile karsilastirarak verinin bir
MAPKK’ye ait oldugunu gosterilmistir (Sekil 3.9). O023-MAPKK cDNA orta
bolge niikleotid dizisi NCBI gen bankasi veri tabanina girilerek kayit numarasi
(accession number): EU075086 (Ek-4) alinmistir.
O. onites’ten klonlanan MAPKK cDNA parcalart ile diger bitki
MAPKK’larinin amino asit dizileri EBI veri tabaninda ClustalW programi
kullanilarak hizalanmis (Sekil 3.10) ve elde edilen veri http://www.genebee.

.msu.su/services/phtree_reduced.html adresindeki Phylip yontemine gore cluster
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(gruplama) algoritmasi ve bootstrap (teyit etme, tekrarlanabilme) kullanilarak

kismi filogenetik agaci ¢izilmistir (Sekil 3.11).

ClustalW Results

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment

AtMKK4 TVYKVIHRPSSRLYALKVIYGNHEETVRRQICREIEILRDV-NHPNVVKCHEMEDQ--NG 57
AtMKK5S TVYKVIHTPTSRPFALKVIYGNHEDTVRRQICREIEILRSV-DHPNVVKCHDMEDH--NG 57
AtMKK7 IVYKVHHKTTGEIYALKSVNGDMSPAFTRQLAREMEILRRT-DSPYVVRCQGIFEKPIVG 59
Oo-4 VVQLVRHKWVGTLFALKVIQMTIQEEIRKQIVQELKINQAS-QCPNVVVCYHSEFY--HNG 57
Oo-14 VVQLVRHKWVGTLFALKVIQMT IQEEIRKQIVQELKINQAS—QCPNVVVCYHSFY——HNG 57
OoMAPKK1 VVQLVRHKWVGTLFALKVIQMTIQEEIRKQIVQETKINQAS-QCPNVVVCYHSEFY--HNG 57
L-esculentum VVQLVRHKWVGTLFALKVIQMNIQEDIRKQIVQELKINQAS-QCPHVVVCYHSFY--HNG 57
N-tabacum-NQK1 VVQLVRHKWVGTLFALKVIQMTIQEDIRKQIVQELKINQAS-QCSHVVVCYHSFY--HNG 57
AtMKK6 VVQLVRHKWVGKFFAMKVIQMNIQEEIRKQIVQELKINQASSQCPHVVVCYHSFY--HNG 58
O-sativa-MAPKK6 IVQLVRHKWVGTLYALKGIQMNIQEAVRKQIVQELKINQAT-QNPHIVLCHQSFY-—HNG 57
Z-mays VVQLVRHKWVGTLFALKGIQMNIQESVRKQIVQELKINQAT-QSPHIVMCHQSFY--HNG 57
0o0-20 VVRLLOHKWTAQFFALKFIQMNIEESARQHIAQELKINQSS-QCPYVVICYQSEFY--DNG 57
0o-23 FVRLVQHKWTAPFFALKVISMDIEESARKHIAQELKIYQSS-QCPYVGICYQSFY--DYG 57
P-crispum IVRLVQHKWTGQFFALKVIQMNIQESARKQIAQELKINQSS—-QCLNVVVCYQSEFY--DNG 57
M-sativa VVQLVQHKWTINQFFALKIIQMNIEESVRKRIAKELKINQAA-QCPYVVVCYQSFY--DNG 57
G-max-Soybean VVQLVQHKWTSQFFALKVIQMNIEESMRKQITQELKINQQA-QCPYVVVCYQSEFY—--ENG 57
AtMKK2 VVQLVQHKWTGQFFALKVIQLNIDEAIRKAIAQELKINQSS—-QCPNLVTSYQSFY--DNG 57
AtMKK1 NVQLVKHKLTQQFFALKVIQLNTEESTCRAISQELRINLSS-QCPYLVSCYQSFY——HNG 57
AtMKK3 VVQRAIHIPNHRILALKKINI-FEREKRQQLLTEIRTLCEAPCHEGLVDFHGAFYSPDSG 59
AtMKK10 TVYKTRHRRTKTLYALKVLRPNLNTT-—--VTVEADILKRI-ESSFIIKCYAVFVS—--LY 53
AtMKK4 EIQVLLEFMDKGSLEGAH-——-VWKEQQLADLSRQILSGLAYLH-SRHIVHRDIKPSN 110

AtMKKS5 EIQVLLEFMDQGSLEGAH-——-IWQEQELADLSRQILSGLAYLH-RRHIVHRDIKPSN 110

AtMKK7 EVSILMEYMDGGNLESLRG---AVTEKQLAGFSRQILKGLSYLH-SLKIVHRDIKPAN 113

Oo-4 AISIVFEYMDRGSLVDIIRQVKTIHEPYLAVVCKQVLQGLVYLHHEKHVIHRDVKPSN 115

Oo-14 AISIVFEYMDRGSLVDIIRQVKTILEPYLAVVCKQVLQGLVYLHHEKHVIHRDIKPSN 115

OoMAPKK1 AISIVFEYMDRGSLVDIIRQVKTILEPYLAVVCKQVLQGLVYLHHERHVIHRDLKPSN 115

L-esculentum AISLVLEYMDRGSLVDVIGQLKTILEPYLAVVCKQVLQGLVYLHHERHVIHRDIKPSN 115

N-tabacum-NQK1 AISLVLEYMDRGSLADVIRQLKTILEPYLAVVCKQVLQGLVYLHNERHVIHRDIKPSN 115

AtMKK6 AFSLVLEYMDRGSLADVIRQVKTILEPYLAVVCKQVLLGLVYLHNERHVIHRDIKPSN 116

O-sativa-MAPKK6 VIYLVLEYMDRGSLADIIKQVKTILEPYLAVLCKQVLEGLLYLHHERHVIHRDIKPSN 115

Z-mays VIYLVLEYMDRGSLADIVKQVKTILEPYLAVLCKQVLEGLLYLHHQRHVIHRDIKPSN 115

0o0-20 AISIILEYMEGGLLQIFSRKFIRFRSLILLRFCKQVLQGLWYLHHEKHITIHRDMKPSN 115

0o-23 AISIILEYMDGGSLADFLKKVYKIRELYLAAICKQVLKGLWYLHHEKHITHRDMKPSN 115

P-crispum AISIILEYMDGGSLADFLKIVKNIPEPYLAAIFKQVLKGLWYLHHEKHITHRDLKPSN 115

M-sativa VISIILEYMDGGSMADLLKKVKTIPEPYLSAICKQVLKGLIYLHHERHITHRDLKPSN 115

G-max-Soybean VISIILEYMDGGSLADLLKKVKTIPESYLAAICKQVLKGLVYLHHERHITHRDLKPSN 115

AtMKK2 AISLILEYMDGGSLADFLKSVKAIPDSYLSAIFRQVLOQGLIYLHHDRHITHRDLKPSN 115

AtMKK1 LVSIILEFMDGGSLADLLKKVGKVPENMLSAICKRVLRGLCYIHHERRITHRDLKPSN 115

AtMKK3 QISIALEYMNGGSLADILKVTKKIPEPVLSSLFHKLLQGLSYLHGVRHLVHRDIKPAN 117

AtMKK10 DLCFVMELMEKGSLHDALLAQQVFSEPMVSSLANRILQGLRYLQ-KMGIVHGDIKPSN 110

Sekil 3.10. O. onites’ten klonlanan MAPKK cDNA parcalar (Oo-4, Oo-14, OoMAPKKI, Oo-20,
0o0-23) ile diger bitki MAPKK’larinin amino asit dizilerinin EBI veri tabaninda
ClustalW programi ile hizalanmas1 (Gen bankasi kayit no: Q66MHT7: L.esculentum
MAPKK, Q9AYNY: N.tabacum NQKI MAPKK, AS5SCOU3: V.vinifera MAPKK,
QO0Z7ZA: O.sativa MAPKK, 049975: Z.mays ZmMEK1 MAPKK, QSJCLO: G.max
(soybean) MAPKK, Q93WR7: M.sativa MAPKK, Q6QMTS5: P.crispum, A. thaliana:
AtMKKI1: NM_118740, AtMKK2: NM_119127, AtMKK3: DQ497565, AtMKK4:
NM_104044, AtIMKKS: NM_113017, AtIMKK6: NM_125041, AtIMKK7: NM_101693,
AtMKK10: DQ446313)
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Cluster algorithn PHYLOGENETIC TREE Phylogran

with bootstrap walues
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Sekil 3.11. O. onites’ten klonlanan MAPKK c¢DNA parcalari ile diger bitki MAPKK larinin amino

asit dizileri kullanilarak Pyhlip yontemine gore olusturulan kismi filogenetik agac.

Agacin dallanma koklerinde (nod) kirmizi rakamlarla yazilmis degerler, 100

ornekleme gore yapilmis ve yiizdelik deger olarak ifade edilmis bootstrap -
tekrarlanma- degerleridir

Veri tabam sonuglarina gore O. onites’e ait OoMAPKKI, Oo4, Ool4

MAPKK dizi bilgisinin daha ¢ok N. tabacum ve L. esculentum’un MAPKK dizi

bilgisi ile A. thaliana’nin soguk ve tuz stresinde gorevli AtMAPKKG6’ya benzerlik

gosterdigi goriilmiistiir. 0020 ve 0023 MAPKK dizi bilgisinin P. crispum, M.

sativa ve G. max’a daha yakin oldugu ve bu grubun yine soguk ve tuz stresinde

gorevli AtMAPKK2’ye benzedikleri anlasilmaktadir. Z. mays ve O. sativa

MAPKK6’nin  yine ArMAPKK6’ya yakinhiginin fonksiyonel benzerlikten

kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Diger A. thaliana MAPKK leri, heniiz tiim

bitkilerde klonlanmamis ve fonksiyonlar1 tam agiklanamamis putatif MAPKK’ler

olduklari icin diger bitki MAPKK’lerinden ayr1 grup olusturmuslardir.

Ool7-MAPKK cDNA orta bolege niikleotid dizisi:

ggccagtgaatacgagactcggtacctcgacgaatgctctagattacgaagacttattggtaagggaaatggtggcgt
tgttcaacttgttcgccataaatgggttggaacgttgtitgecttgaaggttatccagatgactatacaggaggagattcg
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gaaacaaatagttcaggagacttaaattaatcaagcatctcaatgttccaaatgttgtagtttgcetatcattcattctatcac
aacggagactatatctattgtgtttgaatacatggatcgtggatcattagttgatataatcagacaagtcaagacaatcctt
gaaaccataccttgcagttgtntgcaaacaggtttaacaggggtttagtttacttgcatcatgagaaacatgttatccata
gagatgtaaagcccttctaatctgetagtgaacacaaaggggaagtaaaaattacagattttggtgttagtacegtggct

ggccaagactcctatggggecaacgtgaacaatttggttgggaccaacaataattgggeccaagetecgtaatcega
tcceggg

Sekil 3.12. Oo-17 MAPKK kismi cDNA’sinin DNA dizi analizi ham verisi. Plazmite ait bolgeler
(kirmiz1 ile isaretlenmis), NCBI plazmit temizleme programi kullanilarak ve primer

oturma bolgeleri manual olarak bulunarak tespit edilmis ve diziden ¢ikartilmistir

Okuma kalitesinin digerlerinden daha iyi olmas1 nedeniyle Ool7 MAPKK
cDNA’s1 sonraki asamalarda calismalarimizin devami igin seg¢ilmistir. Kirmizi
renkli bolgeler yaribozuk primerlerin oturma bdolgelerinin disinda olup plazmite
ait olduklarindan dolay1 temizlenmistir (Sekil 3.12). Temizleme isleminden sonra
yaribozuk primerlerin oturma bélgeleri dizi bilgisi iizerinde gosterilmis ve Ool7-
MAPKK dizisi tizerinde 3’ ve 5’RACE primerler tasarlanmistir. Dizi iizerinde Alt1
cizili bolgeler yaribozuk primerler, koyu olanlar ise sonraki asama i¢in tasarlanan
ve genin 3’ ve 5’ ucunu elde etmek icin kullanilacak 3’-5’ RACE primerleri’dir

(Sekil 3.13).

A- (Yaribozuk forward primer) |
acgaagacttattggtaagggaaatggtogcgttgttcaacttgttcgecataaatgggttggaacgttgtttgccttg

aaggttatccagatgactatacaggaggagattcggaaacaaatagttcaggagacttaaattaatcaagcatctcaat
gttccaaatgttgtagtttgctatcattcattctatcacaacggagactatatctattgtgtttgaatacatggatcgtggate
attagttgatataatcagacaagtcaagacaatccttgaaaccataccttgcagttgtntgcaaacaggtttaacagggg
tttagtttacttgcatcatgagaaacatgttatccatagagatgtaaagcccttctaatctgctagtgaacacaaagggga
agtaaaaattacagattttggtgttagtgccgtggctggccaagactectatggggecaacgtgaacaatttggttg

ggaccaacaataattgggcccaagcete «<— (Yaribozuk reverse primer)

B-
cgccataaatgggttggaacgttg (5’ RACE geri primeri)

aaaaattacagattttggtg (3’ RACE ileri primeri)
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C- O0ol7-MAPKK cDNA NCBI Veri Tabani Sonucu:

gb|AAU04435.1| MAPKK [Lycopersicon esculentum]
Length=354

Score = 287 bits (734), Expect = 2e-76
Identities = 140/150 (93%), Positives = 146/150 (97%), Gaps = 0/150 (0%)
Frame = +1

Query 1 VVQLVRHKWVGTLFALKVIQMTIQEEIRKQIVQETKINQASQCPNVVVCYHSFYHNGAIS180
VVQLVRHKWVGTLFALKVIQM IQE+IRKQIVQE KINQASQCP+VVVCYHSEFYHNGAIS
Sbjct 82 VVQLVRHKWVGTLFALKVIQMNIQEDIRKQIVQELKINQASQCPHVVVCYHSFYHNGAIS141

Query 181 IVFEYMDRGSLVDIIRQVKTILEPYLAVVCKQVLQGLVYLHHERHVIHRDLKPSNLLVNH360
+V EYMDRGSLVD+I Q+KTILEPYLAVVCKQVLQGLVYLHHERHVIHRD+KPSNLLVNH
Sbjct 142 LVLEYMDRGSLVDVIGQLKTILEPYLAVVCKQVLQGLVYLHHERHVIHRDIKPSNLLVNH201

Query 361 KGEVKITDFGVSAMLASSMGQRDTFVGTYN 450
KGEVKITDEFGVSAMLASSMGQRDTEVGTYN
Sbjct 202 KGEVKITDFGVSAMLASSMGQRDTFVGTYN 231

dbj|BAB32405.1| NQK1 MAPKK [Nicotiana tabacum]
Length=354

Score = 284 bits (727), Expect = le-75
Identities = 139/150 (92%), Positives = 146/150 (97%), Gaps = 0/150 (0%)
Frame = +1
Query 1 VVQLVRHKWVGTLFALKVIQMTIQEEIRKQIVQETKINQASQCPNVVVCYHSFYHNGAIS180
VVQLVRHKWVGTLFALKVIQMTIQE+IRKQIVQE KINQASQC +VVVCYHSFYHNGAIS
Sbjct 82 VVQLVRHKWVGTLFALKVIQMTIQEDIRKQIVQELKINQASQCSHVVVCYHSFYHNGAIS141
Query 181 IVFEYMDRGSLVDIIRQVKTILEPYLAVVCKQVLQGLVYLHHERHVIHRDLKPSNLLVNH360
+V EYMDRGSL D+IRQ+KTILEPYLAVVCKQVLQGLVYLH+ERHVIHRD+KPSNLLVNH
Sbjct 142 LVLEYMDRGSLADVIRQLKTILEPYLAVVCKQVLQGLVYLHNERHVIHRDIKPSNLLVNH201
Query 361 KGEVKITDFGVSAMLASSMGQRDTEVGTYN 450

KGEVKITDFGVSAMLASSMGQRDTEFVGTYN
Sbjct 202 KGEVKITDFGVSAMLASSMGQRDTFVGTYN 231

Sekil 3.13. Oo-17 MAPKK kismi cDNA bilgisi ve blast analizi. A- DNA dizi analizi sonucu elde
edilen dizi bilgisinin plazmitten temizlenmis hali B- Dizi bilgisi iizerindeki RACE
primerleri, C- Bu dizi bilgisinin NCBI gen bankasinda Blast (nucleotid-translated-

protein) programi kullanilarak tanimlanmast
3.1.3. cDNA’lardan Birinin (Oo-17-MAPKK) Uc¢ Boélgelerinin Klonlanmasi
3.1.3.1. 3’ Ucunun Elde Edilmesi i(;in PZR (3’RACE-PZR)
Calismamizda 3’RACE i¢in tasarlanan primer (FO03’MAPKKI1
aaaaattacagattttggtg)ile Oligo dT primeri, RT reaksiyonuyla olusturulmus cDNA

populasyonundan Qol7-MAPKK c¢DNA’sinin 3’ ucunu elde etmek icin

kullanilmistir. Bu primerlerle yapilan PZR reaksiyonlar: i¢in primer oturma 1s1st
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ve kalip (template) optimizasyonu yapilmistir. Is1 optimizasyonunda 44.9, 48.6,
51.7 ve 55.3°C’lik 1s1 degerleri kullanilmustir. Bu farkli 1s1 kogullari igin 1/10, 1/50
ve 1/100 kat diliie edilmis kalip DNA kullanilmistir. Kurulan toplam 12
reaksiyondan 1/10’1uk kalip ile 48.6°C’lik 1s1 kosulunda PZR iiriinii en iyi band1
vermis oldugu bulunmustur (Sekil 3.14).

Sekil 3.14. 3° RACE reaksiyonunun PZR adimi i¢in yapilan 1s1 ve kalip optimizasyonu, 1) Gene
Ruler 100 bp plus marker, 2) 1/10 diliisyon-44.9 °C, 3) 1/10 diliisyon-48.6 °C (~750
b¢’lik iirlin en iyi sonug olarak goriilmektedir), 4) 1/10 diliisyon-51.7 °C, 5) 1/10
diliisyon-55.3 °C, 6) 1/50 diliisyon-44.9 °C, 7) 1/50 diliisyon-48.6 °C, 8) 1/50
diliisyon-51.7 °C, %1.4’liik agaroz jel

Yaribozuk primer tasarimi sirasinda niikleotid dizisi bilinen bitki
MAPKK’lerinin  biyoinformatik olarak ClustalW  programi  kullanilarak
hizalanmasiyla elde edilen tabloda 3° RACE primerinin oturma bdolgesinin
yaklasik yeri tespit edilerek, 3’RACE PZR’den 600-800 b¢ arasinda bir iiriin
beklenmesi gerektigi ortaya ¢ikmis ve reaksiyon sonunda {riin boyutunun
yaklagik 650-700 bg civarinda oldugu gozlenmistir. 1/50’lik kalibin 48.6°C’lik
1s1da gerceklesen reaksiyonundan sonraki diliisyon ve 1s1 skalasindan net bir bant
gbzlenmemistir.

Jelin banttan kesilip saflastirilabilmesi icin; 1/10’luk diliisyon ve
48.6°C’lik primer oturma sicakhiginda gerceklesen reaksiyon Kkalip olarak
kullanilarak yeniden PZR reaksiyonu (3° RACE-RePZR) kurulmus ve daha kalin

net bir iriin bandi elde edilmistir. Optimizasyon Oncesi ilk reaksiyon ile
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optimizasyon sonrast Re-PZR {iriinii arasindaki farki gozleyebilmek icin %

1.4’liik agaroz jele 100 bp marker ile birlikte yan yana yiiklenmistir (Sekil 3.15).

3000bg
1500bg
1200bg
1000bg

500bg ~650-700 bg

Sekil 3.15. Ool7-MAPKK’nin 3’RACE PZR iirtinii, 1) Gene Ruler 100 bp plus marker, 2)
Optimizasyon oncesi iriin, 3) Optimizasyon sonra verimi arttirilmis ~650-700 bg’lik

tiriin ok ile gosterilmistir, %1.4’liikk agaroz jel

3.1.3.2. 3’ RACE Koloni PZR

Optimizasyon sonucu elde edilen iiriin bandi jelden kesilerek QIAquick
Gel Extraction kit ile saflagtirilmistir. PZR iiriinii ligasyon ile plazmite (pGEM-T
Easy ve PTZ57R/T) eklenmis ve transformasyon ile konakg¢i bakteriye (E. coli
XLI-Blue) aktarilmustir.

Transformasyon sonunda petride 40 adet mavi 5 adet beyaz koloni
gbzlenmis ve pozitif olarak kabul edilen beyaz koloniler secilerek yeni petriye
ekim yapilmistir. Bir gecelik inkiibasyondan sonra yeni petriden 6rnekler alinarak
koloni PZR yontemiyle plazmit icinde 3’RACE iiriiniiniin var olup olmadigina
bakilmistir. Koloni PZR iirlinleri agaroz jele yiiklendiginde 5 koloniden 1
tanesinin beklenen biiyiikliikte (~650-700 bg) iiriin icerdigi gozlenmistir (Sekil
3.16)
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3000bg

500bg

Sekil 3.16. PZR yontemiyle plazmit icindeki 3’RACE iiriinii gosterilmesi. 1) Gene Ruler 100 bp
plus marker, 2) ~650-700 b¢’lik iiriiniin goriildiigii pozitif sonug, 3, 4, 5 ve 6) beklenen

tirtiniin goriilmedigi negatif sonuclar, % 1.4’liik agaroz jel
3.1.3.3. 3° RACE Uriiniiniin DNA Dizi ve Biyoinformatik Analizi

3’RACE PZR iiriiniinii icerdigi belirlenen koloniden plazmit izolasyon kiti
ile izole edilen plazmit, Beckman Coulter CEQ8000 cihazi ile DNA dizi analizine
tabi tutulmuslardir. Dizi analizi sonunda elde edilen DNA niikleotid dizisi, NCBI
gen bankasi veri tabanina girilerek MAPKK enzim ailesine ait bir gen parcasi
oldugu gosterilmistir (Sekil 3.18) Aym plazmite 3 kere daha (F-M13-47 ve R-
M13-47 primerleri ile) dizi analizi yapilmis ve dizi bilgileri karsilagtirilarak

okuma hatasi olasilig1 ortadan kaldirilmastir.

A- O0l7-MAPKK cDNA’smmin 3’ Ucu Dizi Bilgisi:

Dizi analizi ham veri:
cattacgaccagactatttaagtgacactatagcaatactgcaagactatgcatccaacgegttgggagcetctcecatat

ggtcgacctgecaggcggecgegaaattcactagtgattgcaagettaaaaattacagattttggtgttagtgccatg
ctggcaagctctatgggecaaacgtgacacatttgttgggacttacaattacatggegactgaaaaggatcagtggga
gcacctatgactataaaagtgatattgggagtctgggeatggtgattcttgaatgtgctattggacgttttccttataccaa
atctgaagaccaacaaagtggccccagcttttacgagcettctgcaggcaattgttggaagtccaccaccttctgcteeg
ccagatcaattttctccagaattctgttctttgtctctgcatgecgtacagaaagatcctagagacagatcttcggecttgga
actactgagccatccttcatcaagaaatttgaagagaaagacattgatctcagcatatgggtggnagettggatcacct
gtgaatatcccagataaatcacctctctnactcttctactatgtcatgtatgttggtttgtaagatacatcttaaatntaatttt
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gtaggtgatgtattctcggtaaagaaatgtagctctaattatgagcaataganttaaccgattcgaaaaaaaaaaaaa
aaaaaataggaatgattccggeggegeanggegegggacatcacgeggecaattggecatagagtgatcaatact
gcgtgttaaacgtcgacg

Sekil 3.17. Oo-17 MAPKK kismi cDNA’sinin 3’ ucu DNA dizi analizi ham verisi. Plazmite ait
bolgeler (kirmiz ile isaretlenmis), NCBI plazmit temizleme programi kullanilarak ve
primer oturma bolgeleri manual olarak bulunarak tespit edilmis ve diziden
cikartilmistir. Koyu renkli bolgeler 3’RACE primer oturma bolgesi ve poliA

kuyrugunun bulundugu bolgedir

Yukaridaki dizi analizinden c¢ikan ham veri iizerinde bulunan plazmit
parcalart (kirmizi isaretli bolgeler), NCBI veri tabaninda yer alan plazmit
temizleme programi (VecScreen) ve primer oturma bolgelerinin Gen Tool
programi ile tespit edilmistir (Sekil 3.17). Ayrica 19 tane A niikleotit’ten olusan
poli-A  kuyrugunun bulunmast bu islemi kolaylastirmistir. Bu bolgeler

temizlenerek gercek iiriin bilgisine ulagilmistir.

A- Islenmis Gen Dizisi:

aaaaattacagattttggtgttagtgccatgetggcaagetetatgggccaacgtgacacatttgttgggacttacaatta
catggcgectgaaaggatcagtgggageacctatgactataaaagtgatattgggagtctgggcatggtgattcttga

atgtgctattggacgttttccttataccaaatctgaagaccaacaaagtggccccagcettttacgagettctgcaggcaat
tgttggaagtccaccaccttctgctccgecagatcaattttctccagaattctgttcttttgtctctgecatgegtacagaaag
atcctagagacagatcttcggcecttggaactactgagccatcctttcatcaagaaatttgaagagaaagacattgatctc
agcatatatgtgggtagccttggatcacctgtgaatatcccataaatcacctetcttcactettettactatgttcatgtatgt
ttgtttgttaagataccatctttaaatttaatttttgtaagtgatgttattctcggtttaaggaaatgtagcetctcattatgagee

atagaattaaccgaatccg---poliA (19 tane a niikleotid)

B- NCBI Veri Taban1 Sonucu:

gi|51471930|gb|AAU04435.1| MAPKK [Lycopersicon esculentum]
Length=354

Score = 236 bits (603), Expect = 4e-61

Identities = 131/148 (88%), Positives = 137/148 (92%), Gaps = 0/148 (0%)
Frame = +2

Query 2 KITDFGVSAMLASSMGQRDTFVGTYNYMAPERISGSTYDYKSDIGSLGMVILECAIGREFP181
KITDFGVSAMLASSMGQORDTEVGTYNYMAPERISGSTYDYKSDI SLGMVILECAIGREP
Sbjct 206 KITDFGVSAMLASSMGQRDTEFVGTYNYMAPERISGSTYDYKSDIWSLGMVILECAIGREP265
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Query 182 YTKSEDQQSGPSFYELLQAIVGspppsappdgfspEFCSFVSACVQKDPRDRSSALELLS361

Y +SEDQQ+ PSFYELL AIV SPPPSAP DQFSPEFCSFVSAC+QKDPRDRSSAL+LLS
Sbjct 266 YIQSEDQQARPSFYELLDAIVSSPPPSAPVDQFSPEFCSFVSACIQKDPRDRSSALDLLS325
Query 362 HPFIKKFEEKDIDLSIYVGSLGSPVNIP 445

HPF+KKFE+KDIDLSI V SL PVN P
Sbjct 326 HPFVKKFEDKDIDLSILVSSLEPPVNEP 353

Sekil 3.18. Oo-17 MAPKK ¢cDNA’smin 3’ ucu bilgisi ve blast analizi. A- DNA dizi analizi sonucu
elde edilen dizi bilgisinin plazmitten temizlenmis hali B- Bu dizi bilgisinin NCBI gen

bankasinda Blast (nucleotid-translated-protein) programi kullanilarak tanimlanmasi

3.1.3.4. 5’ Ucunun Elde Edilmesi icin PZR (5’RACE-PZR)

Calismamizda RT reaksiyonuyla elde edilen cDNA’larin 5’ ucuna
Terminal transferaz enzimiyle Oligo C kuyrugu eklenmistir. 5’RACE i¢in
tasarlanan primer (GO0o5’MAPKK1 5’cgccataaatgggttggaacgttg3’) ile Oligo dG
primeri C-kuyrugu eklenen cDNA populasyonundan Ool7-MAPKK geninin 5’

ucunun elde etmek icin kullanilmastir.

1 2 3 4 5 6

~500 be

~350 be

~150 be

Sekil 3.19. 5 RACE PZR primer oturma 1sis1 optimizasyonu sonucu olusan iiriinlerin % 1.4’liikk
agaroz jelde goriintiisii. 1) Gene Ruler 100 bp plus marker, 2) 58°C, 3) 60.1°C, 4)
61.9°C, 5) 64.4°C, 6) 68°C’de oklar ile gosterilen ~500, 350 ve 100 bg¢’lik iiriinlerden

en iyi verim alinmigtir

Primer oturma 1s1s1 i¢in 58, 60.1, 61.9, 64.4, 68°C kullanilmis ve 68°C’de
bant olusumunun en iyi oldugu gozlenmistir (Sekil 3.19). PZR reaksiyonu sonucu

elde edilen ~500, 350 ve 100 bg¢’lik iiriinlerden, primer tasariminda kullanilan
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hizalama bilgisine bagli olarak beklenen {riin araligi tahminen 300-500 bg

araligindadir.

3000 bg
1500 bg
1000 bg

500bg

Sekil 3.20. Optimizasyon sonrast 5° RACE Re-PZR sonucu. 1) Gene Ruler 100 bp plus marker, 2,
3 ve 4) 68°C’de oklar ile gosterilen 500, 350 ve 100 b¢’lik iiriinler % 1.4°liik jelden

kesilerek saflagtirilmistir (yiiklenen 3 reaksiyon ayni kosullardaki farkl tiiplerdir)

Ayni dongii kogullarinda 68°C’lik reaksiyon iiriinii kalip olarak kullanilmig
ve 5 RACE Re-PZR ile daha belirgin bantlar elde edilmistir (Sekil 3.20) ve ~500
ve ~350 be biiyiikliigiindeki 2 bantlin herhangi birinin Oo/7-MAPKK cDNA’sina
ait olma ihtimalinden dolay1 her biri jelden kesilerek saflastirilmis ve pGEM-
Teasy plazmitine ligasyon reaksiyonuyla eklenerek E. coli XLI-Blue konakgi

hiicresine transforme edilmistir.

3.1.3.5. 5> RACE Koloni PZR

Transformasyon petrisinde ~500 b¢’lik iiriin i¢in ~100 mavi ve ~900 beyaz
koloni olusumu gozlenmis ve pozitif olarak kabul edilen beyaz kolonilerden 26
tanesi X-gal iceren yeni amfisilinli-LB petrisine ekilerek bunlarin arasindan 12
tanesi koloni PZR reaksiyonuna sokulmustur. 12 tane koloninin tamami ~500
be’lik iiriinii icerdigi gozlenmis ve orneklere dizi analizi yapilmistir. Dizi analizi
sonucu Orneklerin MAPKK olmadiklar1 saptanmistir. ~350 b¢’lik {iriin igin

kullanilan transformasyon petrisinde ~90 adet mavi ve ~950 adet beyaz koloni
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gbzlenmis ve bunlardan 26 tanesi segilerek daha ©nceki gibi yeni petrilere
ekimleri yapilmistir. Bu kolonilerden 13 tanesine koloni PZR yontemi uygulanmis

ve 12 tanesinde beklenen iiriin gozlenmistir. ~500 ve ~350 b¢’lik koloni PZR

iriinleri birlikte fotograflanmak tizere aym jele yiiklenmistir (Sekil 3.21).

Sekil 3.21. Koloni PZR ile 5’RACE kolonilerin taranmasi (%1.4’liik agaroz jel) 1) Gene Ruler
100 bp plus marker, 2, 5 ve 6) ~500 bg¢’lik iirtinii igeren pozitif sonuglar, 3) iiriin
icermeyen negatif sonug, 4 ve 7) ok ile gosterilmis ~350 b¢’lik iirtinii igeren pozitif

sonuglar

3.1.3.6. 5’ RACE Uriiniiniin DNA Dizi ve Biyoinformatik Analizi

Yaklagik 500 b¢ ~350 b¢ ve ~150 b¢’lik 5’RACE PZR iiriinlerini icerdigi
belirlenen kolonilerden plazmit izolasyon kiti ile izole edilen plazmitler Beckman
Coulter CEQ8000 cihaz1 ile DNA dizi analizine tabi tutulmuslardir. Dizi analizi
sonunda elde edilen DNA niikleotid dizileri (Sekil 3.22), NCBI gen bankas1 veri
tabanina girilmis ve bu PZR iiriinlerinden 350 b¢’lik gen pargasi’nin MAPKK

enzim ailesine ait bir gen pargasi oldugu gosterilmistir (Sekil 3.23).

0017 MAPKK cDNA’simin 5° Ucu Dizi Bilgisi:

Dizi analizi ham veri:

atacccagcataagtgacctatacatactcagcatgctacacgctagggactctcccatatggtcgactgecagegecg
caatcactagtgattgcaagcticgactttgatggtctcaaggtcttccaacgagaattgaaggtcaagetccttcate
tctgatgggcggggttcattctcatcagaaatcaaccgaagecccttctgattcagcagcaaatcgeegtcgtgaaag
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gtaccgctagecgtcaggaaagaggagatggggegaatictgagcagggacagagagettgagttccttgagaggtt
tcttcaacttcatgattttgattgagcagcagaaattctgectagggttcagtagcaggcgagagaatgaagagaagttt
gaagagaaaattcaaatggaaatggccgectcactccaacggtactctctetetctctctaatataactccaaaagtcea
aatggaaatggccggtggctttgtctgagttgecataatgggtacgtccgaceeeeeccgeecccteccgaaaatga

agggganccttgaccctttcaattttcttccgtttgggaaagaacccttggacgaacccttccccaagticenttcggee

caaggggaactttggtggcctttttcactttgttcnect

Sekil 3.22. Oo-17 MAPKK kismi cDNA’sinin 5’ ucu DNA dizi analizi ham verisi. Plazmite ait
bolgeler (kirmizi ile isaretlenmis), NCBI plazmit temizleme programi kullanilarak ve
primer oturma bolgeleri manual olarak bulunarak tespit edilmis ve diziden
cikartilmistir. Koyu renkli bolgeler 5’RACE ve oligodG,, primer oturma bdlgesi

(Yukaridaki veri ters tamamlayani1 (komplementeri) alinmig veridir)

Yukaridaki ham veriden, NCBI gen bankasi veri tabaninda yer alan
plazmit temizleme programi ile plazmite ait DNA parcalar temizlenmistir (Sekil

3.22).

A- Islenmis Gen Dizisi:

tcggacgtacccattatggcaactcagacaaagccaccggecatttccatttggacttttggagttatattagagagaga
gagagagtaccgttggagtgaggcggcecatttccatttgaattttctcttcaaacttctetteattctctcgectgetactga
accctaggcagaatttctgetgetcaatcaaaatcatgaagttgaagaaacctctcaaggaactcaagetctctgteect
gctcagaattcccccatctectetttcctgacggctageggtacctttcacgacggegatttgetgetgaatcagaagg
ggcttcggttgatttctgatgagaatgaaccccgeccatcagagatgaaggagcttgaccttcaattctegttggaaga

ccttgagaccatcaaagtc

B- NCBI Veri Taban1 Sonucu:

gb|AAU04435.1 | m MAPKK [Lycopersicon esculentum]
Length=354

Score = 110 bits (275), Expect = 3e-23
Identities = 55/62 (88%), Positives = 59/62 (95%), Gaps = 0/62 (0%)
Frame = +1

Query 235 SVPAQNSPISSFLTASGTFHDGDLLLNQKGLRLISDENEPRPSEMKELDLQFSLEDLETI414

SVPAQ++PISSFLTASGTFHDGDLLLNQKGLRLIS+ENE PSE KE+DLQFSLEDLETI
Sbjct 13 SVPAQDTPISSFLTASGTFHDGDLLLNQKGLRLISEENESLPSETKEIDLQFSLEDLETI72
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Query 415 KV 420
Kv
Sbjct 73 KV 74

Sekil 3.23. Oo-17 MAPKK ¢cDNA’smin 5° ucu bilgisi ve blast analizi. A- DNA dizi analizi sonucu
elde edilen dizi bilgisinin plazmitten temizlenmis ve ters c¢evrilmis hali B- Bu dizi
bilgisinin NCBI gen bankasinda Blast (nucleotid-translated-protein) programi

kullanilarak tanimlanmasi

3.1.4. Oo0-17-MAPKK cDNA’smmm 3’ ve 5’ Uclarimin Orta Bolge ile

Ortiistiiriilmesi

RACE reaksiyonlartyla elde edilen Ool7 MAPKK cDNA’sinin 3° ve 5’
uclarma ait diziler orta bolge dizisi ile Gene Tool lite 1.0 programi yardimiyla
Ortlistiiriilmiistiir. Bu islemin yapilmasi, tim genin elde edilmesi icin gerekli
primerlerin giivenli bir sekilde tasarimi icin gerekmektedir. Orta bolge ile ug
bolgelerin hizalanmasiyla oOrtiisen bolgeler bize elde edilen 5° ve 3° ug

parcalarmin Ool7 MAPKK cDNA orta bolgesine ait oldugunu gostermistir.

Ayrica, tiim gene ait dizi bilgisi de ortaya cikarilmistir (Sekil 3.24).

Consensus
5' ucu

Orta Bolge
3'ucu

Consensus
5' ucu
Orta Bolge
3'ucu

Consensus
5' ucu
Orta Bolge
3'ucu

Consensus
5' ucu
Orta Bolge
3'ucu

Consensus
5' ucu
Orta Bolge
3'ucu

Consensus
5' ucu
Orta Bolge
3'ucu

TCGGACGTACCCATTATGGCAACTCAGACAAAGCCACCGGCCATTTCCATTTGGACT
TCGGACGTACCCATTATGGCAACTCAGACAAAGCCACCGGCCATTTCCATTTGGACT

TTTGGAGTTATATTAGAGAGAGAGAGAGAGTACCGTTGGAGTGAGGCGGCCATTTCC
TTTGGAGTTATATTAGAGAGAGAGAGAGAGTACCGTTGGAGTGAGGCGGCCATTTCC

ATTTGAATTTTCTCTTCAAACTTCTCTTCATTCTCTCGCCTGCTACTGAACCCTAGG
ATTTGAATTTTCTCTTCAAACTTCTCTTCATTCTCTICGCCTGCTACTGAACCCTAGG

CAGAATTTCTGCTGCTCAATCAAAATCATGAAGTTGAAGAAACCTCTCAAGGAACTC
CAGAATTTCTGCTGCTCAATCAAAATCATGAAGTTGAAGAAACCTCTCAAGGAACTC

AAGCTCTCTGTCCCTGCTCAGAATTCCCCCATCTCCTICTTTCCTGACGGCTAGCGGT
AAGCTCTCTGTCCCTGCTCAGAATTCCCCCATCTCCTCTTTCCTGACGGCTAGCGGT

ACCTTTCACGACGGCGATTTGCTGCTGAATCAGAAGGGGCTTCGGTTGATTTCTGAT
ACCTTTCACGACGGCGATTTGCTGCTGAATCAGAAGGGGCTTCGGTTGATTTCTGAT
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Consensus
5' ucu
Orta Bolge
3'ucu

Consensus
5' ucu
Orta Bolge
3'ucu

Consensus
5' ucu
Orta Bolge
3'ucu

Consensus
5' ucu
Orta Bolge
3'ucu

Consensus
5' ucu
Orta Bolge
3'ucu

Consensus
5' ucu
Orta Bolge
3'ucu

Consensus
5' ucu
Orta Bolge
3'ucu

Consensus
5' ucu
Orta Bolge
3'ucu

Consensus
5' ucu
Orta Bolge
3'ucu

Consensus
5' ucu
Orta Bolge
3'ucu

Consensus
5' ucu
Orta Bolge
3'ucu

Consensus
5' ucu
Orta Bolge
3'ucu

Consensus
5' ucu
Orta Bolge
3'ucu

GAGAATGAACCCCGCCCATCAGAGATGAAGGAGCTTGACCTTCAATTCTCGTTGGAA
GAGAATGAACCCCGCCCATCAGAGATGAAGGAGCTTGACCTTCAATTCTCGTTGGAA

GACCTTGAGACCATCAAAGTCATTGGTAAGGGAAATGGTGGCGTTGTTCAACTTGTT
GACCTTGAGACCATCAAAGTCATTGGTAAGGGAAATGGT——————————————————
777777777777777777777 ATTGGTAAGGGAAATGGTGGCGTTGTTCAACTTGTT

CACAAAGGGGAAGTAAAAATTACAGATTTTGGTGTTAGTGCCATGCTGGCAAGCTCT
—————————————— AAAAATTACAGATTTTIGGTGTTAGTGCCATGCTGGCAAGCTCT

ATGGGCCAACGTGACACATTTGTTGGGACTTACAATTACATGGCGCCTGAAAGGATC

ATGGGCCAACGTGACACATTTGTTIGGGACTTACAATT————————————————————
ATGGGCCAACGTGACACATTTGTTGGGACTTACAATTACATGGCGCCTGAAAGGATC

AGTGGGAGCACCTATGACTATAAAAGTGATATTGGGAGTCTGGGCATGGTGATTICTT

AGTGGGAGCACCTATGACTATAAAAGTGATATTGGGAGTCTGGGCATGGTGATICTT

GAATGTGCTATTGGACGTTTTCCTTATACCAAATCTGAAGACCAACAAAGTGGCCCC

GAATGTGCTATTGGACGTTTTCCTTATACCAAATCTGAAGACCAACAAAGTGGCCCC

AGCTTTTACGAGCTTCTGCAGGCAATTGTTGGAAGTCCACCACCTTCTGCTCCGCCA

AGCTTTTACGAGCTTCTGCAGGCAATTGTTGGAAGTCCACCACCTTCTIGCTCCGCCA
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399
399

456
438
36

513
438
93

570
438
150

627
438
207

684
438
264

741
438
321

798
438
378

855
438
435
43

912
438
472
100

969
438
472
157

1026
438
472
214

1083
438
472
271



Consensus GATCAATTTTCTCCAGAATTCTGTTCTTTTGTCTCTIGCATGCGTACAGAAAGATCCT 1140
5" UCU — === 438
Orta Bolge ———————""""———— 472
3'ucu GATCAATTTTCTCCAGAATTCTGTITICTTTTGTCTCTGCATGCGTACAGAAAGATCCT 328
Consensus AGAGACAGATCTTCGGCCTITGGAACTACTGAGCCATCCTTTCATCAAGAAATTTGAA 1197
5" uCUu —mmmmm 438
Orta Bolge ——————-—---——— 472
3'ucu AGAGACAGATCTTCGGCCTTGGAACTACTGAGCCATCCTTTCATCAAGAAATTTGAA 385
Consensus GAGAAAGACATTGATCTCAGCATATATGTGGGTAGCCTTGGATCACCTGTGAATATC 1254
5" UCU ————— 438
Orta Bolge - ——————-"—"—"—"—""""""""——— 472
3'ucu GAGAAAGACATTGATCTCAGCATATATGTGGGTAGCCTTGGATCACCTGTGAATATC 442
Consensus CCATAAATCACCTCTICTTCACTCITCTTACTATGTTCATGTATGTITTGTTTGTTAAG 1311
5' UCU ——— = 438
Orta Bolge ————————————— 472
3'ucu CCATAAATCACCTCTCTTCACTCTTCTTACTATGTITCATGTATGTTTGTITTGTTAAG 499
Consensus ATACCATCTTTAAATTTAATTTTTGTAAGTGATGTTATTCTCGGTTTAAGGAAATGT 1368
5" uCcU ——mmm 438
Orta Bolge ~————————-""""""""""""— 472
3'ucu ATACCATCTTTAAATTTAATTTTTGTAAGTGATGTTATTCTCGGTTTAAGGAAATGT 556
Consensus AGCTCTCATTATGAGCCATAGAATTAACCGAATCC 1404
5'" ucu —————mmmmm 438
Orta Bolge ———————-—————————— 472
3'ucu AGCTCTCATTATGAGCCATAGAATTAACCGAATCC 591

Sekil 3.24. Oo-17 klonuna ait 5’RACE-Orta Bolge-3’RACE dizilerinin ortiistiiriilmesi (consensus)

ile elde edilen tim cDNA dizi bilgisi. Ortiisen bolgeler kirmizi renkle

renklendirilmistir.

3.1.5. 00-17-MAPKK ¢DNA’sinin Tamaminin Klonlanmasi icin PZR

Oo0-17-MAPKK cDNA’simin 3* ve 5’ UTR’lara (translasyona ugramayan
bolge) tasarlanan primerler (FI-MAPKKI1-5’UTR 5’gagaggagagagagagtaccgttg
3’, ileri primer ve R2-MAPKK1-3’UTR 5’cayttaaaccgagaataacatcacttac 3’, geri
primer) ile pfu DNA polimeraz kullanilarak PZR reaksiyonu kurulmus ve
reaksiyon Uriinleri % 1.4’liikk agaroz jele gene ruler 1 kb marker ile birlikte
yiiklenmistir (Sekil 3.25).

PZR’de beklenen iiriin biiyiikliigii yaklasik olarak 1400 bg¢’dir. Bunun
nedeni tasarlanan primerlerin UTR bolgelerini igermesidir. Reaksiyon sonunda
olusan PZR iiriiniiniin agaroz jelde yaklasik 1400 b¢ oldugu gozlenmistir (Sekil
3.25).
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1500 bg ¢
1000 be

— 1400 b¢

Sekil 3.25. Oo-17 MAPKK c¢DNA iirtiniiniin tamamini elde etmek igin yapilan PZR sonucu ~1400
be’lik iirlin. 1) Fermentas 1 kb marker, 2 ve 3) ok ile gosterilen UTR bolgelerini iceren

~1400 be’lik iiriiniin %1.4’likk agaroz jel’deki goriintiisii

3.1.5.1. 00-17-MAPKK cDNA’s1 icin Koloni PZR

PZR {iriinii agaroz jelden kesilerek saflastirilmis ve ligasyon ile plazmite
(pGEM-T Easy, pTZ57/RT) eklenmistir. PZR iiriiniini tasiyan plazmit
transformasyon ile konakci bakteri hiicresine (E.coli XLI-Blue) aktarilmistir.
Koloni PZR yontemi ile iiriin iceren plazmitin oldugu koloniler tespit edilmistir

(Sekil 3.26).

Sekil 3.26. Koloni PZR yontemiyle plazmit igindeki ~1400 bg¢’lik Oo-17 MAPKK cDNA’sinin
klonlandiginin gosterilmesi. 1) Fermentas 1 kb marker, 2 ve 5) iiriin icermeyen negatif

sonug, 3 ve 4) ~1400 b¢’lik iiriin igeren pozitif sonug

106



3.1.5.2. O0-17-MAPKK cDNA’simin DNA Dizi ve Biyoinformatik

Analizi

O. onites MAPKK genini icerdigi tespit edilen pozitif kolonilerden plazmit
izolasyon kiti ile izole edilen plazmitler Beckman Coulter CEQ8000 cihaz ile
DNA dizi analizine tabi tutulmuslardir. Beckman Coulter CEQ8000 cihazi’nin
baz okuma kapasitesi 800-1000 b¢ oldugu i¢in ~1400 bg¢’lik iiriinii okumak icin
farkli yonlerde olan Forward-M13-47, Reverse-M13-47, T7, SP6 ve geni elde
etmede kullanilan orta bolge iizerinde tasarlanmis RACE primerleri kullanilmistir.
Plazmite eklenmis {iiriiniin kismen dizi analizinde okunarak NCBI gen bankasi
veri tabanina girilmesi, MAPKK ailesine ait olup olmadigin1 gostermek icin
yeterli olmaktadir. Boylece elde edilen iiriiniin dogru olup olmadigi kanitlanmis
olacaktir.

Dizi analizi cihaz1 tarafindan okunabilen tiim gene ait DNA dizisi ham
verisi NCBI gen bankasi veri tabanina girilmis ve MAPKK oldugu tekrar teyit
edilmistir. Asagida ~1400 b¢’lik iirtinin MAPKK oldugunu teyit etmek i¢in dizi
analizi aleti tarafindan okunan 725 bg¢’lik niikleotid dizisi bulunmaktadir (Sekil
3.27).

OoMAPKK] dizi analizi ham verisi:

Attacgccaagctatttaaagtgacattatattcacatactcagagetatgcaataaccaacgegttgggagcetctecca
tatggtcgacctgttatggeggecgegaattcactagtgattccttaaaccgagaataacatcacttacaaaaattaaatt
taaagatggtatcttaacaaacaaacatacatgacatagtaagaagagtgaagagaggtgatttatctgggaatattca

caggtggatccaagctaccaaccaatatgctgagatcaatgtetttctcttcaaatttcttgatgaaaggatggctcagta
gttccaaggccgaagatctgtctctaggatctttctgtatgcatgcagagacaaaagaacagaattctggagaaaattg

atctggcggagcagaaggtggtggacttccaacaattgcctgcagaagetcgtaaaagetggggccactttgttggte
ttcagatttggtataaggaaaacgtccaatagcacattcaagaatcaccatgeccagactccaaatatcacttttatagtc
ataggtgctcccactgatectttcaggegacatgtaattgtaagtcccaacaaatgtgtcacgttggeccatagagettg
ccagcatggcactaacaccaaaaatctgtaaattttaacttccecectttgtgggtcacctaaacagattaagaaggcecttt

acatt

Sekil 3.27. Oo17-MAPKK cDNA’simin okunan 725 b¢’lik DNA dizi analizi ham verisi. Plazmite

ait bolgeler (kirmuz: ile isaretlenmis), NCBI plazmit temizleme programi kullanilarak
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ve primer oturma bolgeleri manual olarak bulunarak tespit edilmis ve diziden

cikartilmistir (Okunan bolge cDNA’nin 3° ucundadir)

Dizi analizi cihazina ait software’da okuma kalitesi diisiik olan bolgeler
tespit edilebilmektedir. Bu bolgeler yukaridaki dizide kirmiz1 olarak isaretlenmis
ve bu bolgeler NCBI veri tabani bilgilerine bakildiginda goriilebilmektedir. Veri
taban1 en yakin gen bilgisinin benzer bolgelerini gosterdigi icin, okuma hatasi

olan bolge cikarildiginda benzerlik orani da artmaktadir (Sekil 3.28).

A- Ham veri’nin NCBI veri tabani sonucu:

gil51471930|gb|AAU04435.1| MAPKK [Lycopersicon esculentum]
Length=354
Score = 246 bits (629), Expect = 5e-64

Identities = 135/157 (85%), Positives = 143/157 (91%), Gaps = 1/157 (0%)
Frame = -2

Query 697 VTHKGGS*NLQIFGVSAMLASSMGQRDTFVGTYNYMSPERISGSTYDYKSDIWSLGMVILS518
V HKG + FGVSAMLASSMGQRDTEFVGTYNYM+PERISGSTYDYKSDIWSLGMVIL
Sbjct 199 VNHKGEV-KITDFGVSAMLASSMGQRDTFVGTYNYMAPERISGSTYDYKSDIWSLGMVIL257

Query 517 ECAIGRFPYTKSEDQQSGPSFYELLQAIVGspppsappdafsPEFCSFVSACIQKDPRDR338
ECAIGRFPY +SEDQQ+ PSFYELL AIV SPPPSAP DQFSPEFCSFVSACIQKDPRDR
Sbjct 258 ECAIGRFPYIQSEDQQARPSFYELLDAIVSSPPPSAPVDQFSPEFCSFVSACIQKDPRDR317

Query 337 SSALELLSHPFIKKFEEKDIDLSILVGSLDPPVNIPR 227

SSAL+LLSHPF+KKFE+KDIDLSILV SL+PPVN PR
Sbjct 318 SSALDLLSHPFVKKFEDKDIDLSILVSSLEPPVNFPR 354

B- islenmis veri’nin NCBI veri tabani sonucu:

gi|51471930|gb|AAU04435.1| MAPKK [Lycopersicon esculentum]
Length=354
Score = 244 bits (624), Expect = 1le-63

Identities = 131/145 (90%), Positives = 138/145 (95%), Gaps = 0/145 (0%)
Frame = -3

Query 600 FGVSAMLASSMGQRDTFVGTYNYMSPERISGSTYDYKSDIWSLGMVILECAIGRFPYTKS421
FGVSAMLASSMGQRDTEVGTYNYM+PERISGSTYDYKSDIWSLGMVILECAIGREPY +S
Sbjct 210 FGVSAMLASSMGQRDTFVGTYNYMAPERISGSTYDYKSDIWSLGMVILECAIGRFPYIQS269

Query 420 EDQQSGPSFYELLQAIVGspppsappdgfsPEFCSFVSACIQKDPRDRSSALELLSHPFIZ241
EDQQ+ PSFYELL AIV SPPPSAP DQFSPEFCSEFVSACIQKDPRDRSSAL+LLSHPE+
Sbjct 270 EDQQARPSFYELLDAIVSSPPPSAPVDQFSPEFCSFVSACIQKDPRDRSSALDLLSHPEV329

Query 240 KKFEEKDIDLSILVGSLDPPVNIPR 166

KKFE+KDIDLSILV SL+PPVN PR
Sbjct 330 KKFEDKDIDLSILVSSLEPPVNFPR 354

Sekil 3.28. O017-MAPKK cDNA’sinin NCBI verileri. A- DNA dizi analizi sonucu elde edilen 725
be¢’lik okuma bilgisinin plazmitten temizlenmemis halinin NCBI gen bankasinda Blast

(nucleotid-translated-protein) programiyla tanimlanmasi, B- Temizlenmis hali
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tcggacgtacccattatggcaactcagacaaagccaccggccatttccatttgg -54
acttttggagttatattagagagagagagagagtaccgttggagtgaggcggecec -108
atttccatttgaattttctcttcaaacttctcttcattctctecgectgectactg -162
M K L K K P
aaccctaggcagaatttctgctgctcaatcaaaatcatgaagttgaagaaacct 216
L K ¢ L K L. s V P A Q N S P I S S F
ctcaaggaactcaagctctctgtccctgctcagaattcccccatctectettte 270
L T A s G T F H D G D L L L N Q K G
ctgacggctagcggtacctttcacgacggcgatttgctgctgaatcagaagggg 324
L R L T s D E N E P R P S E M K E L
cttcggttgatttctgatgagaatgaaccccgecccatcagagatgaaggagett 378
b L 9 F s L E D L E T I K V I G K G
gaccttcaattctcgttggaagaccttgagaccatcaaagtcattggtaaggga 432
N G GV VvV g L VvV R H K W V G T L F A
aatggtggcgttgttcaacttgttcgccataaatgggttggaacgttgtttgec 486
L K v I o M T I ¢ E E I R K O I V Q
ttgaaggttatccagatgactatacaggaggagattcggaaacaaatagttcag 540
E T K I N QO A S Q C P N V V V C Y H
gagactaaaattaatcaagcatctcaatgtccaaatgttgtagtttgctatcat 594
s ¥F Y H N G A I S I VvV F E Y M D R G
tcattctatcacaacggagctatatctattgtgtttgaatacatggatcgtgga 648
s L v b I I R ¢ Vv K T I L E P Y L A
tcattagttgatataatcagacaagtcaagacaatccttgaaccataccttgca 702
v v ¢ K 9 v L 9 GG L VvV Y L H H E R H
gttgtntgcaaacaggttttacaggggttagtttacttgcatcatgagagacat 756
v I H R D L K P S N L L V N H K G E
gttatccatagagatttaaagccttctaatctgctagtgaaccacaaaggggaa 810

v K I T D F G V S A M L A S M G O
gtaaaaattacagattttggtgttagtgccatgctggcaagctctatgggccaa 864
R D F V G T Y N Y M A P E R I S G

cgtgacacatttgttgggacttacaattacatggcgcctgaaaggatcagtggg 918
s T Yy b Yy K s b I GG S L G M V I L E
agcacctatgactataaaagtgatattgggagtctgggcatggtgattcttgaa 972
c A I G R F P Y T K S E D QQ O S G P
tgtgctattggacgttttccttataccaaatctgaagaccaacaaagtggccce 1026
s F Yy E L L ¢ A I vV G S P P P S A P
agcttttacgagcttctgcaggcaattgttggaagtccaccaccttctgecteccg 1080
P D Q F S P E F C S F V S A C V Q K
ccagatcaattttctccagaattctgttcttttgtctctgcatgcgtacagaaa 1134
b Pp R DR S S AL E L L S H P F I K
gatcctagagacagatcttcggccttggaactactgagccatcctttcatcaag 1188
K ¥ E E K b I D L s I Y Vv G S L G S
aaatttgaagagaaagacattgatctcagcatatatgtgggtagccttggatca 1242
P VvV N I P *
cctgtgaatatcccataaatcacctctcttcactcttcttactatgttcatgta 1296
tgtttgtttgttaagataccatctttaaatttaatttttgtaagtgatgttatt 1350
ctcggtttaaggaaatgtagctctcattatgagccatagaattaaccgaatccg 1404
aaaaaaaaaaaaaaaaaaa 1423

Sekil 3.29. O017-MAPKK cDNA klonundan elde edilen niikleotid ve amino asit dizisi. Bu veri
Gene tool 1.0 programiyla elde edilmis ve NCBI veritabaninda teyit edilmistir. 1404
b¢’lik cDNA, 198 b¢’lik 5° UTR, 144 b¢’lik 3° UTR ve 19 b¢’lik poliA kuyruguna
sahiptir. Gen bankas1 No: EF558371 (yesil: substrat baglanma, mavi: aktivasyon, sart:

fosforilasyon, kirmizi: katalitik bolge motifi)
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Dizi analizi verilerinin Ortiistliriilmesiyle O. onites MAPKK’sine ait tiim
genin dizi bilgisi, tiim UTR bolgeleriyle birlikte ortaya ¢ikarilmistir. Elde edilen
tim cDNA dizisinin amino asit dizi bilgisi GeneTool 1.0 programinda
olusturulmustur (Sekil 3.29).

Ayrica, EBI interproscan programiyla (European Bioinformatics Institute)
da Ool7-MAPKK cDNA’smin tahmini amino asit dizisinin motif analizi
MAPKK ’lara ait imza motifleri tasidig1 gosterilmistir. Bu motifler Sekil 3.30°da

gosterildigi gibi protein kinaz, serin-treonin kinaz ve MAPKK motifleridir.

InterProScan Results

[ Table view || Rawoutput ||[ MLouput | [ Original Sequences  ||[ SUBMIT ANOTHERJCB |

SEQUENCE: Sequence 1 CRC64: 71942EB68D3CEAGY LENGTH: 353 aa

InterPro Protein kinase
IPEOOO7 S
S Poooog | —— e (g TOBAC_Q9AYNS,

PFOOQER | T e —— | Pkinage

Pl

PES0011 PROTEIN_KIMASE_ DOl
PE00107 PROTEIN_KINASE _ATP
InterPro Serinethreonine protein kinase
IPRODZ290
fiw I | — S THz

£l

InterPro Serinethreonine protein kinase, active site
IPRODEZ71
Active site | PSO0108 PROTEIM_KIMASE_ST

FITY

InterPro Protein kinase-like
IPRO11002
Domain SEFSE112 — Protein kinase-like
@ (PH-like)
Dsns
nolPR unintegrated
unirtegrated
G30SA1.10.51010 EEE—— | 0 desciption
GaDSA3.30,20020 |~ no description
PTHR22356 | MAPKK-RELATED
SERINE/THREQMINE
PROTEIN KINASES
PTHR22936: SF39 | MITOGEN
ACTIVATED
PROTEIN KINASE

HINASE, MAPKKZ

Sekil 3.30. Ool7-MAPKK cDNA’simmin EB1 veritabanindaki interproscan programinin sabit
ayarlariyla yapilan analizi. Bu cDNA’nin MAPKK oldugunu gostermektedir.
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O. onites bitkisinden ilk kez klonlanan bu MAPKK genine MAPKK ’lerin
karakteristik enzim motiflerini tasidig1 icin OoMAPKKI adi verilmistir. MAPKK
enzim ailesinin sahip oldugu alt domeinleri gostermek icin; OoMAPKKI
cDNA’smin amino asit dizisi EBI veri tabanindaki DbClustal programinda diger
bitki MAPKK’larinin amino asit dizileri ile hizalanmistir (Sekil 3.31). Bu

hizalama iizerinde MAPKK enzim ailesinin icerdigi 11 alt domein bdlgesi

bulunmus ve isaretlenmistir.

DbClustal Results

Multiple Sequence Alignment

CLUSTAL
56
OoMAPKK1
Q66MH7_SOLLC
Q9AYNI9_TOBAC
M2K6_ARATH
049975_MAIZE
Q0Z7Z4_ORYSA
Q5JCLO_SOYBN
Q6TKQ8_VITAE
Q93WR7_MEDVA

(1.0)

116

OoMAPKK1
Q66MH7_SOLLC
Q9AYNI9_TOBAC
M2K6_ARATH
049975_MAIZE
Q0Z7Z4_ORYSA
Q5JCLO_SOYBN
Q6TKQ8_VITAE
Q93WR7_MEDVA

175

OoMAPKK1
Q66MH7_SOLLC
Q9AYNI9_TOBAC
M2K6_ARATH
049975_MAIZE
Q0Z7Z4_ORYSA
Q5JCLO_SOYBN
Q6TKQ8_VITAE
Q93WR7_MEDVA

235

OoMAPKK1
Q66MH7_SOLLC
Q9AYNI9_TOBAC
M2K6_ARATH
049975_MAIZE
Q0Z7Z24_ORYSA
Q5JCLO_SOYBN
Q6TKQ8_VITAE
Q93WR7_MEDVA

multiple sequence alignment

—MKLKKPLKELKLSVPA-QNSPISSFLTASGTFHDGDLLLNQKGLRLISDEN--EPRPSE
—MKTAKPLKQLKLSVPA-QDTPISSFLTASGTFHDGDLLLNQKGLRLISEEN--ESLPSE
—MKTTKPLKELKLSVPA-QDTPISSFLTASGTFHDGDLLLNQKGLRLISEEN--ESPASE
MVKIKSNLKQLKLSVPA-QESPISSFLTASGTFHDGDELLNQKGLRLTSDEK—--QSRQSD
—MKGKKPVKELKLTVPA-QETPVDKFLTASGTEFKDGELRLNQSGLRLISEENGDEDESTK
—MRGKKPHKELKLSVPA-QETPVDKFLTASGTFKDGELRLNQRGLQLISEETADEPQSTN
MKKGNLGLG-LKLSVPVSDQSNFAKFLTESGTFKDGDLLVNRDGVRIVSQND--VEAPPP
MRRGPLNPSNLKLTLPP-DEDSLTKFLTQSGTFMDGDLLVNRDGVRIVSKSE--AEVPPL
MKKGNLGLG-LKLSVPQTDQVAFAKFLTESGTFKDGDLLVNRDGVRIVSETE--VEAPPP

KKK e .

I II II1
MKELDLQFSLEDLETIKVIGKGNGGVVQLVRHKWVGTLFALKVIQMTIQEEIRKQIVQET
TKEIDLQFSLEDLETIKVIGKGSGGVVQLVRHKWVGTLFALKVIQMNIQEDIRKQIVQEL
TKEIDLQFSLEDLETIKVIGKGSGGVVQLVRHKWVGTLFALKVIQMTIQEDIRKQIVQEL
SKELDFEITAEDLETVKVIGKGSGGVVQLVRHKWVGKEFFAMKVIQMNIQEEIRKQIVQEL
LKVEDVQLSMDDLEMIQVIGKGSGGVVQLVRHKWVGTLFALKGIQMNIQESVRKQIVQEL
LKVEDVQLSMDDLEMIQVIGKGSGGIVQLVRHKWVGTLYALKGIQMNIQEAVRKQIVQEL
IKPTDNQLALADIDVIKVVGKGNGGVVQLVQHKWTSQFFALKVIQMNIEESMRKQITQEL
IKPSDNQLSLADIDTIKVIGKGAGGTVQLVQHKWTGQFFALKVIQMNIQEAALKHIAQEL
IKATDNQLSLADIDIVKVVGKGNGGVVQLVOHKWTINQFFALKIIQMNIEESVRKRIAKEL

Iv v
KINQAS-QCPNVVVCYHSFYHNGAISIVFEYMDRGSLVDIIRQVKTILEPYLAVVCKQVL
KINQAS-QCPHVVVCYHSFYHNGAISLVLEYMDRGSLVDVIGQLKTILEPYLAVVCKQVL
KINQAS-QCSHVVVCYHSFYHNGAISLVLEYMDRGSLADVIRQLKTILEPYLAVVCKQVL
KINQASSQCPHVVVCYHSFYHNGAFSLVLEYMDRGSLADVIRQVKTILEPYLAVVCKQVL
KINQAT-QSPHIVMCHQSFYHNGVIYLVLEYMDRGSLADIVKQVKTILEPYLAVLCKQVL
KINQAT-ONPHIVLCHQSFYHNGVIYLVLEYMDRGSLADIIKQVKTILEPYLAVLCKQVL
KINQQA-QCPYVVVCYQSFYENGVISIILEYMDGGSLADLLKKVKTIPESYLAAICKQVL
KINQSS-QCPYVVVCYKSEFYDNGAFSIILEYMDGGSLLDFLKKVKSIPEPYLAAICNQVL
KINQAA-QCPYVVVCYQSFYDNGVISIILEYMDGGSMADLLKKVKTIPEPYLSAICKQVL

VIa VIb VII VIII
QGLVYLHHERHVIHRDLKPSNLLVNHKGEVKITDFGVSAMLASSMGQRDTEVGTYNYMAP
QGLVYLHHERHVIHRDIKPSNLLVNHKGEVKITDEFGVSAMLASSMGQRDTEVGTYNYMAP
QGLVYLHNERHVIHRDIKPSNLLVNHKGEVKITDFGVSAMLASSMGQRDTEVGTYNYMAP
LGLVYLHNERHVIHRDIKPSNLLVNHKGEVKISDFGVSASLASSMGQRDTFVGTYNYMSP
EGLLYLHHQRHVIHRDIKPSNLLVNRKGEVKITDEFGVSAVLASSIGQRDTEVGTYNYMAP
EGLLYLHHERHVIHRDIKPSNLLVNRKGEVKITDFGVSAVLASSMGQRDTEFVGTYNYMAP
KGLVYLHHERHITHRDLKPSNLLINHIGEVKITDEGVSAIMESTSGQANTEIGTCNYMSP
KGLSYLHHERHITHRDLKPSNLLINHRGEVKITDEGVSAILTSTSGQANTEVGTYNYMSP
KGLIYLHHERHITHRDLKPSNLLINHTGEVKITDEGVSAIMESTSGQANTEIGTYNYMSP

* . K . * * k. Kk
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293

OoMAPKK1
Q66MH7_SOLLC
Q9AYNI9_TOBAC
M2K6_ARATH
049975_MAIZE
Q0Z7Z4_ORYSA
Q5JCLO_SOYBN
Q6TKQ8_VITAE
Q93WR7_MEDVA

353

OOMAPKK1
Q66MH7_SOLLC
Q9AYN9_TOBAC
M2K6_ARATH
049975_MAIZE
0027%Z4_ORYSA
Q5JCLO_SOYBN
Q6TKQ8_VITAE
Q93WR7_MEDVA

OoMAPKK1
Q66MH7_SOLLC
Q9AYNI9_TOBAC
M2K6_ARATH
049975_MAIZE
Q0Z7Z4_ORYSA
Q5JCLO_SOYBN
Q6TKQ8_VITAE
Q93WR7_MEDVA

IX X
ERISGST--YDYKSDIGSLGMVILECAIGRFPYTKSEDQQSGPSFYELLQAIVGSPPPSA
ERISGST--YDYKSDIWSLGMVILECAIGRFPYIQSEDQQARPSFYELLDAIVSSPPPSA
ERISGST--YDYKSDIWSLGMVILECAIGRFPYIQSEDQOQAWPSFYELLEAIVSSPPPSA
ERISGST--YDYSSDIWSLGMSVLECAIGRFPYLESEDQONPPSFYELLAAIVENPPPTA
ERISGST--YDYKSDIWSLGLVILECAIGRFPYIPSEGE-GWLSFYELLEAIVDQPPPSA
ERISGSS—-YDYKSDIWSLGLVILECAIGRFPYIPSEGE-GWLSFYELLEAIVDQPPPSA
ERINGSQEGYNFKSDIWSLGLILLECALGRFPYAPPDOSETWESIYELIEAIVEKPPPSP
ERISGGK--YGSKSDIWSLGLVLLECATGQFPYSPPEQGEGWTSFYELMEAIVDQPPPCA
ERINGSQRGYNYKSDIWSLGLILLECAMGRFPYTPPDOSERWESIFELIETIVDKPPPSA

* Kk %

XI
PPDQFSPEFCSFVSACVQKDPRDRSSALELLSHPFIKKFEEKDIDLSIYVGSLGSPVNIP
PVDQFSPEFCSFVSACIQKDPRDRSSALDLLSHPEFVKKFEDKDIDLSILVSSLEPPVNEP
PADQF SPEFCSFVSACIQKDPRDRSSALDLLSHPFIKKFEDKDIDFGILVSSLEPPVNEP
PSDQFSPEFCSFVSACIQKDPPARASSLDLLSHPFIKKFEDKDIDLGILVGTLEPPVNYL
PADQFSPEFCSFISSCIQKDPAQRMSASELLNHPFLKKFEDKDLNLGILVENLEPPMNIP
PADQF SPEFCAFISSCIQKDPAERMSASELLNHPF IKKFEDKDLDLRILVESLEPPMNIS
PSEQFSTEFCSFISACLOQKDPKDRLSAQELMAHPEFVNMYDDLEVDLSAYEFSNAGSPLATL
STNQFSAEFCSFISACIQKDPNDRKSAHELMAHPFISMYRDLNVDLATYFTNAGSPLATE
PSEQFSSEFCSEFISACLOKDPGSRLSAQELMELPEFISMYDDLHVDLSAYFSDAGSPLATL

353
354
354
356
355
355
- 356
- 354
- 356

[ca N ca B> o B> o > o I

Sekil 3.31. OoMAPKKI’e ait aminoasit dizi bilgisi ile diger bitki MAPKK aminoasit dizi

bilgilerinin EBI veritabaninda karsilastirllmasi. Roma rakamlari: 11 alt domein

bolgelerini gostermektedir. Kirmizi yildiz ve noktalar motif bolgeleridir (Gen

Bankasi

Kodlari: Lycopersicon esculentum MAPKK (LeMKK3) AY691332,

Nicotiana tabacum mRNA for NOKI MAPKK ABO055514, Arabidopsis thaliana
ANQI/AtMKK6 AB104460, Zea mays ZmMEKI U83625, Oryza sativa MAPKK1
AF216314, Vitis aestivalis AY395740, Medicago sativa subsp. x varia AJ293275)

OoMAPKKI’in amino asit dizisi EBI veri tabaninda Dbclustal programina

girilerek veritabanindaki diger canlilara ait MAPKK’ler ile dikey hizalamasi

yapilmis (Sekil 3.32) ve elde edilen veriler kullanilarak Phylip yontemiyle cluster

algoritmasi ve bootstrap kullanilarak bir filogenetik aga¢ cizilmistir (Sekil 3.33).
0Oo0l14-MAPKK cDNA orta bolge niikleotid dizisi NCBI gen bankas1 veri tabanina

girilerek kayit numarasi (accession number): EF558371 (Ek-5) alinmistir.
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DbClustal Results

Multiple Sequence Alignment

CLUSTAL (1.0) multiple sequence alignment

OoMAPKK1
L_esculentum
N_tabacum
V_vinifera
A_thaliana
O_sativa
Z_mays
G_max_soybean
M_savita
P_crispum
D_melanogaster
B_mori
C_carpio
C_intestinalis

OOMAPKK1
L_esculentum
N_tabacum
V_vinifera
A_thaliana
O_sativa
Z_mays
G_max_soybean
M_savita
P_crispum
D_melanogaster
B_mori
C_carpio
C_intestinalis

OoMAPKK1
L_esculentum
N_tabacum
V_vinifera
A_thaliana
O_sativa
Z_mays
G_max_soybean
M_savita
P_crispum
D_melanogaster
B_mori
C_carpio
C_intestinalis

OOMAPKK1
L_esculentum
N_tabacum
V_vinifera
A_thaliana
O_sativa
Z_mays
G_max_soybean
M_savita
P_crispum
D_melanogaster
B_mori
C_carpio
C_intestinalis

——————————————————— MKLKKPLKELKLSVPA-QNSPISSFLTASGTFHDGDLLLNQ
——————————————————— MKTAKPLKQLKLSVPA-QDTPISSFLTASGTFHDGDLLLNQ
7777777777777777777 MKTTKPLKELKLSVPA-QDTPISSFLTASGTFHDGDLLLNQ
——————————————————— MKSKKPLKQLKLSVPA-QETPITSFLTASGTFQDGDLLLNQ
777777777777777777 MVKIKSNLKQLKLSVPA-QESPISSFLTASGTFHDGDFLLNQ
——————————————————— MRGKKPHKELKLSVPA-QETPVDKFLTASGTFKDGELRLNQ
7777777777777777777 MKGKKPVKELKLTVPA-QETPVDKFLTASGTFKDGELRLNQ
—————————————————— MKKGNLGLG-LKLSVPVSDQSNFAKFLTESGTFKDGDLLVNR
777777777777777777 MKKGNLGLG-LKLSVPQTDQVAFAKFLTESGTFKDGDLLVNR
—————————————————— MKKGNLGPG-LKLSLPPPDEDSLTKFLTQSGTFMDGDLLVNR
———-MSKNKLNLVLPPVNTEATVAAATVAPTPPFKTPSGTDTHS-LLGKPKTSIDALTETL
—————————————————————— MPPKRKLNPLNLTLEGSSPIPNQQVS——----DLGKKM
MSKMSKNKLNLTLPPGSIDTNPTATPSNMTPQLKSATANDRRQGLAGKSKTSIEALTERL
—————————————————————— MAPKRRPVPLITIAPTGEGQSTNIDAASEANLEALQRKL

KGLRLISDEN--EPRPSEMKELD-LQFSL---EDLETIKVIGKGNGGVVQLVRHKWVGTL
KGLRLISEEN--ESLPSETKEID-LQFSL-—-EDLETIKVIGKGSGGVVQLVRHKWVGTL
KGLRLISEEN--ESPASETKEID-LQFSL---EDLETIKVIGKGSGGVVQLVRHKWVGTL
KGLRLISEEK--EPRPSEAKELD-VQFSL-—-EDLETIKVIGKGSGGVVQLVRHKWVGTL
KGLRLTSDEK-—-QSRQSDSKELD-FEITA---EDLETVKVIGKGSGGVVQLVRHKWVGKE
RGLQLISEETADEPQSTNLKVED-VQLSM-—--DDLEMIQVIGKGSGGIVQLVRHKWVGTL
SGLRLISEENGDEDESTKLKVED-VQLSM-—--DDLEMIQVIGKGSGGVVQLVRHKWVGTL
DGVRIVSQND--VEAPPPIKPTD-NQLAL---ADIDVIKVVGKGNGGVVQLVQHKWTSQF
DGVRIVSETE--VEAPPPIKATD-NQLSL---ADIDIVKVVGKGNGGVVQLVQHKWTNQF
DGVRIVSQTD--VQAAPPIQATD-NQLSL--—-ADFDAIKVVGKGSGGIVRLVQHKWTIGQF
EGLDMGDTER-KRIKMFLSQKEKIGELS——--DEDLEKLGELGSGNGGVVMKVRATHTHLI
DELNIDETQR-KRLDQF IKQKQKVGVMENAQNSDF TKKGELGAGNGGVVHLVVHNATGEV
EQIEMDDTQR-RRIEVFLCQKEKIGELS——--DDDFEKLGELGQGNGGVVMKVRHKSTGLI
GELDLDEQQR-KRLEAFLTQKAQVGELK---DEDFDPICELGAGNGGVVHKVRHKPSRLV

FALKVIQMTIQEEIRKQIVQETKINQAS—-QCPNVVVCYHSFYHNGAISIVFEYMDRGSLV
FALKVIQMNIQEDIRKQIVQELKINQAS—-QCPHVVVCYHSFYHNGAISLVLEYMDRGSLV
FALKVIQMTIQEDIRKQIVQELKINQAS-QCSHVVVCYHSFYHNGAISLVLEYMDRGSLA
FALKVIQMNIQENFRKQIVQELKINQAS-QCSHIVVCYHSFYHNGVISLVLEYMDRGSLV
FAMKVIQMNIQEEIRKQIVQELKINQASSQCPHVVVCYHSEFYHNGAFSLVLEYMDRGSLA
YALKGIQMNIQEAVRKQIVQELKINQAT-QNPHIVLCHQSFYHNGVIYLVLEYMDRGSLA
FALKGIQMNIQESVRKQIVQELKINQAT-QSPHIVMCHQSFYHNGVIYLVLEYMDRGSLA
FALKVIQMNIEESMRKQITQELKINQQA-QCPYVVVCYQSFYENGVISIILEYMDGGSLA
FALKIIQMNIEESVRKRIAKELKINQAA-QCPYVVVCYQSFYDNGVISIILEYMDGGSMA
FALKVIQMNIQESARKQIAQELKINQSS—-QCLNVVVCYQSFYDNGAISIILEYMDGGSLA
MARKLIHLEVKPAIKKQILRELKVLHEC-NFPHIVGEFYGAFYSDGEISICMEYMDGGSLD
MARKLIHLEVKQAILNQITRELQVLHDC-RSPYIVGYYGTFYSDGEISICMESMDAGSLD
MARKLIHLEVKPAIKKQITIRELKVLHEC-NFAHIVGFYGAFYSDGEISICMEYMDGGSLD
MARKLIHLEIKPAIRNQITIRELQVLHEC-NSPYIVGFYGAFYSDGEISICMEHMDGGSLD

DIIRQVKTILEPYLAVVCKQVLQGLVYLHHERHVIHRDLKPSNLLVNHKGEVKITDEGVS
DVIGQLKTILEPYLAVVCKQVLQGLVYLHHERHVIHRDIKPSNLLVNHKGEVKITDEFGVS
DVIRQLKTILEPYLAVVCKQVLQGLVYLHNERHVIHRDIKPSNLLVNHKGEVKITDEFGVS
DVIRQVKTILEPYLAVLCKQVLQGLVYLHHERHVIHRDIKPSNLLVNHKGEVKITDEGVS
DVIRQVKTILEPYLAVVCKQVLLGLVYLHNERHVIHRDIKPSNLLVNHKGEVKISDEFGVS
DIIKQVKTILEPYLAVLCKQVLEGLLYLHHERHVIHRDIKPSNLLVNRKGEVKITDEGVS
DIVKQVKTILEPYLAVLCKQVLEGLLYLHHQRHVIHRDIKPSNLLVNRKGEVKITDEFGVS
DLLKKVKTIPESYLAAICKQVLKGLVYLHHERHITHRDLKPSNLLINHIGEVKITDEGVS
DLLKKVKTIPEPYLSAICKQVLKGLIYLHHERHITHRDLKPSNLLINHTGEVKITDEFGVS
DFLKIVKNIPEPYLAAIFKQVLKGLWYLHHEKHITHRDLKPSNLLINHRGEVKITDEGVS
LILKRAGRIPESILGRITLAVLKGLSYLRDNHAITHRDVKPSNILVNSSGEIKICDEFGVS
LVLKKARKIPEIYLGKVSKAVILGLKYLREERSITHRDVKPSNILVNSRGEIKLCDEGVS
LILKKAGRIPESILGTITSAVLKGLSYLRDKHAIMHRDVKPSNILVNSNGEIKICDFGVS
QVLKEARRIPEEILGKVSIAVLRGLVYLREKHQIMHRDVKPSNILVNSRGEIKLCDEGVS

* ek
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153
153
153
153
155
155
155
154
154
154
171
150
175
153

213
213
213
213
215
215
215
214
214
214
231
210
235
213



OOMAPKK1
L_esculentum
N_tabacum
V_vinifera
A_thaliana
O_sativa
Z_mays
G_max_soybean
M_savita
P_crispum
D_melanogaster
B_mori
C_carpio
C_intestinalis

OoMAPKK1
L_esculentum
N_tabacum
V_vinifera
A_thaliana
O_sativa
Z_mays
G_max_soybean
M_savita
P_crispum
D_melanogaster
B_mori
C_carpio
C_intestinalis

OoMAPKK1
L_esculentum
N_tabacum
V_vinifera
A_thaliana
O_sativa
Z_mays
G_max_soybean
M_savita
P_crispum
D_melanogaster
B_mori
C_carpio
C_intestinalis

OOMAPKK1
L_esculentum
N_tabacum
V_vinifera
A_thaliana
O_sativa
Z_mays
G_max_soybean
M_savita
P_crispum
D_melanogaster
B_mori
C_carpio
C_intestinalis

AMLASSMGQRDTFVGTYNYMAPERISGSTYDY--KSDIGSLGMVILECAIGRFPYTKSE~-
AMLASSMGQRDTFVGTYNYMAPERISGSTYDY--KSDIWSLGMVILECAIGRFPYIQSE-
AMLASSMGQRDTFVGTYNYMAPERISGSTYDY--KSDIWSLGMVILECAIGRFPYIQSE—
AMLGSSMGQRDTFVGTYNYMSPERIKGSTYDY--SSDIWSLGMVALECAIGHFPYMQSE—-
ASLASSMGQRDTFVGTYNYMSPERISGSTYDY--SSDIWSLGMSVLECAIGRFPYLESE—
AVLASSMGQRDTFVGTYNYMAPERISGSSYDY--KSDIWSLGLVILECAIGRFPYIPSE-
AVLASSIGQRDTFVGTYNYMAPERISGSTYDY--KSDIWSLGLVILECAIGRFPYIPSE—
AIMESTSGQANTFIGTCNYMSPERINGSQEGYNFKSDIWSLGLILLECALGRFPYAPPD—-
AIMESTSGQANTFIGTYNYMSPERINGSQRGYNYKSDIWSLGLILLECAMGRFPYTPPD—
AILATTSGQANTEFVGTYNYMSPERISGGQHGY--SSDIWSLGLVLLECATGYFPYSPPE-
GQLIDSMAN--SEFVGTRSYMSPERLQGTHYSV--QSDIWSLGLSLVEMAIGMYPIPPPNT
GQLIDSMAN--SEFVGTRSYMAPERLQGSKYTI--LSDIWSLGLSLIEMAIGRFPIPPPTA
GQLIDSMAN--SEFVGTRSYMSPERLQGTHYSV--QSDIWSLGLSLVEMAIGMYPIPPPDA
GQLIDSMAN--SEVGTRSYMSPERLQGTHYSV--QSDVWSMGLSLVELAIGRFPIPPPDA

Kk ek ok k.

______________________________________ DQQSGPSFYELLQAIVGSPPPS
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, DQQARPSFYELLDAIVSSPPPS
______________________________________ DQQAWPSFYELLEAIVSSPPPS
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, DQQSGPSFYELLEAIVESPPPS
______________________________________ DQONPPSFYELLAAIVENPPPT
77777777777777777777777777777777777777 GE-GWLSFYELLEAIVDQPPPS
—-—GE-GWLSFYELLEATIVDQPPPS
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, QSETWESIYELIEAIVEKPPPS

—————————————————————————————————————— QSERWESIFELIETIVDKPPPS
—————————————————————————————————————— QDEGWSNVFELMDT IVNQAPPC
ATLESTFA--—————— DNAEES———————————— GOPTDEPRAMATFELLDYIVNEPPPK
SQIAAIFNTEVS---GGSGKAPNP-————=——————— HDVARPMAIFELLDYIVNEPAPK
KTLAAIFG-——————— GONEDHSP-————---—— GQAPNSPRPMATFELLDYIVNEPPPK

KELEAIFGRPVLDKGGAEGHSMSPRQRPPGRPVSGHGMDSRPAMAIFELLDYIVNEPPPK

APPDQFSPEFCSFVSACVQKDPRDRSSALELLSHPFIKKFEEKDIDLSIYVGSLGSPVNI
APVDQFSPEFCSFVSACIQKDPRDRSSALDLLSHPFVKKFEDKDIDLSILVSSLEPPVNE
APADQFSPEFCSFVSACIQKDPRDRSSALDLLSHPFIKKFEDKDIDFGILVSSLEPPVNFE
APPDQFSPEFCSFISACIQKNPQDRLSSLDLVSHPFIKKFEDKDIDLEILVGSLEPPVNE
APSDQFSPEFCSFVSACIQKDPPARASSLDLLSHPFIKKFEDKDIDLGILVGTLEPPVNY
APADQFSPEFCAFISSCIQKDPAERMSASELLNHPFIKKFEDKDLDLRILVESLEPPMNI
APADQFSPEFCSFISSCIQKDPAQRMSASELLNHPFLKKFEDKDLNLGILVENLEPPMNI
PPSEQFSTEFCSFISACLQKDPKDRLSAQELMAHPFVNMYDDLEVDLSAYFSNAGSPLAT
APSEQFSSEFCSFISACLQKDPGSRLSAQELMELPFISMYDDLHVDLSAYFSDAGSPLAT
APPDEFSPEFCSFVSACVQKDPRKRPSANELLRHPFINMYEHLNIDLAGYFTEAGSPLAT
LEHKIFSTEFKDEFVDICLKKQPDERADLKTLLSHPWIRKAELEEVDISGWVCKTMDLPPS
LPQGIFEKDFCDEFVASCLKKEPKERSDLGELMKAPF IKNVSLTQYEFAKWVCSTMGLKAP
LPSGIFSDEFKDEFVDRCLKKNPDERADLKTLMNHEWIRKAEAEKVDIAGWVCKTMDLMPS
LPHGVFTTDFEEFVMKCLMKNPADRADLKMLMGHTF IKRAEVEEVDFAGWMCKTMGLPQP

P 353
PR = = 354
PR 354
PR 354
LR = — 356
S mm 355
P = = 355
L 356
S 356
L 354
TPKRNTSPN——— == m oo 396
SPDTVPD——————— e 377
—————————————————————————————————————————————————— 404
STPTHSAE ———————mm e 397

270
270
270
270
272
272
272
273
273
271
287
266
291
269

292
292
292
292
294
293
293
295
295
293
327
310
333
329

352
352
352
352
354
353
353
355
355
353
387
370
393
389

Sekil 3.32. OoMAPKKI’e ait aminoasit dizi bilgisi ile diger canlilara ait MAPKK aminoasit dizi

bilgilerinin EBI veritabaninda Dbclustal programinda standart ayarlar kullanilarak

dikey hizalanmasi (Kirmiz1 yildizlar ve noktalar MAPKK motif bolgeleridir)
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Cluster algorithn PHYLOGEMNETIC TREE Phylogran

with bootstrap valuss

DoHAPKK1L
33 L_esculentun
g

N_tabacun Dikotil
100 75

V_wvinifera

Lol A_thaliana

0_sativa

Tiw Monokotil
100 £_nays

—
G_max_soybean
10

H_savita Dikotil

P_crispun

D_nelanogaster

C_carpio
T . Haywvanlar
B_hori Alemi

C_intestinalis

+P20751_Lw.pha
=
2

Le] 0.1 0.2 0.3 0.4 0.9 0.6 0.7

Sekil 3.33. Origanum onites OoMAPKKI’in diger bitki MAPKK leri arasindaki filogenetik iligki.
Filogenetik aga¢, amino asit dizisindeki genetik uzaklik temel alinarak
http://www.genebee.msu.su adresindeki webphylip programinda standart ayarlar ve
phylogram goriiniim kullanilarak cizilmistir (EBI veri tabami kodlari: Q66MH7:
L.esculentum MAPKK, Q9AYNO: N.tabacum NQKI MAPKK, ASCOU3: V.vinifera
MAPKK, Q9FIVO: A.thaliana MAPKK6, Q0Z7Z4: O.sativa MAPKK®6, 049975:
Z.mays ZmMEK1 MAPKK, Q5JCLO: G.max (soybean) MAPKK2, , Q93WR7:
M.sativa MAPKK, Q6QMTS: P.crispum MAPKK2, Dis grup olarak: Q24324:
D.melanogaster MAPKK, Q90321: C.carpio MAPKK, Q3C2L3: B.mori ERK
MAPKK, Q4H383: C.intestinalis MAPKK, Agacin dallanma koklerinde (nod) kirmizi
rakamlarla yazilmis degerler, 100 6rnekleme gore yapilmis ve yiizdelik deger olarak

ifade edilmis bootstrap —tekrarlanma- degerleridir

Filogenetik aga¢ icine dis grup olarak farkli havyanlar alemi iiyelerinden 4
tiir eklenmistir. Bu agacta hayvanlar aleminin olusturdugu dis grup bitkiler
aleminden ayrilmis ve farkli bitki MAPKK’larinin amino asit dizilerindeki
homoloji dogrultusunda {i¢ alt grup grupta toplanmistir. OoMAPKKI, L.
esculentum (domates), N. tabacum (tiitiin) ve V. vinifera (asma) ile birlikte dikotil
bitkilerin olusturdugu I. alt grupta yer almistir. O. sativa ve Z. mays’in bulundugu
monotokil bitkiler digerlerinden ayr II. Grupta toplamislardir. Bununla birlikte

III. grubu olusturan bitkiler (G. max, M. sativa, P. crispum)’de dikotil bitkiler
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olup diger iki gruptan ayr1 goriinmektedirler. OoMAPKK I amino asit dizisi NCBI
gen bankasina girilerek Cn3D 4.1 adli 3D protein analiz programinda enzimin 3
boyutlu yapis1 cikartilmistir. OoMAPKKI geninin NCBI veri tabaninda
degerlendirilerek belirlenen Aktivasyon bolgesi, ATP baglanma bolgesi, Katalitik
bolge ve Substrat baglanma bolgesi, 3 boyutlu yapi iizerinde sari renkle

isaretlenerek gosterilmistir (Sekil 3.34).

C

Sekil 3.34. OoMAPKKI1 enziminin NCBI Cn3D 4.1 programina gore 3 boyutlu protein yapisi. A)
Aktivasyon bolgesi, B) ATP baglanma bolgesi, C) Katalitik Bolge, D) Substrat

baglanma bolgesi. Tlgili bolgeler sekiller iizerinde sar1 renkle gosterilmistir

3.1.5.3. Origanum onites OoMAPKKI Geninin Restriksiyon

Enzimleriyle Kesimi (Haritalanmasi)

Elde ettigimiz tiim gene ait niikleotid dizisi iizerinde Gen tool analiz
programiyla yaptigimiz biyoinformatik ¢alismada UTR bélgeleriyle birlikte tiim
OoMAPKK]I geninin (UTR’l1 1404 bg) EcoRI enzimiyle 2 bolgeden (249. ve
1099. be, Sekil 3.35.) kesime ugradig: tespit edilmistir. Bu enzim ile yapilacak bir
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kesim reaksiyonu sonunda ~240 bg, ~300 b¢ ve ~850 b¢’lik 3 bant beklenmistir.
Bu kesim reaksiyonu ayni zamanda biyoinformatik bilginin deneysel olarak
ispatini da saglamada kullanilmistir.

pGEM-T Easy plazmiti ¢oklu klonlama bolgesinin her iki ucunda EcoRI
enzimine ait kesim bolgeleri icermektedir. MAPKK genini tagiyan bu plazmitler
(3015 bg + ~1400 bg insert) EcoRI enzimi ile kesim reaksiyonuna ugratilmis ve
OoMAPKKI1 cDNAsim tasidigr gosterilmistir (Sekil 3.36). Kesim reaksiyonu
OoMAPKKI cDNAsimin niikleotid dizisinden biyoinformatik olarak elde edilen
bilgiyi dogrulayan beklenen biiyiikliikkteki 3 bandi vermistir. Aym kesim
reaksiyonu saflastirlmis Ool7-MAPKK cDNAsina uygulanmis ve ~1400 bg’lik
genin kesimiyle ayni 3 bandin olustugu gozlenmistir (Sekil 3.36.).

icnRI 249 :cnRI 1085/

1 200 400 600 a0o 1.0kb 1.2kb 1404

Sekil 3.35. Oo17-MAPKK tiim cDNAsinin (1404 bg) EcoRI enzimiyle kesiminin Gen tool analiz
programiyla gosterilmesi (yesil bolge: Start kodon, kirmizi bolge: Stop kodon)

10000bg
:3000bg
2000bg © 2000bg
1500bg #4 1500b¢
1000bg < 1000bg
. 900bg
750b¢ = 800bg
700bg
500bg
500bg
400bg
250bg 300bg
200bg
100bg

Sekil 3.36. OoMAPKK] tiim cDNAsinin EcoRI ile kesim reaksiyonu. 1) Fermentas 1 kb marker,
2) Geni tasiyan plazmitin kesimi, 3) Plazmitin kesilmemis hali, 4) Kesilmis
OoMAPKK] tim cDNA PZR iiriinii, 5) Kesilmemis OoMAPKK1 ¢cDNA PZR iiriinii,
6) Gene Ruler 100 bp plus marker
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UTR bolgeleri ¢ikartilmis olan OoMAPKKI1 geninin GeneTool 1.0
programiyla biyoinformatik olarak program icerigindeki genel restriksiyon
enzimleri (Alu I, BamH I, Bg II, Bg Illl, EcoRI, Hind IIl, Kpnl, Pst I, Pvull, Sal I,
Sma I, Xba I) ile kesim bolgeleri Sekil 3.37°de verilmistir.

EcoRI 801/
Kpnl &8/ Patl 848/
EcoRI 51/ Alul 853/ Alul 240/
r 13 lul 177/ lul 415/ gll 646/ 1830/ glll 545/

I T O T T T T T T T T N T T T T N A S M M M RAH O
1 200 400 600 200 1.0k 1062

Sekil 3.37. OoMAPKK]I geninin GeneTool 1.0 programiyla genel restriksiyon enzimleriyle kesim
bolgelerinin gosterilmesi (yesil: Start kodon, kirmizi: Stop kodon, Turuncu: Substrat

baglanma bolgesi, pembe: fosforilasyon bolgesi, mavi: katalitik bolge)

3.2. OoMAPKKI Geninin O. onites Genomundaki Kopya Sayisinin

Belirlenmesi

3.2.1 Origanum onites DNA’smin izolasyonu

3.2.1.1. DNA Purification Kit ile Saflastirma

Sivi azotla ogiitiilmiis 50-100 mg O. onites dokusu, Fermentas DNA
Purification Kit ile izole edilmis ve 5 ul genomik DNA, % 0.8’lik agaroz jel’e
bantlarinin molekiiler agirligi bilinen Fast Ruler DNA marker ile karsilastirilacak
sekilde yiiklenmistir (Sekil 3.38a). Genomik DNA’da RNA kalintis1 goriildiigii
icin RNaz A enzimi ile muamele edilmistir. RNaz A ile muamele edilen genomik
DNA tekrar % 0.8’lik agaroz jele yiiklendiginde RNA bulutunun kayboldugu
gozlenmistir (Sekil 3.38b).
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Sekil 3.38. DNA izolasyon kiti kullanilarak izole edilen O.onites genomik DNA Ornekleri. A)

RNaz muamelesi yapilmadan once 1) Fast Ruler Marker, 2, 3 ve 4)RNA iceren DNA
orneklerinin; B) RNAase muamelesi yapildiktan sonra 1) Fast Ruler Marker, 2, 3 ve

4) RNA icermeyen DNA orneklerinin agaroz jeldeki goriintiisii

Fast Ruler DNA marker DNA’nin ng cinsinden miktarinin belirlenmesine
imkan saglamaktadir. 5 pl marker yiiklendiginde her bir bant 20 ng agirlhigindadir.
Jel resimlerinde goriilen O. onites genomik DNA’larindan 5’er pl Ornek
yiiklenmis ve sirasiyla ~30 ng/ul, ~75 ng/ul ve ~25 ng/ul seklinde hesaplanmistir.

En yogun genomik DNA’ya sahip olan 2. 6rnek Beckman Coulter UV
spektrofotometre’de 200 kat diliie edilerek yapilan ol¢timlerde 720 ng/ul seklinde
bir deger cikmis ve spektrofotometrik Olciimlerde biiyiik sapmalarin olabilecegi
gozlenmistir. Bu nedenle spektrofotometrik Olctimlerin yaninda veriler, DNA
ornekleri %0.8’lik agaroz jelde Fast Ruler DNA marker ile birlikte yiiklenmistir.
Bu marker ile bant yogunluklarina bakilarak DNA miktar tayini yapilmis ve

spektorfotometrik Sl¢iim degerleri teyit edilmistir.
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3.2.1.2. Klasik CTAB DNA izolasyonu

Calismamizda 200-500 mg O. onites dokusu’nun sivi azotla ogiitiilerek
CTAB tamponuyla klasik DNA saflastirma yontemi de denenmis ve basarilit DNA
izolasyonlar1 yapilmistir. izolasyon sonunda &rnekler %0.8’lik agaroz jel’e 3 ul
(her band 12 ng) Fast Ruler DNA marker’la birlikte yiiklenmistir. Klasik genomik
DNA izolasyonunda da RNA kalintis1 goriilmiis (Sekil 3.39a) ve DNA 6rnegine
0.2 mg/ml olacak sekilde RNaz A enzimi eklenerek 37°C’de 60 dakika inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda ornekler tekrar agaroz jel’e yiiklendikten sonra

RNA’larin olusturdugu bulutun yok oldugu gozlenmistir (Sekil 3.39b).

Sekil 3.39. Klasik CTAB genomik DNA izolasyonu. A) RNaz ile muamele edilmemis 1) Fast
Ruler Marker, 2, 3, 4 ve 5) RNA iceren DNA oOrneklerinin; B) RNaz muamelesi
yapildiktan sonra 1) Fast Ruler Marker, 2, 3, 4 ve 5) RNA igermeyen DNA

orneklerinin agaroz jeldeki goriintiisii

3.2.2. Southern Blot

Southern blotlama deneyi i¢in yaklasik 1400 b¢’lik gen iiriiniimiiz jelden
saflastirilarak radyoaktif olmayan DIG DNA labelling kiti ile isaretlenmis ve
bulucu DNA (prob) haline getirilmistir. Probun calisip ¢alismadigini test etmek
amaciyla + yiiklii naylon membran parcasi iizerine prob DNAs1 tagiyan plazmit

DNA (+ kontrol) ve bos klonlama plazmiti PTZ57R/T (-kontrol) DNA’sindan
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yaklasitk Sul emdirilmis ve prehibridizasyon, hibridizasyon ve deteksiyon

asamalarindan sonra isaretli probun ¢alistig1 goriilmiistiir (Sekil 3.40.).

Sekil 3.40. Isaretli DNA probunun isaretleme ve 6zgiinlik acisindan test edilmesi. 1) Pozitif
kontrol (O0l17-MAPKK tim cDNA’smi iceren PTZ57R/T plazmiti, 2) Negatif
kontrol: bos PTZ57R/T plazmiti

O. onites genomik DNA’s1 her bir reaksiyon 10 ug DNA igerecek sekilde
EcoRl, Hindlll, BamHI, Xbal, Dral, Pstl, Spel enzimleriyle bir gece 37°C’de
kesime ugratilmis ve ertesi giin 3.5 pl 6X yiikleme tamponu eklenerek
reaksiyonlar sonlandirilmistir. Bu reaksiyon karigimlarn % 0.8’lik agaroz jele 1kb
marker ile yiiklenmis ve gece boyunca 15 volt’'ta yiiriitiilmiistiir. Agaroz jeldeki
kesim reaksiyonun resmi c¢ekilmis (Sekil 3.41a) depiirinasyon, denatiirasyon ve
notralizasyon isleminden sonra southern blotlama ile fragmentler +yiiklii naylon
membrana aktarilmistir.

Sonrasinda membran isaretlenmis MAPKK probuyla bir gece 55°C’de
hibridize edilmistir. Hibridizasyondan sonra boyanan membranda probun sadece 1
kb DNA ladder’in 3000 bg ve tizeri biiyiikliikte bantlarina baglandig1 goriilmiistiir
(Sekil 3.41b).

Southern blot yontemi prob hibridizasyonunda farkli 1silarin (68, 52 ve
42°C) denenmesi ile tekrarlanmus, fakat sonug elde edilememistir (Sekil 3.42,
3.43, 3.44).
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A1 2 3 456 7 8 9B

Sekil 3.41. Southern Blot yontemiyle OoMAPKKI’in genomik kopya sayilarini belirleme. A)
Restriksiyon enzimleriyle kesime ugratilan O. onites genomik DNA’sinin jel
elektroforezi 1 ve 9) Fermentas 1 kb marker, 2)EcoR]1, 3) Hindlll, 4) BamHI, 5) Xbal,
6) Dral, 7) Pstl, 8):Spel ile kesim; B) Southern Blotlama sonrasinda naylon

membranin goriintiisii

Sekil 3.42. Hibridizasyon 1sis1 68°C olan ikinci Southern Blot denemesi. A) Restriksiyon
enzimleriyle kesime ugratilan O. onites genomik DNA’sinin jel elektroforezi 1) Gene
Ruler 100bp plus marker, 2) EcoRI, 3) Hindlll, 4) BamH]I, 5) Xbal, 6) Spel ile kesim;

B) Southern Blotlama sonrasinda naylon membranin goriintiisti
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Sekil 3.43. Hibridizasyon 1sis1 52°C olan Southern Blot denemesi. A) Restriksiyon enzimleriyle
kesime ugratilan O. onites genomik DNA’sinin jel elektroforezi 1) Fermentas 1 kb

marker, 2) EcoRl, 3) Hindlll, 4) BamHI, ile kesim; B) Southern Blotlama sonrasinda
naylon membranin goriintiisii

Sekil 3.44. Hibridizasyon 1sis1 42°C olan Southern Blot denemesi. A) Restriksiyon enzimleriyle
kesime ugratilan O. onites genomik DNA’siin jel elektroforezi 1) Fermentas 1 kb

marker, 2) EcoRl, 3) Hindlll, 4) BamHI, ile kesim; B) Southern Blotlama sonrasinda
naylon membranin goriintiisii
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Bunun yaninda, southern blotlamada kullanilan genomik DNA izolasyon
metodu degistirilmis ve CTAB metodu (Doyle 1987) ile izole edilen DNA ile
deneyler tekrar edilmistir, fakat yine sonugta bir degisiklik gozlenmemistir (Sekil

3.45).

Sekil 3.45. CTAB yontemi ile izole edilen Origanum genomik DNAs1 kullanilarak tekrarlanan
Southern blotlama. A) 1) Fermentas 1kb marker 2) EcoRI ile kesilen genomik DNA 3)
OoMAPKK]I tim cDNA’sim iceren plazmit %0.8’lik jelde kosturulmustur. B)
Hibridizasyon sonrasi isaretli prob kendisini gormektedir, fakat EcoRI ile kesilmis

genomik DNA’da herhangi bir bantlagma goriilememistir

3.3. OoMAPKKI Geninin Farkhh Doku ve Farkh Stres Kosullarinda mRNA

Diizeyinin Arastirilmasi

O. onites bitkisinin farkli dokularinda OoMAPKKI’in aktif olup
olmadigini arastirmak i¢in yaprak, gévde ve kok materyallerinden sirasiyla 702.8
ng/ul (ODxeo280: 2.05), 946 ng/ul (OD2gos0: 1.96) ve 210,5 ng/ul (ODagp/250: 2.06)
miktar ve saflikta RNA Orneklerinden RT-PZR kurulmus ve reaksiyon iiriinleri
%1.4’liikk agaroz jele yiiklenerek yiiriitiilmiis ve fotograflanmistir. Yaprak (Sekil
3.46) ve govde (Sekil 3.47) materyalinde OoMAPKKI’in aktif oldugu

gozlenirken, kok materyalinde herhangi bir iiriin band1 goriilmemistir. Govde Rt-
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PZR ic¢in kalip optimizasyonu yapilmis ve en iyi 1/25’lik (~40 ng) kalipta en iyi

band1 vermistir.

10000bg
1000bg
750b¢
500b¢

250bg

Sekil 3.46. O. onites yaprak materyalinde RT-PZR sonucu OoMAPKKI1 c¢DNA iiriinlerinin agaroz
jeldeki goriintiisii. 1) Fermentas 1kb marker, 2 ve 3) ~1400 b¢’lik RT-PZR iiriinii

Sekil 3.47. O. onites gdovde materyalinde RT-PZR sonucu OoMAPKKI geni iiriinlerinin agaroz
jeldeki goriintiisi. 1) Fermentas 1kb marker, 2) Negatif kontrol: DNA
kontaminasyonu olmadigint gosteren RNA’dan kurulan PZR reaksiyonu, kalip
optimizasyonu i¢in 3) 1/10 diliisyon, 4) 1/50 diliisyon 5) 1/25 diliisyon, 6) 1/100

diliisyon

O. onites bireylerine farkli zaman dilimlerinde ABA (absesik asit),
yaralanma ve soguk (+4°C) stresleri uygulanmigtir. Stresler yaprak dokusunda

izlenmistir. ABA stresi i¢in 0.5, 1, 3. 6, 12 ve 24 saatlik siirelerde 0.1 mM’lik
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ABA c¢ozeltisi bitki yapraklara spreylenerek uygulanmistir. Soguk stresi icin
bitkiler 0.5, 1, 2, 4, 6, 12 ve 24 saatlik siirelerde +4°C’de tutulmusglardir (Zhang ve
ark. 2006b). Yaralanma stresi i¢in ilk yaralanma stresi uygulandiktan sonra 0.5, 1,
2,4, 6, 12 ve 24 saatlerde kesilen yapraklardan RNA izolasyonu yapilarak stres
sirerliligi devam ettirilmistir. Her stres icin PZR dongii sayist 25°tir. RT-PZR
reaksiyonlart i¢cin OoMAPKK’e ait UTR bolgelerine tasarlanmis ileri
(FIMAPKKI1-5’UTR 5’GAGAGGAGAGAGAGAGTACCGTTG3’) ve geri (R2-
MAPKKI1-3’UTR 5’CAYTTAAACCGAGAATAACATCACTTAC3’) primerler
ile birlikte reaksiyonda kullanilacak kalip miktarinin aynmi oldugunu gostermek
icin kontrol olarak Actin genine ait primerler ileri aktin primeri (P-FACT:
ATGGCYGABRCTGABGACATTCARCC) ve geri aktin primeri (P-RACT:
GAAGCAYTTYCTGTGRACAATBSMTGGACC) kullanilmistir.  Reaksiyon
sonuglart %1.4’liikk agaroz jele yiiklenmistir (Sekil 3.48)

0 0.5 1 2 4 6 12 24

Sekil 3.48. OoMAPKK]1 geninin farkli stres kogsullarindaki mRNA diizeylerinin arastirilmasi. A)
Soguk, B) yaralanma ve C) ABA streslerinde OoMAPKKI (1) ve Aktin (2)
mRNA’sinin transkripsiyon seviyelerinin, %1.4’liik agaroz jelde 0, 0.5, 1, 2, 3, 4, 6,

12 ve 24 saat uygulanan stres kosullarina gore degisimi

OoMAPKKI  ekspresyonunun hangi stres kosullarinda arttigini
gdzlemlemek amaciyla kekik bitkilerine yara, soguk (+4°C) ve ABA (absisik asit)

stresleri uygulanmistir. Farkli saatlerde bitkilerden alinan yaprak orneklerinden
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RNA izole edilmis ve geri transkripsiyonla cDNA’lar1 elde edilmistir. Bu
cDNA’lardan OoMAPKKI 3° ve 5’ UTR bolgelerine tasarlanan gen spesifik
primerler ve pozitif kontrol icin aktin primerleri kullanmilarak RT-PZR
reaksiyonlart kurulmustur. Soguk stresinde 0. saatten 0.5., 1. ve 2. saatlerinde
mRNA seviyesinde artma goriiliirken 4. saatten itibaren azalma ve 24. saatte de
kaybolma goriilmektedir. Yara stresinde 0.5. saatten 1. saate mRNA seviyesinde
artig goriiliirken 2., 4., 6., 12. saatlerde ayni diizeyde devam etmis ve 24. saatte
diisme goriilmiistiir. ABA stresinde 0.5. saatten 1. ve 3. saatte ayni diizeyde

mRNA goriiliirken 6. saatten 24 saate kadar fazla diisiis goriilmemistir.

3.4. Origanum onites MAPKKI1 Proteininin E. coli’de Rekombinant Olarak

Uretilmesi
3.4.1. UTR Bélgesi Olmayan Origanum onites MAPKK Geninin Eldesi

OoMAPKK] proteinin rekombinant olarak iiretebilmek i¢in start ve stop
kodonlar1 igeren yonlendirilmis Ex-OoMAPKKIF (ileri) ve Ex-OoMAPKKIR
(geri) primerleri tasarlanmistir. Bu primerler ile yapilan 1s1 skalasi PZR sonuclar
% 1.4’lik agaroz jele yiiklenmis (Sekil 3.49) ve 57.3 °C’de primerlerin en iyi
calistigl gozlenmistir.

1 2 3 4 5 6

10000bg

2000bg
1500b¢
1000bg

750b¢

500b¢
250b¢

Sekil 3.49. UTR’s1z OoMAPKK] geni i¢in temperature gradient PZR sonuglari. 1) Fermentas 1kb
marker, 2) 52 °C, 3) 54.8°C, 4) 57.3°C’de 1062 bg¢’lik iiriin en iyi verimdedir, 5)
60.9°C, 6) 65.1°C
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Reaksiyon i¢in optimum primer oturma sicakligi bulunduktan sonra hatali
niikleotid ekleme olasilig1 Tag polimeraza gore daha az olan Pfu DNA polimeraz
ile reaksiyon 57.3°C’de yeniden kurulmus ve reaksiyon sonuglar1 %1.4’liik agaroz
jele yiiklenmistir .

DNA dizi analizi sonuglarima gore PZR iiriinii 1062 b¢ beklenmektedir.
Agaroz jeldeki iiriin goriintiisii de bunu dogrular niteliktedir (Sekil 3.50). pMAL
Protein Filizyon and Saflastirma Sistemi kit protokoliinde belirtilen PZR {iriiniinii

saflastirma protokoliine gore iiriin ligasyon reaksiyonuna hazir hale getirilmistir.

Sekil 3.50. OoMAPKK] genini elde etmek i¢cin Pfu DNA polimeraz ile yapilan PZR reaksiyon
sonuglarinin agaroz jeldeki goriintiisii 1) Fermentas 1kb marker, 2, 3, 4 ve 5) 1062

be’lik iiriin

3.4.2. Origanum onites MAPKKI Geninin Ekspresyon Plazmitine

Aktarilmasi ve E. coli’ye Transformasyonu

Saflastirilan PZR iiriinii ve pMAL Protein Fusion and Purification System
kitindeki (New England Biolabs) pMAL-p2x plazmiti Hind III ve BamH I
enzimleriyle kesime ugratilmistir. pMAL-p2x plazmitine ligasyon ile OoMAPKK1
geni eklenmis ve plazmit transformasyon ile konakg¢1 bakteri hiicrelerine (TB1 ve
XLI-Blue) aktarilmistir. Koloni PZR yontemi ile iiriin iceren plazmitin oldugu

koloniler tespit edilmistir (Sekil 3.51).
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Sekil 3.51. XLI-Blue ve TB1 kolonilerinden kurulan koloni PZR reaksiyonu sonuglari. 1)
Fermentas 1kb marker, 2) XLI-Blue kolonisinden 1062 b¢’lik PZR iiriinii, 3) TB1
kolonisinden 1062 b¢’lik PZR iiriinii

Ayrica, bu kolonilerin OoMAPKK] genini tasiyan pMAL-p2x plazmiti
icerip icermedigini teyit etmek icin OoMAPKK]I geninin 3’ ucunda bulunan Hind
IIT kesim bolgesi sayesinde plazmit Hind Il enzimiyle kesime ugratilarak lineer
hale getirilmis ve % 1.2’lik agaroz jele yiiklenmistir ve fotograflanmistir (Sekil
3.52). Bu kesim islemiyle geni tasiyan plazmitin varligi teyit edilmistir.

OoMAPKKI’in pMAL-p2x plazmitine nasil eklendigi Sekil 3.53’de verilmistir.

Sekil 3.52. pMAL-p2x plazmitinin Hind Il enzimiyle kesimi. 1) Fermentas 1kb marker, 2)
Kesilmemis bos pMAL-p2x plazmit, 3) Kesilmemis insert’lii pMAL-p2x plazmiti 4)
Hind Il ile kesilmis insert’lii pMAL-p2x plazmiti
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Sekil 3.53. OoMAPKKI geninin pMAL-p2x (6721b¢) translasyon plazmitine eklenmesi.
OoMAPKK] geninin start bolgesine BamHI, stop bolgesine Hind-III restriksiyon
enzimi kesim bolgesi eklenerek yonlendirilmis ligasyon reaksiyonu kurulmustur.
OoMAPKK]I geni malE (maltoz) geni ile lazZ geni arasina start-stop yoniinde
eklenmigstir. malE geni ile OoMAPKKI geni arasinda fiizyon proteini ayirmaya
yarayan Factor Xa kesim bolgesi bulunmaktadir. Plazmit iizerinde pBR322 orjin
bolgesi, promotor ve terminator bolge, lacl?, malE ve Amp (amfisilin) gen bolgeleri
gosterilmektedir. Plazmitin gen ekleme bolgesindeki restriksiyon enzim bolgeleri
gosterilmektedir (Biolab pMAL Protein Fiizyon ve Saflastirma Kit biilteninden

uyarlanmistir)

3.4.3. MBP-OoMAPKKI1 Fiizyon Proteininin Belirlenmesi

pMAL-p2x plazmitine eklenmis olan OoMAPKKI geninin (Sekil

translasyonu sonucu olusan fiizyon proteininin varliginin gozlenebilmesi ve
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beklenen biiyiikliikte olup olmadiginin belirlemek icin pMAL Protein Fiizyon and
Saflagtirma Sistemi kitinde tavsiye elden pilot deney uygulanmistir. pMAL-p2x
plazmiti i¢in tanimlanan toplam 6 6rnek: (1) uyarilmamis ve 2) uyarilmis hiicreler,
3) total hiicre ekstrati, 4) total ekstratin ¢oziinmeyen materyal kismi, 5) amiloz
resin’e baglanan fraksiyon, ve 6) (sadece pMAL-p2x yapimi i¢in) soguk ozmotik
sok prosediiriiyle hazirlanmis bir periplazmik fraksiyon hazirlanmistir. Tiim
ornekler sirasiyla % 10’luk SDS-PAGE jeline, Amersham Biosciences High-
Range Rainbow Molecular Weight Markers ve Fermantas Page Ruler unstained

Protein Ladder ile birlikte yiiklenerek yiiriitiilmiistiir (Sekil 3.54).

LGN

120
85-100

Sekil 3.54. OoMAPKKI-MBP fiizyon proteinin E. coli’de rekombinant olarak sentezlenmesi. 1)
Rainbow protein marker 2) Uyarilmamis hiicre, 3) Uyarilmis hiicre, 4) Total kaba
hiicre ekstrakti, 5) Kaba ekstraktan ¢dziinmeyen materyal siispansiyonu, 6) Amiloz
resine baglanmis protein iceren fraksiyon (MBP: ~42 kDa. + OoMAPKKI: 39.416
kDa = ~82 kDa.) ok ile gosterilmis, 7) Soguk ozmotik sokla hazirlanmis periplazmik
fraksiyon (~82 kDa fiizyon protein) ok ile gosterilmis, 8) Fermentas PR protein

marker
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Sonu¢ olarak, 5. Ornekte amiloaz resine baglanan ve beklenen
biiyiikliikteki fiizyon protein (MBP: ~42 kDa. + OoMAPKK]I: 39.416 kDa = ~82
kDa.) gozlenmistir. Ayrica 6. Ornekteki periplazmik fraksiyonda da aym
biiyiikliikte bant gézlenmistir.

Sekil 3.54’de oklar ile gosterilen bantlarin gercekten MBP-OoMAPKKI
flizyon proteinini temsil edip etmedigi Western Blot deneyi ile teyit

edilmediginden su asamada kesin protein {iretiminin yapildig1 s6ylenememektedir.

132



4. TARTISMA ve SONUC

Uzun yillardir Origanum tiirlerinin icerdigi ugucu yaglar, bir¢ok ilacin
bilesimine katilan timol, karvakrol, simol gibi terpenik maddeleri icerdiginden
basta tip olmak iizere kozmetik ve besin endiistrisini kapsayan bir ¢ok alanda
kullanilmaktadir (Baytop 1991; Kitiki ve ark. 1997; Baytop 1999; Baser 2001).

O. onites’in bi¢im yillari, bicim donemleri ve bi¢cim sekilleri arasinda
ucucu yag oranlart ve ugucu yag bilesenleri (kavrakrol, timol, simol, lineol v.b.
monoterpen ve terpenler) bakimindan istatistiksel anlamda cevresel faktorlere
bagl olarak onemli farkliliklar gosterdigi bildirilmistir (Baydar 2002). Bitkiler
cevresel sartlar sinyal iletim yollarim1 kullanarak algilarlar (Ragwal ve Agrawal
2003; Mishra ve ark. 2006). MAPK sinyal yolu bitkilerde cevresel uyarilarin
hiicre icine iletiminde ©Onemli role sahiptir (Morris 2001; Cardinale 2002;
Ichimura ve ark. 2002; Nakagami ve ark. 2005).

Calismada oncelikli olarak O. onites bitkisine ait bir kodon sozliigii
bulunmadigr i¢in klonlanmig tiim bitki MAPKK’larinin niikleotid dizilerinin
korunmus bolgelerinden yaribozuk primerler tasarlanmistir. Yapraktan izole
edilen kekik toplam RNA’sindan Geri Transkripsiyonla cDNA populasyonu
olusturulmus ve yaribozuk primerlerle olast MAPKK c¢DNA’larnn PZR ile
cekilerek klonlanmistir. Klonlanan iiriinlerin dizi analizleri yapilmis ve 5 adet
(O04-MAPKK, Ool4-MAPKK, Ool7-MAPKK, 0020-MAPKK, Oo023MAPKK)
olast MAPKK cDNA orta bolgesi elde edilmistir. Bitki MAPKK’lerinde
YMXPERI motifi aktif bolge motifidir (Ichimura ve ark. 1998b; Tena ve ark.
2001). Klonlanan cDNA’lardan Ool7-MAPKK, YMAPERI katalitik bolge motifi
tasirken, O020-MAPKK ve Oo23-MAPKK’nin YMSPERI motifi tasidigi amino
asit dizi bilgilerinden belirlenmistir. Diger iki cDNA dizi bilgisi ise aktif bolge
motifini kapsamamaktadir. Klonlanan bitki MAPKK’larinda hem YMAPERI hem
de YMSPERI motifi bulunmaktadir. C)megin, A. thaliana bitkisindeki AtMAPKK?2
(Ichimura ve ark. 1998a), AtMAPKK3, AtMAPKK4 (Ichimura ve ark. 1998b) ve
tittin ~ bitkisindeki SIPKK MAPKK’lerinin YMSPERI motifi tagidiklari
goriilmiistiir. Zea mays bitkisindeki ZmMEKI MAPKK’sinin YMAPERI motifi
tagidiklart bildirilmistir (Hardin ve Wolniak 1998). Klonlanan 5 cDNA parg¢asinin

133



elde edilen tahmini amino asit dizileri, EBI veritabanindaki Dbclustal programi
kullanilarak diger bitki amino asitleriyle dikey hizalanmalar1 yapilmis ve elde
edilen veri Pyhlip yontemine gore cluster algoritmasi ve bootstrap kullanilarak
(www.genebee.msu.su) kismi filogenetik agaci ¢izilmistir. Filogenetik agacgtan
elde edilen verilerde; Oo4-MAPKK, Ool4-MAPKK ve Ool7MAPKK nin daha ¢ok
A. thaliana’da soguk ve tuz streslerinde gorevli AtMAPKK6 enzimine yakin
oldugu goriiliirken, 0020-MAPKK ve Oo23-MAPKK’nin digerlerinden ayrilarak
yine A. thaliana’da soguk ve tuz streslerinde aktif bir diger MAPKK enzimi olan
AtMAPKK?2’e benzedigi goriilmiistiir.

Klonlanan c¢DNA'’lardan bir tanesi rasgele secilerek, Ool7-MAPKK,
klonlanacak hedef gen olarak belirlenmistir. Ool7-MAPKK cDNA’sindan elde
edilen orta bolgenin niikleotid dizisi kullanilarak tasarlanan gen spesifik primerler
ve oligodT;g/oligodGyy primerleri ile cDNA’nin bilinmeyen 5’ ve 3’ uglart elde
edilmistir. C. bungeana’da CbMAPK3 cDNA’si1 klonlamak i¢in 3’ ve 5 RACE
teknigi kullanilmig, fakat bizim yontemimizden farkli olarak, oligodG;y ve
oligodT s primerleri yerine her iki yodnde spesifik primerler kullanilarak
cDNA’nin tamami kullanilmistir (Zhang ve ark. 2006b).

Oo17-MAPKK cDNA’sinin 3* ve 5° UTR bolgelerine tasarlanan spesifik
primerler ile cDNA’nmin tamami elde edilmis ve OoMAPKKI olarak
adlandirilmistir. UTR bolgeleriyle birlikte 1404 b¢ olan OoMAPKKI’in 3’ ucunda
19 b¢ uzunlugunda poliA kuyrugu bulunmaktadir. 5* ucunda 198b¢’lik 5 UTR ve
3’ ucunda 144 bg¢’lik 3 UTR bolgesi yer almaktadir. NCBI gen bankasi veri
tabaninda yapilan arastirmada Nicotiana. tabacum NQKI MAPKK (NCBI Gen
bank No: AB055514) cDNA’sinin uzunlugunun 1387 bg, 5 UTR bolgesinin 179
bc, 3’UTR bolgesinin 114 beg, poliA kuyrugunun 29 bg¢ ve agik okuma bolgesi
(ORF)’nin 1065 bg; Oryza sativa MAPKK1 (NCBI Gen bank No: Q5QNT75)
cDNA’siin uzunlugunun 1643 bg, 5 UTR bolgesinin 132 bg, 3’UTR bolgesinin
428 beg, poliA kuyrugunun 15 b¢ ve acik okuma bolgesi (ORF)’nin 1068 bg ve
Petroselinum crispum MKK2 (NCBI Gen bank No: AY533301) cDNA’sinin
uzunlugunun 1460 bg, 5> UTR bolgesinin 117 bg, 3’UTR bolgesinin 255 bg,
poliA kuyrugunun 23 bg¢ ve agik okuma bolgesi (ORF)'nin 1065 b¢ oldugu
bulunmustur. Liu ve ark.’da (2000) tiitiin bitkisinden klonlanan SIPKK (MAPKK)
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cDNA’smin uzunlugunun 1715 bg, 5 UTR bolgesinin 123 bg, 3’UTR bdlgesinin
poliA kuyruguyla birlikte 421 b¢ ve acik okuma bdolgesi (ORF)’nin 1071 bg
oldugunu bildirmislerdir.

MAPKK enzim ailesinin karakteristik ozelligi, 11 temel alt bolge
icermeleri, N-terminal bolgede (K/R)-(K/R)-(K/R)-(X1-6)-(L)-(X)-(L/V/T)
(Nakagami 2005; Cardinale 2002; Jonak 2002; Ichimura 2002) substrat (MAPK)
baglanma bolgesi motifi, -D-(L/I/V)-K- aktif bolge motifi, 7 ve 8. alt bolgeler
arasinda fosforilasyon motifi [maya ve hayvanlarda (S)-(X3)-(T/S), bitkilerde (S)-
(X5)-(T/S)] (Nakagami 2005) ve 8. alt bolgede katalitik bolge motifi olan (Y)-
(M)-(S/A)-(P)-(E)-(R)-(I) bulunmasidir (Tena 2001). OoMAPKKI cDNA’siin
tahmini aminoasit dizisi incelendiginde bu motiflerin hepsini tasidig1
goriilmektedir (Bkz. Bulgular, Sekil 3.29). Bunlardan ilki
“KLKK(PLKELK)L(S)V” substrat baglanma motifidir. Bu motifteki ilk ii¢
K’dan (lisin) birincisiyle ikincisi arasinda bir tane L (16sin) bulunmaktadir, ayni
bolgede L. esculentum LeMKK3 (Gen bank. No: AY691332)’de bir T (treonin), N.
tabacum NQKI MAPKK (Gen bank. No: ABO055514)’da iki T olarak
bulunmaktadir (Soyano ve ark. 2003). Bu durum bazi bitki MAPKK’lerinde
susbtrat baglanma motifinin bilinen genel goriiniimiinden farkli olabilecegini
gostermektedir. OoMAPKKI’in tasidigi bir diger motifler ise “D-(L)-K”, aktif
bolge motifi, SMGQRDT fosforilasyon motifi ve  YMAPERI katalitik bolge
motifleridir. DLK motifi P. Crispum, M. sativa ve G. max bitkilerinde
bulunurken, L. esculentum, N. tabacum ve O. sativa’da DIK seklindedir.
SMGQRDT motifinin L. esculentum, N. tabacum, V. Vinifera, O. sativa ve A
.thaliana’da (Ichimura ve ark. 1998b) aradaki amino asitleriyle birlikte aynen
korundugu goriilmiistiir.

OoMAPKKI cDNA’sinin da 1059 b¢’lik agik okuma bolgesi (ORF) 353
amino asitten olusan bir protein kodlamaktadir. Proteinin tahmini molekiiler
agirlhigt EXPASY veri tabaninda 39,416 kDa ve izoelektrik noktasi (pI) 6.38 olarak
hesaplanmistir. MAPKK enzim ailesi iiyeleri 38-55 kDa. molekiiler
agirhigmdadirlar ve 310-380 amino asite sahiptirler (Cardinale 2002; Jonac 2002).
Tiitiin bitkisinden klonlanan SIPKK cDNA’st 357 amino asitten olusan 39.3
kDa.’luk bir proteini kodlamaktadir (Liu ve ark. 2000). A. thaliana’da
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AtMAPKK3, AtMAPKK4 ve AtMAPKKS adhi iic MAPKK klonlanmig ve
strastyla 520, 348 ve 366 amino asite sahip olduklar1 bulunmustur (Ichimura ve
ark. 1998b). Bu durum OoMAPKKI cDNA’smin kodladigi tahmin edilen
proteinin Ozelliklerinin diger bitki MAPKK’lerinin kriterlerine uydugunu
gostermektedir.

PepTool 1.1  programiyla yapilan analizlerde klonladigimiz
OoMAPKKI’in amino asitlerinin % 52.1’inin hidrofilik, % 47.9’unun da
hidrofobik oldugu ve hidrofilik/hidrofobik oraninin 1.09 oldugu hesaplanmistir.
Hidrofilik oranimin yiiksekligi protein molekiiliiniin suda ¢oziinebilirligini artiran
bir faktordiir, OoMAPKKI’in amino asit dizisi analiz sonug¢larina bakildiginda
hidrofilik ve hidrofobik aminoasitlerin oranlarinda ¢ok biiyiik bir farklilik
olmadigi goriilmektedir.

OoMAPKK]1 geninin 3 boyutlu protein yapisi, yine NCBI veri tabanindan
elde edilen N. tabacum NQKI MAPKK enzimine ait 3 boyutlu protein yapisiyla
Cn3D 4.1 programi kullanilarak karsilastirilmis ve protein formasyonlarinda

yiiksek orandaki benzerlik gozlenmistir (Sekil 4.1).

O.onites OoMAPKK] N. tabacum NOK1 MAPKK

Sekil 4.1. O.onites OoMAPKK]I ve N. tabacum NQKI MAPKK’in 3 boyutlu protein yapilarinin
karsilastirilmasi. NCBI veritabanindaki Cn3D 4.1 programinda A) biiyiik ana domein,

B) kiigiik ana domein, C) C terminal ucu, N) N terminal ucu.
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Bu yiiksek orandaki benzerlik OoMAPKKI gen proteininin amino asit
dizisi ve olusturulan temel 3 boyutlu yapisimin MAPKK ailesine girdigini teyit
etmektedir.

Bitkilerdeki MAPK sinyal yolu; dikotiledonlardan Arabidopsis, N.
tabaccum, L. esculantum ve M. sativa’da, monoKotiledonlardan Oryza sativa L.
ve Zea mays’da calisilmig, bircok MAPK, MAPKK ve MAPKKK genleri
klonlanarak karakterize edilmistir (Bogre 2000; Rakwal 2003; Nakagami 2005).
OoMAPKKI’in tahmini aminoasit dizisi bitkilerden klonlanan diger MAPKK
genlerinin aminoasit dizileri ile EBI (European Bioinformatics Institute) veri
tabaninda DbClustal programiyla dikey olarak hizalanmis ve aralarindaki
benzerlikler gosterilmistir (Bkz. Bulgular, Sekil 3.32). Elde edilen veri Pyhlip
yontemine gore cluster algoritmasi ve bootstrap kullanilarak filogenetik agag
cizilmistir (Bkz. Bulgular, Sekil 3.33). OoMAPKK]I filogenetik agacta dikotil
bitkiler grubunda yer almig fakat monokotil bitki grubu iki dikotil grubun arasinda
yer almistir. Benzer durum bir monokotil olan O. sativa’dan klonlanan 6 MAPK
ailesi iiyelerinden OsMSRMK?2 ve OsBIMKI icin olusturulan bir filogenetik
agacta, A. thaliana (AtMAPK3), N. tabacum (WIPK) ve M. sativa (MsSAMK) gibi
dikotil bitkiler ile diger 4 iiyeden ayr1 bir dikotil grupta toplanabilecegini
gostermektedir (Agrawal ve ark. 2002). Boyle durumlar, bitki MAPKK’lerinin
birkag bitki disinda diger bitkilerde fonksiyonel cesitlilik acisindan simirh diizeyde
calisilmis olmasina baglanabilir.

OoMAPKKI’in tahmini amino asit dizisi NCBI veri tabanina girilerek
diger bitki MAPKK’lar1 ile karsilastirildiginda en yiliksek homolojiyi L.
esculentum (% 89) MAPKK geni LeMKK3 (savunma stresinde) ve N. tabacum
MAPKK geni NOKI (sitokinezde) ile (% 88) gostermektedir. OoMAPKKI’ in
diger alt gruptaki bitki MAPKKIeri ile benzerlik oranlar1 sirasiyla Arabidopsis
thaliana ANQI/AtMKK6 geni (Soguk ve tuz streslerinde) ile % 82, Zea mays
ZmMEK]I geni ile % 74, Oryza sativa MAP kinaz kinaz 1 geni ile % 74,
Petroselinum crispum MKK?2 geni ile % 62, Vitis aestivalis putatif MAPKK geni
ile % 62, Medicago sativa PRK MAPKK geni ile de % 60’tir.

OoMAPKKI’in amino asit dizisi, A. thaliana’da fonksiyonlar1 caligilmis ve

siiflandirilmis olan MAPKK’lerin amino asit dizileriyle EBI veri tabanindaki
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Clustal W programinda karsilastirilarak fonksiyon bakimindan hangi MAPKK
genine benzerlik gosterdigi arastirilmistir. Analiz sonunda olusturulan filogenetik
agac (Sekil 4.2) Arabidopsis MAPKK genlerinin 4 ana grupta toplandigini
gostermektedir (Nakagami ve ark. 2005).

Cluster algorithn PHYLOGEMETIC TREE Phylogran

with bootstrar walues
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Sekil 4.2. OoMAPKKI’in A.thaliana’daki fonksiyonel olarak simiflandirilmis MAPKK’ler ile
karsilastirilmasi. Gen bankas1 kayit no: AtMKKI NM_118740 (abiyotik stres, H,O,,
yaralanma), AtMKK2 NM_119127 (soguk ve tuz stresi), AtMKK3 DQ497565
(bilinmiyor), AtMKK4 NM_104044 (savunma), AtMKK5 NM_113017 (savunma),
AtMKK6 NM_125041 (soguk ve tuz stresi), AtMKK7 NM_101693 (auxin), AtMKK10
DQ446313 (bilinmiyor). Agacin dallanma koklerinde (nod) kirmizi rakamlarla
yazilmig degerler, 100 ornekleme gore yapilmis ve yiizdelik deger olarak ifade

edilmis bootstrap —tekrarlanma- degerleridir

I. grup (A) MAPKK’larin soguk, kuraklik, yiiksek tuz gibi oksidatif stres
gibi abiyotik stresler, ve yaralanma streslerinde ve sitokinezde rol aldiklar, II.
grup (B) MAPKK’larin tam bilinmemekle beraber cekirdek tasima faktorii (NTF)
sinyalizasyonunda, IIl. grup (C) MAPKK’larin patojenlere kars1 savunmada, IV.

grup (D) MAPKK’larin tam bilinmemekle beraber 6ksin metabolizmasinda rol
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oynadiklar1 belirtilmektedir (Ichimura ve ark. 2002). OoMAPKKI’in 1. grup (A)
MAPKK’lar ile ayn1 grupta bulundugunu ve bu gruptaki MAPKK’lardan soguk
ve tuz stresinde rol alan AfMKK6 ile en yiiksek benzerligi gosterdigi
belirlenmistir. Semi-quantitatif olarak OoMAPKKI’in mRNA miktarlan iizerinde
yapilan calisma (Bkn. Bulgular Sekil 3.41-A)’da O. onites bitkisine yara,
soguk(+4°C) ve ABA stresleri uygulanmigtir soguk stresine karst ilk yarim
saatteki artis ve ikinci saatten sonraki azalisin 24. saatte tamamen kaybolmasi bu
bulguyu kismen destekler durumdadir. Zhang ve ark. (2006b) tarafindan,
Chorispora bungeana’da CbMAPK3 MAPK enzimi igin soguk (+4°C) stresi
uygulanmis ve soguk stresinde ilk yarim saatten birinci saate artis goriiliirken
ikinci saatten itibaren diisme ve 24. saatte kaybolma gérmiislerdir.

O. onites’deki yara stresinde ilk yarim saatten birinci saate mRNA
seviyesindeki artis on ikinci saate kadar ayn1 diizeyde devam ederken 24. saatte
diisme goriilmiistiir. ABA stresinde ilk yarim saatten iiciincii saate ayni diizeyde
mRNA goriilirken altinci saatten 24. saate cok az diisiis goriilmiistiir (Bkn.
Bulgular, 3.41). C. bungeana’da ABA stresinde ilk yarim saatte mRNA diizeyinde
artma ve altinct saate kadar ayni diizeydeyken 12. saatten itibaren diisme
goriilmils ve 24. saate kadar diislisiin devam ettigi kaydedilmistir (Zhang ve ark.
2006b).

OoMAPKKI’in hangi bitkisel dokularda aktif olarak bulundugu tespit
etmek icin kok, govde ve yaprak dokular icin RT-PZR reaksiyonu kurulmus;
yaprak ve govdede ekspresyon gozlenirken, kok’te 4 ayri deneme yapilmasina
ragmen ekpresyon gozlenmemistir. Bu durum O. onites bitksinde OoMAPKKI’in
ekspresyonunun tek bir dokuya 06zgii olmadigina dair bize fikir vermektedir.
Arabidopsis MPK6 MAPK geninin RT-PZR analizleri sonucu ¢ogu dokuda aktif
oldugu tespit edilmistir (Bush ve Kyrsan 2007). Yine Arabidopsis’in yaprak,
govde ve kok dokularinda yapilan Nouthern blot analizlerinde, AtMKK3
(MAPKK) mRNA’sinin her ti¢ dokuda da aktif halde bulundugu goézlenmistir
(Ichimura ve ark. 1998b). Arabidopsis’de ayni analiz yontemiyle ATMKK2 nin de
her ii¢ dokuda aktif olarak sentezlendigi belirtilmistir (Ichimura ve ark. 1998a).
Chorispora bungeana’da da klonlanan bir MAPK geninin sadece yaprak ve kdkde

ekspres oldugu ve ekspresyonun dokuya spesifik olmadigi belirtilmektedir (Zhang
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ve ark. 2006b). Olas1 MAPKK geninin kekik genomunda varlig1 ve kopya sayisini
gostermek amaciyla Southern blotlama calismas1 yapilmistir. OoMAPKK]I’in
1400 b¢’lik cDNA’sindan DIG yoOntemiyle hazirlanan bulucu DNA (prob)
kullanilarak, farkli hibridizasyon sicakliklar1 ve farkli DNA izolasyon yontemleri
kullanilmasina ragmen Southern blotlama deneylerimizde istenen basar1 elde
edilememigtir. Kullanilan bulucu DNA etkinligi test edilmis ve problemsiz
calistigi kanitlanmistir (Bkz. Bulgular, Sekil 3. ). Bulucu DNA’nin O. onites
genomik DNA’sim1 gdrmemesinin nedeni olarak, kullanilan Southern Blot Kitinin
icerdigi soliisyonlarin etkin olarak calismamasina bagli olarak agaroz jeldeki
genomik DNA’nin yeterince denatiire olmamasi veya olas: kirleticilerden dolay1
DNA’nin membrana saglam bir sekilde baglanamamas: olabilir. Bitki DNA
izolasyonlarinda en sik karsilagilan kirletici polisakkaritlerdir. Polisakkaritler ve
ayrica ucucu yag bakimindan zengin olan tibbi ve aromatik bitkilerdeki alkoloid,
flavonoid, fenol, polisakkarit ve terpen gibi sekonder bilesiklerin DNA’nin
restriksiyon enzimleriyle kesimini, ¢ogaltilmasini ve klonlanmasini engelledigi
belirtilmistir (Khanuja ve ark. 1999, Doulis ve ark. 2000). Dolayisiyla, Southern
Blot analizinde kullanilacak DNA’nin safli§i énemli bir kriterdir. Southern Blot
analizinde kullandigimiz Origanum genomik DNA’sinin Kkalitesine yonelik
spektrofotometrik ve agaroz jele dayali analizler DNA’nin saf oldugunu agikca
gostermektedir. DNA’nin safligim1 gosteren diger bir basit test de DNA’nin Hind-
IIl enzimiyle kesim reaksiyonuna sokulmasidir; DNA’nin  Hind-IIl ile
kesilebilirligi DNA 6rneginin polisakkarit icermedigine isaret etmektedir (Do ve
Adams 1991). O .onites DNA’simin Hind-III enzimiyle etkin bir sekilde kesimi
saflik bakimindan sorunsuz oldugunu gostermektedir. Diger taraftan DIG
isaretleme kitinin tavsiye ettigi ticari hibridizasyon tamponu (DIG Easy Hyb)
yerine laboratuarimizda hazirlanan  hibridizasyon tamponu  (Kaynak)
kullanilmigtir. Bu tampon hibridizasyon i¢in optimum sartlar1 saglamamis olabilir.
Kondoh ve ark. (1998) ile Keil ve ark. (1999)’'nin yaptiklart c¢alismalarda
Southern Blot hibridizasyonu i¢in DIG Easy Hyb ticari tamponu kullanarak
calismalarin1 sonuglandirdiklart bildirilmistir. Bu diisiinceler 1s1ginda Southern

Blot deneyinin kullanilan kitle uyumlu yeni bir hibridizasyon tamponu ile
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denenmesi, ayrica klasik blotlama soliisyonlar1 ile deneyin tekrarlanmasi
gerekmektedir.

OoMAPKK]I rekombinant proteinini iiretmek icin OoMAPKKI’in UTR
bolgelerini igcermeyen 1059 b¢’lik driinii pMAL-p2x (New England Biolabs)
ekspresyon plazmitine eklenmis, ekspresyona uygun E. coli TB1 ve XLI-Blue
konak¢r hiicreleri igine aktarilmistir. IPTG ile uyarilan hiicrelerden 2 saat
inkiibasyondan sonra izole edilen total proteinin bir kismi amiloz resinle muamele
edilmistir. Rekombinant olarak {iiretilen yaklagik 82 kDa.’ luk OoMAPKKI-MBP
fiizyon proteininin SDS-PAGE agaroz jelde amiloz resine baglandig1 gézlenmistir
(Bkn. Bulgular, Sekil 3.47). A. thaliana’da MAPKK7 (Dai ve ark. 2006) ve
MAPKK4 (Huang ve ark. 2000) rekombinant proteinleri pMAL-c2 plazmitine
eklenmis ve E.coli’de iiretilerek saflastirilmistir. Pedley ve Martin (2004), L.
esculentum (domates) bitkisinde 3 MAPK ve 4 MAPKK rekombinant proteinini
pMAL-c2x plazmitine ekleyerek iiretmeyi basarmislardir. Fujita ve ark. (1999)
Saccharomyces cerevisiae Ste20p protein kinazin1 pMAL-p2 plazmitine ekleyerek
remobinant olarak {retmislerdir. Calismamizda OoMAPKKI rekombinant
proteininin siipernatant ve amiloz resine baglanmis fraksiyonuna ait bantlarin
beklenen biiyiikliikte olmasina ragmen zayif oldugu goriilmektedir. Zayif bandin
fiizyon proteini olup olmadigi, Western Blot ile analiz edilememistir. Eger
tahmini biiyiikliikte elde edilmis bandin fiizyon proteinine karsilik geldigi
varsayilirsa, protein miktarinin az olmasinin nedeni, kullanilan pMAL-p2x
plazmitinin konak¢r hiicredeki protein veriminin %]1-5 arast olmasindan
kaynaklaniyor seklinde agiklanabilir. pMAL-p2x periplazma disina tasmabildigi
ve saflastirma isleminde disiilfit baglarin olusmasim1 sagladigindan yiiksek
miktarlarda besi yerinde iiretilerek saflastirilmasi tavsiye edilmektedir. pMAL-c2x
plazmitinin protein verimi %20-40’tir ve {riin miktar1 kiyaslandiginda pMAL-
c2x’in pMAL-p2x’e gore 10 kat daha fazla protein iirettigi ve SDS-PAGE’de az
miktarlarinin bile goriilebildigi kaydedilmistir. Dolayisiyla deneyin pMAL-c2x

plazmitiyle ve farkli konaker tiplerinde tekrarlanmasi uygun olacaktir.
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4.1. Sonug

Bitkiler ¢evresel uyarilar: sinyal iletim yollarin1 kullanarak alirlar (Ragwal
ve Agrawal 2003; Mishra ve ark. 2006). MAPK sinyal yolu bitkilerde cevresel
uyarilarin iletiminde onemli role sahiptir (Morris 2001; Cardinale 2002; Ichimura
ve ark. 2002; Nakagami ve ark. 2005). Cevresel uyarillarin Origanum tiirlerinde
(O. onites ve O. minitiflorum) ucucu yag igerigini olusturan terpenlerin sentezini
etkiledigi goriilmiistir (Baydar, 2005). Bu c¢alismada, Tirkiye’de kekik
ihracatinin % 80’ini karsilayan O. onites tiirinden MAPKK enzim ailesinin bir
tiyesinin, OoMAPKKI, UTR bolgeleriyle birlikte 1404 bg¢’lik tim cDNA’si
klonlanmis ve biyoinformatik analizlerle MAPKK motifleri icerdigi gosterilmistir.
Diger bitki MAPKK’lariyla karsilastirildiginda en yiiksek benzerligi L.
esculentum ve N. tabacum MAPKK’lar ile gosterdigi saptanmistir. Ekspresyon
analizleri OoMAPKKI ekspresyonunun dokuya ozgii olmadigi bulunmustur.
Ayrica bitkilere soguk, ABA ve yara stresleri uygulandiginda OoMAPKK]I
ekspresyonunun soguk ve yara streslerinde uyarildigi tek bir deney sonucuna gore
saptanmistir. Rekombinant OoMAPKK] proteininin E. coli iginde {iiretilmesini
amaglayan calismanin onciil deneyleri tamamlanmis ve beklenen biiyiikliikteki
(~82 kDa.) proteininin amiloz resine baglandig1 gosterilmistir.

Yapilan genis capl literatiir taramasinda Tiirkiye ve diinyada O. onites ve
bu tiirlin dahil oldugu cinse ait bu calisma disinda herhangi bir molekiiler
biyolojik calismaya rastlanmamistir. Bu ¢alisma ile Origanum onites tiiriinde
hiicre ici MAPK sinyal yollarinda gorev yapan MAPKK enzim ailesinin olas1 5
tiyesinin varlig1 ilk kez gosterilmis ve bu enzim ailesi {iyelerinden biri

klonlanmustir.

4.2. Oneriler

Calismamizdan elde edilen verilerde, beklenen biiyiikliikte elde edilen
rekombinant OoMAPKK]I fiizyon proteininin Kkitle birlikte gelen spesifik
antikorlar kullanilarak Western Blot analizinin yapilmasi ve teyit edilmesi

gerekmektedir. Bu sayede {iretilen fiizyon proteinden rekombinant OoMAPKKI
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proteininin ayrilarak saflastirilmasi ve proteine 6zgii antikorlarin kinaz aktivitesi
testinde kullanilmasi; ileride yapilacak olan fizyolojik calismalar temelini
olusturacaktir. OoMAPKK]1 geni lizerinde yapilacak aktivite arttiric1 veya azaltici
mutasyon c¢alismalarinin  O. onites bitkisindeki etkilerinin arastirilmasi,
gelecekteki transgenik bitki iiretme calismalarina temel olusturacaktir. Patates
bitkisinde patojen stresinde rol oynayan bir MAPKK (StMEK1””)’nin mutasyonla
siirekli aktif hale getirilmesi sayesinde patojenlere karsi direnclilik kazandigi
goriilmiistiir (Yamamizo ve ark. 2006). OoMAPKK]I enzim ailesinin tamaminin
klonlanmasi ve yapilacak biyoteknolojik calismalar, gelecekte O. onites bitkisinin

ucucu yag oranini arttirma ¢alismalarinin temelini olusturacaktir.
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Ek-2 Oo14-MAPKK Gen Bankas1 Kayit Bilgisi

LOCUS EU075084 396 bp mRNA linear PLN 31-
JUL-2007
DEFINITION Origanum onites MAP kinase kinase partial cDNA-2.
ACCESSION 1005674
VERSION
KEYWORDS
SOURCE Origanum onites
ORGANISM Origanum onites
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Tracheophyta; Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core
eudicotyledons; asterids; lamiids; Lamiales; Lamiaceae;
Nepetoideae; Mentheae; Origanum.
REFERENCE 1 (bases 1 to 396)
AUTHORS poyraz,I., sozen,E. and arslanyolu,M.
TITLE Origanum onites MAP kinase kinase partial cDNA-2
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 396)
AUTHORS poyraz,I., sozen,E. and arslanyolu,M.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (31-JUL-2007) Biology, Anadolu University,
Yunus Emre Campus, Eskisehir 26470, Turkey
COMMENT Bankit Comment: Eukaryota; Viridiplantae;
Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta; Spermatophyta;
Magnoliophyta; Magnoliophytina; Rosopsida; Lamiidae; Lamianae;
Lamiales; Lamiineae; Lamiaceae; Origaninae; Origanum;
esozen@anadolu.edu.tr.
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..396
/organism="Origanum onites"
/mol_type="mRNA"
/db_xref="taxon:452416"
BASE COUNT 128 a 66 C 8l g 121 t
ORIGIN
1 attggtaaag qaaaagqtgg cgttgttcaa cttgttcgcc ataaatgggt tggaacgttg
61 tttgccttga aggttatcca gatgactata caggaggaga ttcggaaaca aatagttcag
121 gagcttaaaa ttaatcaagc atctcaatgt ccaaatgttg tagtttgcta tcattcattc
181 tatcacaacg gagctatatc tattgtgttt gaatacatgg atcgtggatc attagttgat
241 ataatcagac aagtcaagac aatccttgaa ccataccttg cagttgtttg caaacaagtt
301 ttacagggtt tagtttactt gcatcatgag aaacatgtta tccatagaga tataaagccc
361 tctaatatcc tgctagttga aaacccaaca aaaggg
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EKk-3 0020-MAPKK Gen Bankas1 Kayit Bilgisi

LOCUS EU075085 462 bp mRNA linear PLN 31-
JUL-2007
DEFINITION Origanum onites MAP kinase kinase partial cDNA-3.
ACCESSION 1005677
VERSION
KEYWORDS
SOURCE Origanum onites
ORGANISM Origanum onites
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Tracheophyta; Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core
eudicotyledons; asterids; lamiids; Lamiales; Lamiaceae;
Nepetoideae; Mentheae; Origanum.
REFERENCE 1 (bases 1 to 462)
AUTHORS Poyraz,I., Sozen,E. and arslanyolu,M.
TITLE Origanum onites MAP kinase kinase partial cDNA-3
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 462)
AUTHORS Poyraz,I., Sozen,E. and arslanyolu,M.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (31-JUL-2007) Biology, Anadolu University,
Yunus Emre Campus, Eskisehir 26470, Turkey
COMMENT Bankit Comment: Eukaryota; Viridiplantae;
Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta; Spermatophyta;
Magnoliophyta; Magnoliophytina; Rosopsida; Lamiidae; Lamianae;
Lamiales; Lamiineae; Lamiaceae; Origaninae; Origanum;
esozen@anadolu.edu.tr.
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..462
/organism="Origanum onites"
/mol_type="mRNA"
/db_xref="taxon:452416"
BASE COUNT 124 a 91 ¢ 96 g 151 t
ORIGIN
1 gtcgtgcgtt tgttgcagca taaatggact gcacagtttt ttgcacttaa gtttattcaa
61 atgaatatcg aggagtctgc tcgccagcat attgctcaag agctgaaaat taaccagtca
121 tctcaatgtc catatgtcgt gatctgctat caatctttct atgataatgg tgccatttcc
181 attatcttgg agtatatgga ggggggtctc ttgcagattt tctcaagaaa gtttataaga
241 ttccggagcc ttatcttgct gecgattttgc aagcaggtac tccaaggtct ctggtatctt
301 catcatgaga aacatatcat ccacagggac atgaagcctt caaatttatt aataccacag
361 gagtgtgacg tcaagattac tgactttggg gttagtgcaa tactttcgag cacatcgggt
421 ttagccaata cttttgttgg aacctacaat tatatgtctc ca
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Ek-4 0023-MAPKK Gen Bankas1 Kayit Bilgisi

LOCUS
JUL-2007
DEFINITION
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

Tracheophyta;
eudicotyledons;
Nepetoideae;

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

Yunus Emre Campus,

COMMENT

Streptophyta;
Magnoliophyta;
Lamiineae;

Lamiales;

FEATURES

source

BASE COUNT

ORIGIN

EU075086 494 Dbp mRNA linear PLN 31-
Origanum onites MAP kinase kinase partial cDNA-4.

1005679

Origanum onites
Origanum onites
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core
asterids; lamiids; Lamiales; Lamiaceae;
Mentheae; Origanum.
1 (bases 1 to 494)
Poyraz,I., Sozen,E. and Arslanyolu,M.
Origanum onites MAP kinase kinase partial cDNA-4
Unpublished
2 (bases 1 to 494)
Poyraz,I., Sozen,E.
Direct Submission
Submitted (31-JUL-2007) Biology,
Eskisehir 26470, Turkey
Bankit Comment: Eukaryota; Viridiplantae;
Embryophyta; Tracheophyta; Spermatophyta;
Magnoliophytina; Rosopsida; Lamiidae; Lamianae;
Lamiaceae; Origaninae; Origanum;
esozen@anadolu.edu.tr.
Location/Qualifiers
1..494
/organism="Origanum onites"
/mol_type="mRNA"
/db_xref="taxon:452416"

93 ¢ 110 g 158 t

and Arslanyolu, M.

Anadolu University,

133 a

1
61
121
181
241
301
361
421
481

aagcttattg
ccgttttttg
gctcaagagc
tctttctatg
gcagattttc
caggtactca
aagccttcaa
agtgcaatac
atgtctccaa

gcaagggaaa
cacttaaggt
tgaaaattta
attatggtgc
tcaagaaagt
aaggtctctg
atttattaat
ttgcgagcac
gctt

ccggtgcttce
tatttccatg
ccagtcatct
aatttccatt
ttataagatt
gtatcttcat
aaaccacaga
atcgggttta
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gtgcgtttgg
gatatcgagg
caatgtccat
atcttggagt
cgggagcttt
catgagaaac
ggtgacgtca
gctaatactt

tgcagcataa
agtctgctcg
atgtcgggat
atatggatgg
atctggctge
atatcatcca
agattactga
ttgttggaac

atggactgca
caagcatatt
ctgctatcaa
ggggtctctt
gatttgcaag
cagggacatg
ctttggagtt
ctacaattat



EKk-5 OoMAPKKI Gen Bankasi Kayit Bilgisi

LOCUS EF558371 1423 bp mRNA linear
PLN 27-JUL-2007
DEFINITION Origanum onites mitogen activated protein kinase
kinase 1 (MAPKK1)
mRNA, complete cds.
ACCESSION EF558371
VERSION EF558371
KEYWORDS
SOURCE Origanum onites

ORGANISM Origanum onites

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Tracheophyta; Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core
eudicotyledons; asterids; lamiids; Lamiales; Lamiaceae;
Nepetoideae; Mentheae; Origanum.

REFERENCE 1 (bases 1 to 1423)
AUTHORS Poyraz,I., Sozen,E. and Arslanyolu,M.
TITLE Cloning and characterisation of OoMAPKK1l, a MAPKK gene,
from Origanum onites
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1423)
AUTHORS Poyraz,I., Sozen,E. and Arslanyolu,M.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (16-APR-2007) Biology, Anadolu University,
Yunus Emre Campus, Eskisehir 26470, Turkey
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1423
/organism="Origanum onites"
/mol_type="mRNA"
/db_xref="taxon:452416"
gene 1..1423
/gene="MAPKK1"
/note="0oMAPKK1"
CDS 199..1260

/gene="MAPKK1"
/codon_start=1
/product="mitogen activated protein kinase

kinase 1"

ORIGIN

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

/protein_1id="ABT17464"
/translation="MKLKKPLKELKLSVPAQNSPISSFLTASGTFHDGDLLLNQKGLR
LISDENEPRPSEMKELDLQFSLEDLETIKVIGKGNGGVVQLVRHKWVGTLFALKVIQM
TIQEEIRKQIVQETKINQASQCPNVVVCYHSFYHNGAISIVFEYMDRGSLVDIIRQVK
TILEPYLAVVCKQVLQGLVYLHHERHVIHRDLKPSNLLVNHKGEVKITDFGVSAMLAS
SMGQRDTFVGTYNYMAPERISGSTYDYKSDIGSLGMVILECAIGRFPYTKSEDQQSGP
SFYELLQAIVGSPPPSAPPDQFSPEFCSFVSACVQKDPRDRSSALELLSHPFIKKFEE
KDIDLSIYVGSLGSPVNIP"

tcggacgtac
ggagttatat
attttctctt
tgctgctcaa
cctgctcaga
gatttgctgc
tcagagatga
attggtaagg
tttgccttga
gagactaaaa
tatcacaacg

ccattatggc
tagagagaga
caaacttctc
tcaaaatcat
attcccccat
tgaatcagaa
aggagcttga
gaaatggtgg
aggttatcca
ttaatcaagc
gagctatatc

aactcagaca
gagagagtac
ttcattctct
gaagttgaag
ctcctctttce
ggggcttcgg
ccttcaattc
cgttgttcaa
gatgactata
atctcaatgt
tattgtgttt
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aagccaccgg
cgttggagtg
cgcctgctac
aaacctctca
ctgacggcta
ttgatttctg
tcgttggaag
cttgttcgcc
caggaggaga
ccaaatgttg
gaatacatgg

ccatttccat
aggcggccat
tgaaccctag
aggaactcaa
gcggtacctt
atgagaatga
accttgagac
ataaatgggt
ttcggaaaca
tagtttgcta
atcgtggatc

ttggactttt
ttccatttga
gcagaatttc
gctctctgtce
tcacgacggc
accccgccca
catcaaagtc
tggaacgttg
aatagttcag
tcattcattc
attagttgat



661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

ataatcagac
ttacaggggt
tctaatctgc
atgctggcaa
cctgaaagga
gtgattcttg
ggccccagct
ccagatcaat
agagacagat
aaagacattg
atcacctctc
ttaaatttaa
gagccataga

aagtcaagac
tagtttactt
tagtgaacca
gctctatggg
tcagtgggag
aatgtgctat
tttacgagct
tttctccaga
cttcggcectt
atctcagcat
ttcactcttc
tttttgtaag
attaaccgaa

aatccttgaa
gcatcatgag
caaaggggaa
ccaacgtgac
cacctatgac
tggacgtttt
tctgcaggca
attctgttct
ggaactactg
atatgtgggt
ttactatgtt
tgatgttatt
tccgaaaaaa
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ccataccttg
agacatgtta
gtaaaaatta
acatttgttg
tataaaagtg
ccttatacca
attgttggaa
tttgtctctg
agccatcctt
agccttggat
catgtatgtt
ctcggtttaa
aaaaaaaaaa

cagttgtntg
tccatagaga
cagattttgg
ggacttacaa
atattgggag
aatctgaaga
gtccaccacc
catgcgtaca
tcatcaagaa
cacctgtgaa
tgtttgttaa
ggaaatgtag
aaa

caaacaggtt
tttaaagcct
tgttagtgcc
ttacatggcg
tctgggcatg
ccaacaaagt
ttctgctccg
gaaagatcct
atttgaagag
tatcccataa
gataccatct
ctctcattat



