Tetrahymena thermophila
MAPK ENZIiM AIiLESINDEN BiRiNiN
¢DNA’SININ KLONLANMASI
ve mRNA IFADESININ KARAKTERIZASYONU

Mehmet Taha Yildiz
Doktora Tezi

Biyoloji Anabilim Dali
Temmuz 2009

Bu tez calismas1 Anadolu Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Komisyonu Baskanhg tarafindan desteklenmistir. Proje No:031018



JURI VE ENSTITU ONAYI

Mehmet Taha Yildiz’m “Tetrahymena thermophila MAPK Enzim
Ailesinden Birinin c¢DNA’simin Klonlanmasi ve mRNA ifadesinin
Karakterizasyonu” baslikli Biyoloji Anabilim Dalindaki, Doktora Tezi 27/05/
2009 tarihinde, asagidaki jiiri tarafindan Anadolu Universitesi Lisansiistii Egitim
Ogretim ve Sinav Yonetmeliginin ilgili maddeleri uyarinca degerlendirilerek

kabul edilmistir.

Adi-Soyadi imza
I"Jye (Tez Damismami) : Yard.Do¢.Dr. MUHITTIN ARSLANYOLU ..........
Uye : Prof. Dr. AHMET OZATA ...
Uye : Doc. Dr. FERAY KOCKAR ...
Uye : Doc. Dr. ADNAN OZCAN ...
Uye : Yard.Doc. Dr.F.ZERRIN SALTAN ...

Anadolu Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim

Kurulu'nun.................. tarih ve ............ sayll karariyla onaylanmustir.

Enstitii Miidiirii



OZET
Doktora Tezi
Tetrahymena thermophila
MAPK ENZIM AILESINDEN BiRININ
¢DNA’SININ KLONLANMASI
ve mRNA IFADESININ KARAKTERIZASYONU

Mehmet Taha YILDIZ

Anadolu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal

Damisman:Yard.Do¢.Dr.Muhittin ARSLANYOLU
2009, 212 sayfa

Tiim Okaryotik organizmalar cesitli hiicresel proseslerde 6nemli bir yeri
olan mitojenlerle aktive olan protein kinazlari (MAPK) ekspres etmektedirler.
MAPK ailesi tiyelerinin fonksiyonelligi ve cesitliligi hakkindaki bilgi genellikle
hayvan, bitki ve mayalardan gelmektedir. Kendi i¢inde yiiksek diizeyde cesitlilik
gosteren Protistaya ait MAPK’lar hakkindaki bilgilerinin giin gectikge artiyor
olmasi, literatiirde bilinen MAPK ailesi hakkindaki bilginin giincellestirilmesini
gerekli kilmaktadir.

T.thermophila, strese kars1 olusan cevapta 6nemli bir rol alan MAPK ailesi
tiyelerinin ~ “tek-hiicreli ~ organizma seviyesinde” arastirilmasina  olanak
saglayabilecek onemli bir model organizmadir. Bu tez ¢alismasinda Tetrahymena
thermophila’da bulunan 11 adet MAPK aile {iyesi gen tespit edilmis ve tuz, aglik,
sicaklik degisikligi ve konjugasyon gibi farkli stres sartlar1 altinda mRNA
diizeyinde ifade edilip edilmedikleri arastirilmistir.

Sonug olarak analiz edilen 11 iiyenin dokuz adedinin test edilen sartlar
altinda mRNA diizeyinde varlik gosterdigi tespit edilmistir. Buna ilave olarak bu
tezde ortaya konan filogenetik analiz sonuglar1 en az iki adet protist MAPK

grubunun var oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

Anahtar Kelimeler:Tetrahymena thermophila, Stres, MAPK, mRNA ifadesi,
MAPK ailesi, Protist MAPK ailesi.



ABSTRACT

PhD Dissertation

CLONING AND CHARACTERIZATION of mRNA EXPRESSION
PROFILE of ONE of THE MAPK FAMILY ENZYMES FROM Tetrahymena
thermophila
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Supervisor:Assist.Prof.Dr. Muhittin ARSLANYOLU
2009, 212 pages

All eukaryotes express mitogen-activated protein kinases (MAPKSs) that
govern diverse cellular processes. Knowledge of functionality and diversity of
MAPK family members are mostly comes from animal, plant and fungus. Since
the knowledge of MAPK’s of Protista, which has high level of divergence among
its members increases day by day, necessity of revision of the current literature

knowledge about MAPK family shows itself as an emerging need.

Tetrahymena thermophila 1s an important model organism gives an
opportunity for research on MAPK’s which is one of the most important
components of signal transduction pathways in response to stress, on level of
single celled organism. In this thesis 11 MAPK members of Tetrahymena
thermophila has been identified and analyzed for their existence on the level of
mRNA expression in different kind of stress conditions such as salt, starvation,

temperature shift and conjugation.

As a result it has been shown that nine members of the analyzed MAPK
family members show existence as a mRNA in most of the tested stress conditions.
Additionally the phylogenetic results presented in this thesis offer existence of at

least two distinct protist MAPK groups.

Keywords:Tetrahymena thermophila, MAPK, mRNA expression, stress, Protist
MAPK family
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1.GiRiS

Hiicreler bulunduklar1 ortamda olusan kimyasal ve fiziksel degisikliklere
karst duyarlilik gostermektedirler. Cesitli i¢ ve dis etmenlere karsi canliligin
devaminmn saglanmasi; gelisim ve biiylime gibi canlilig1 ilgilendiren her tiirlii
biyolojik olaym es zamanli olarak birbirleriyle uyum i¢inde diizenlenebilmesi
karmagik bir sinyal agmin varligi ile gerceklesebilmektedir. Hiicrenin g¢evresel
sartlarda meydana gelen birtakim degisiklikleri algilayabilmesi ve buna karsi
tepki verebilmesi bu degisimlerin sonucu olusan bir takim uyaric1 6zgiin sinyal
molekiilleri vasitasiyla olusmaktadir [1-3]. Hiicre ile direkt etkilesime giren sinyal
molekiillerinin hiicre tarafindan algilanmasi genellikle hiicre ylizeyinde bulunan
sinyale 6zgiin algilayict proteinler (reseptorler) yoluyla gerceklesmektedir. Bilgi
olarak hiicre yiizeyine erigen sinyal oncelikle diger kimyasal formlara ¢evrilerek
icsellestirilir. Boylelikle mesaj biitiinsel sinyal ag1 icinde cogaltilarak biyolojik
cevap olusturulur [2, 4]. Molekiiler etkilesimlerin yer aldig1 bu siire¢ genellikle
hedef proteinlerin fosforillenmesi yolu ile gerceklesmektedir [4]. Hiicresel kontrol
ve uyumda rol alan ve evrensel bir mekanizma olan fosforilasyon; sinyal transfer
yollarinin  temelini olusturmaktadwr [1, 5]. Protein kinazlar tarafindan
gerceklestirilen fosforilasyon, proteinin bircok niteligini ve dolayisiyla da
fonksiyonunu diizenleyebilmekte ve tiim temel hiicresel islevlerde rol
oynamaktadir [5-7]. Fosforilasyon hiicresel sinyal agmimn temelini olusturan bir
mekanizma olup 6karyotik genlerinin yaklasik olarak %2’sinde bu tiir bir fosfat
transferini gergeklestirebilecek korunmus protein bolgeleri bulunmaktadir [8, 9].
Fosforilasyon mekanizmasi kisaca ATP’nin terminal fosfat grubunun alic1 bir
substrata —ki bu bir protein ya da lipid olabilir- transferi olayr olarak
tanimlanmaktadir. Fosforillenen proteinler; fonksiyonal durumlarinin degismesine
neden olan bi¢cimsel degisiklikler gecirirler. Fosforilasyon ile proteinlerin ii¢
boyutlu yapisinda meydana gelen bu tiir farklilagsmalara ilave olarak; katalitik
bolgede bulunan aminoasitlerde meydana gelecek elektrostatik etkilesimler ve
iyonizasyon durumlarindaki degisiklikler ile aktiflesen proteinler sinyal agi
icindeki gorevlerini yerine getirmektedirler [5, 10, 11]. Fosfat transferini

katalizleyen enzimlere ise “kinaz” enzimleri denilmektedir ve kinazlarin hiicresel



ve fizyolojik rolleri ¢ok c¢esitli olabilmektedir [4-6, 12, 13]. Kinazlarin biiylik bir
cogunlugu sinyal transfer yollarinda gorev alirken bir kismi da karbonhidratlarm,
niikleotitlerin, aminoasitlerin, kofaktdrlerin ve vitaminlerin metabolizmasinda
merkezi bir rol oynamaktadirlar [13]. Bunun yani sira, bazi1 kinazlar ise gen
regiilasyonu, norotransmitter biyosentezi, DNA transkripsiyonu ve replikasyonu,
organel trafigi, diiz kas kasilmasi ve hiicre boliinmesi ve farklilasmasi gibi

oldukca genis hiicresel islevleri diizenleyebilmektedir [5].

Protein kinaz ailesi icinde bulunan i¢sel ve digsal streslere karsi cevapta rol
alan MAPK (Mitojenlerle Aktive edilen Protein Kinazlar) ailesi tiyeleri, hedef
protein substratlar1 lizerinde bulunan spesifik Serin (Ser) ve Treonin (Thr)
aminoasitlerini fosforilleyerek bir¢ok onemli hiicresel fonksiyonda gorev alirlar
[14]. Genel olarak ii¢ kinaz modiilinden (MAPKKK— MAPKK—MAPK )
olusan MAPK sinyal yolunda bulunan kinazlar fosfat transferi ile birbirlerini
ardisik bir sekilde aktive ederler ve hiicre ylizeyinden baslayip cekirdekte
sonlanan bir sinyal aginin merkezinde goérev almaktadirlar [14-16]. Cevresel
durum ve degisimeri algilama ve cevaplamada Okaryotlar Oncelikler MAPK
yolunu kullanirken; prokaryotik canlilar “iki bilesenli sinyal yolunu” kullanirlar
[17, 18]. Tek hiicreli organizmalar genel anlamda sinyal yollarinin anlasilmasina
cok onemli katkilar saglamistir. Ancak MAPK sinyal yolu bilesenleri ile 1lgili
olarak tek hiicreli 6karyotik protistlerde yapilan ¢aligmalar, diger okaryotiklere
nispeten oldukca azdir [19-22]. Tek hiicreli dkaryotiklerin ¢ogunun deneysel
kullanilabilirliliginin yayginlasmasi, Tefrahymena gibi tek hiicreli model
Okaryotlar1 popiler kilmistir [23-27]. Silli bir protist olan Tetrahymena
thermophila tzerine yapilan arastirmalar, kwk yili askin bir siiredir bilim
diinyasina temel biyolojik prensipler ile ilgili cok dnemli bilgiler kazandirmaya
devam etmektedir. Tetrahymena thermophila SB210 wkmnin 2006 yilinda
tamamlanan makroniikleer genom projesi bulgular1 [28], bu organizmay1 sinyal
transfer yollarmin yani sira organizmal ve evrimsel biyoloji gibi bir¢cok alanda
yapilacak arastirmalar icin 6nemli bir konuma getirmistir [28]. Boylelikle tek
hiicreliler seviyesinde, g¢evresel degisiklikleri algilama ve cevap olusturmanin
arkasindaki biyolojik mekanizmalarin anlasilmasinin 6nemi bakimindan MAPK
ailesi iiyelerinin arastirilmasi olanagir da dogmustur. Bu calismada, Tetrahymena

thermophila makroniikleer genom projesinin ortaya c¢ikardigr dizi bilgisi



kullanilarak tiim kinaz ailesi icinde tespit edilebilen olas1 11 MAPK ailesi
iiyesinin biyoinformatik olarak analizi ile degisik sicaklik sartlar1 gibi siirecler

icerisinde mRNA seviyesindeki ekspresyon profilleri arastirilmistir.
1.1.Kinom

Bir organizmanin genomunda bulunan protein kinaz ailesi iiyelerinin
timiinii olusturan sete ise “kinom” denilmektedir [29]. Tamamlanan genom
projeleri 1s1ginda organizmal boyutta kinaz enzimlerinin genom i¢inde hangi
Olciide temsil edildigini tespit etmek miimkiin olmustur [29-31]. Genom projeleri
tamamlanmis Onemli bazi1 prokaryotik ve Okaryotik model organizmalarin
genomlarmda temsil edilen protein kinaz genlerinin tiim genoma oranlari;
S.cerevisiae % 3, C.elegans % 2,7, D.melenogaster ve E.coli % 2,5, A.thaliana %
2,3, M. jannaschii % 1,8 ve H.sapiens % 1,5 olarak tespit edilmistir [13]. Bu tezin
calisma organizmasi olan Tetrahymena thermophila’nin genomunda ise 1069 adet
protein kinaz tespit edilmistir ve bu rakam tahmin edilen Tetrahymena

proteomun’un yaklasik olarak % 3.8’ine denk gelmektedir [28].

Uzun yillar boyunca kinomu olusturan “protein kinazlar”; Ser (Serin)
ve/veya Thr (Treonin) aminoasitlerini fosforilleyen protein kinazlar ve Tyr
(Tirozin) aminoasitini fosforilleyen protein kinazlar olmak {izere iki smifa
ayrilmiglardir [7]. Ser ya da Thr’ni fosforilleyen protein kinazlara “Serin Protein
Kinazlar” (SPK) olarak isimlendirilirken sadece Tyr’i fosforilleyen protein
kinazlar “Tirozin Protein Kinazlar” (TPK) olarak adlandirilmistir. Ancak bu iki
gruptan farkli olarak hem Ser’i hem de Tyr’1 fosforilleyebilen bir ii¢lincii grup
vardir ve “her iki gurp aminoasiti fosforilleyebilen kinazlar” anlaminda “Dual
Specific Protein Kinases” olarak bilinmektedir [12]. Protein kinazlara ait
aminoasit dizi bilgilerinden yararlanilarak yapilan analizlerle 6karyotik protein
kinazlar katalitik bolgelerindeki farklilik ve benzerliklerine gore bes ana-aileye
ayrilmistir. Bu aileler sirasiyla; ACG (cAMP-dependent protein kinase (PKA) \
protein kinase C (PKC) \ protein kinase G), CaMK (calcium/calmodulin-
dependent protein kinase), CMGC (Cyclin-dependent kinases (CDKs), MAP
Kinases, Glycogen synthase kinase 3 (GSK3) family, Casein kinase family),
PTK (Protein-Tyrosine Kinases) ve digerleri anlaminda “Others” aileleridir [6,

32]. Birgok protein kinaz ailesi iiyesinin aktif ya da inaktif formlarma ait



kristalografik yapilarin aydinlatilmasiyla, tespit edilen protein katlanmalar1 ile
aminoasit dizileri arasindaki benzerlik iliskisi dikkate alinarak proteinlerin
biyolojik fonksiyonlarini tahmin etmeye yonelik smiflandirmalar da yapilmistir
[12, 13]. Yaklasik olarak 60 bin dizinin smniflandirildigi bir ¢alismada 25 aile
belirlenmis ve bu aileler yapisal katlanmalarindaki benzerliklerine gére 12 grup
olusturacak sekilde (Grupl-Grupl2) smiflandirilmistir [12]. Son olarak kabul
edilen smiflandirma protein kinazlar1 ilk olarak iki biiyiik gruba bdlmektedir; (1)
“conventional protein kinases” olarak isimlendirilen klasik protein kinazlar (ePK)
ve (2) atipik protein kinazlar (aPK). ePK, grup olarak kiyaslandiginda aPK’a goére
cok daha biiyiik olup sekiz aile icermektedir. Bunlar sirasiyla; AGC, CAMK,
CK1, CMGC, RGC, STE, TK, TKL aileleridir. Bu ailelere ilave olarak “other”
yani “diger” olarak adlandirilan ve {iyelerinin belirlenen ailelerden herhangi birine
yerlestirilemedigi karisitk kinaz grubu olarak belirlenen bir smif da
olusturulmustur [33]. aPK’ler ise ePK’ler ile net bir sekilde dizi benzerligi
gostermeyen ancak deneysel olarak protein kinaz aktivitesi gosterdigi tespit edilen
iiyelerden olugmaktadir. Bu gurubu olusturan aileler Alpha, PIKK, PHDK, RIO,
BRD, ABCI, TIFI’dir. Ayrica; H11, FASTK, G11, BCR, TAF ve A6 olarak
isimlendirilen aileler de aPK grubuna dahil edilmistir. Ancak tiim bu aileler i¢inde
sadece Alpha, PIKK, PHDK ve RIO ailelerinin protein kinaz aktiviteleri hakkinda
giiclii deneysel veriler vardir. Dolayisiyla ePK gurubu 8 aileden olusurken aPK
gurubu 4 aileden olusmaktadir ve toplamda protein kinazlar igin 12 aile
belirlenmistir. Ancak C.elegans, S.cerevisiae, D.melanogaster, H.sapiens,
M.musculus, P.falciparum, D.discoideum organizmalarma ait kinomlarin
tamamiyle dahil edildigi bu smiflandirma i¢inde 7.thermophila’nin kinom bilgisi

kullanilmamustir [33].
1.2. Tetrahymena thermophila Kinomu

T.thermophila makroniikleer genom projesi bu organizmanin kinomunun
toplam olarak 1069 protein kinazdan olustugunu bildirmistir. Kinomun 439 iiyesi
(tespit edilen kinazlarm %40°’1) bilinen 54 farkli kinaz aile ve alt-ailesine dahil
olurken, 37 grupta toplanan 630 adet kinaz (tespit edilen kinazlarin %60°1) bilinen
hicbir bilindik aileye dahil edilememistir [28].



T.thermophila protein kinazlar1 8 gruba ayrilmistir. Bunlar sirasiyla; AGC, Atipik,
CAMK CKI1, CMGC, STE, TKL ve smiflandirtamayan protein kinazlarin
olusturdugu “Others” olarak isimlendirilen gruptur. Mayalarda olmayan ancak
insan ve Tetrahymena’da bulunan 12 siif kinazin bir¢ogunun insan
hastaliklariyla iligkili bulunmasi1 da 6nem arz etmektedir. T.thermophila’nin
kinomunda, Okaryotik protein kinazlar igin belirlenen sekiz aileden altisi
bulunurken, RGC ve TK ailelerine ait iiyeler belirlenememistir. Ayrica dkaryotik
organizmalarin bir ¢ogunda genis bir sekilde bulunan bazi kinaz ailesi liyeleri
T.thermophila kinomunda temsil edilmemektedir. Temsil edilmeyen gruplara
ornek olarak; hiicre siklusunda kontrol noktasi kinazlari olan CHKI1/RADS53
kinazlar, P13 kinaz iliskili kinaz olan TRRAP ve siklin bagimli kinazlardan ikisi
CDK7 ve CDK&’e ait iiyeler verilebilir. Ayrica Onceleri Tetrahymena’da var
oldugu distiniilen tirozin kinazalara hi¢ rastlanmamistir [28]. Ancak tirozin
kinazlara alternatif olabilecek weel, Ste7 gibi ¢ifte 6zellikli (dual specifitiy) yani

tirozin ve treonin fosforilasyonu yapabilen kinazlar kinomda bulunmaktadir [28].

Genom projesi tamamlanmig diger organizmalarla karsilastirildiginda
T.thermophila kinomunda bircok kinaz sinifinda genisleme oldugu tespit
edilmistir. Bilinen kinaz aileleri ile kiyaslandiginda en carpict genisleme,
genellikle dis ortamdan gelen sinyalleri ige ileten 83 adet iiyesi ile protein histidin
kinaz (HPK) ailesindedir [28]. Prokaryotik organizmalardaki sinyal iletim ag1 iki
bilesenli  sistem olarak adlandirilan bir enzim ailesi tarafindan
gerceklestirilmektedir. Bu sistem iki bilesenden olusmaktadir; “algilayict kisim”
ve ‘“cevap diizenleyici” kisim. Algilayict kissm HPK  ailesi proteinlerden
olusmaktadir. Bu kinaz proteinin N-terminal bolgesi hiicre dis1 sinyalleri direkt
olarak algilar. C-terminal kismi ise burada bulunan His (Histidin) aminoasitinin
kendiliginden fosforillenmesiyle “iletici-doniistiiriicii” gibi davranarak sinyali
cevap diizenleyici kisma iletir. Cevap diizenleyici kisimda bulunan Asp (Aspartat)
aminoasiti fosfat alicis1 olarak davranir ve boylelikle fosforil gurubunun His’den
Asp’a transferinin katalizlenmesi saglanmis olur [7, 17]. Boylelikle organizma dis
ortamda meydana gelen ani degisikliklere gereken kisa zaman dilimi igerisinde
cevap olusturabilmektedir. T.thermophila kinomunda bulunan HPK iiyelerinin
bircogu “sinyal algilayic1” kisma sahiptirler ve bir¢ogunun transmembran

domainleri oldugu tahmin edilmektedir. T.thermophila’nin tek hiicreli bir



organizma olmasi ortamda meydana gelen degisiklikleri hizli bir bicimde
algilayabilmesini gerektirmektedir; dolayisiyla da bu grup protein kinazlarin
kinomda yiliksek yogunlukta temsil edilmeleri, olasilikla bu tiir bir gorevi

iistlenmis olabildiklerini diistindiirmektedir [28].

T.thermophila kinomunda genisleme gosteren diger bir grup ise mitotik
kinaz ailesi iiyeleridir. Mitotik kinaz ailesi liyelerinin genisleme gostermesinin
olas1 sebebi; T.thermophila’nin mitoz esnasinda es zamanli olarak birbirinden
olduk¢a farkli prosesler icine giren iki farkli ¢ekirdege (mikrontikleus ve
makrontikleus) sahip olmasidir. Bu durum ilave bir sinyal kompleksligi
gerektirmektedir. Bu grupta genisleme gosteren kinazlara igcinde CDC2, PLK ve
Aurora kinazlar bulunmaktadir. Bu 6ngdriiyli destekleyen bir diger veri de NRK
ve ULK kinazlar gibi mikrotiibiil ag: ile iliskili kinazlarda goriilen genislemedir

[28].
1.3. Tetrahymena Kinazlan ile lgili Cahsmalar

Literatiir kayitlar1 (ISI Web of Knowledge -2009) “Tetrahymena” ve
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“kinaz” anahtar terimleri ile “bashk™ sorgusu altinda taratildiginda 29 kayita
rastlanirken ayn1 anahtar kelime kombinasyonu maya i¢in 1165, A.thaliana i¢in
129, bitki i¢in 256 ve memeliler i¢in 740 literatiir kaydi ile sonu¢ bulmustur. Bir
model organizma olmasma ragmen Tetrahymena’nmn kinaz enzimleri ilizerine

yapilan ¢alisma sayis1 diger organizmalara gore nispeten diisiiktiir.

Tetrahymena’da kinazlarla ilgili aragtrmalarin ilki 1966 yilinda yapilmis
ve bu calismada T.pyriformis sillerinden “arjinin kinaz” izole edilmistir [34]. 1970
yilindaki bir caligmada ise arjinin kinazlarm siller iizerindeki lokalizasyonu
belirlenmistir [35]. 1970 ile 1980 yillar1 arasinda uridin sitidin kinaz [36], adenilat
kinaz [37], sfingozin kinaz [38], timidin kinaz [39, 40], UMP CMP kinaz [41]
enzimleri lizerinde ¢aligmalar yapilmistir. 1980 ile 1990 yillar1 arsinda ise timidin
kinazlar iizerine yapilan calismalar devam etmis [42, 43] ayrica L-asparaginase/
kinazlar da calisilmistir [44, 45]. Doksanli yillardan sonra Tetrahymena kinazlari
iizerinde yapilan calismalar daha da artmis ve cdc2 kinazlar [46, 47], cAMP
bagimli protein kinazlar [48], tirozin kinaz [49, 50], protein kinaz C [51] , MAPK-
iliskili kinaz [52], kalsiyum bagimli protein kinaz [53], NIMA bagimli protein
kinazlar [54] ¢alisilmistir.



1.4. Protein Kinazlarin Karakteristik Ozellikleri

Proteinlerin geri doniisiimlii olarak fosforile edilmeleri hiicrede
gerceklesen en Onemli translasyon sonrast modifikasyonlardandir [5]. Protein
kinazlar ATP-bagiml fosfotransferazlar olup, ATP’nin y pozisyonunda bulunan
fosforil gurubunu; Ser (Serin), Tyr (Tirozin), His (Histidin) ve Thr (Treonin)
amino asit rezidiilerinin hidroksil gruplarma transfer ederler. ATP’yi baglamada
ve de fosforil gurubun transferi reaksiyonunda esasnsiyel bir divalent iyon olan
Mg2+ ‘a ihtiya¢ duyarlar. Protein kinazlar genel olarak substratlar1 {izerindeki
fosforilasyon bolgesinin hemen etrafinda bulunan aminoasitlerin 6zelliklerine
gore bu bolgeyi fosforillemektedir. Bu bdlgeye “P Bolgesi” denilmektedir ve P
bolgesinin N-terminal yoniinde bulunan aminoasitler P-1, P-2 ve P-3 olarak
adlandirilirken, C-terminal yoniine dogru siralanan aminoasitler P+1, P+2 ve P+3
aminoasitleri olarak isimlendirilmektedir [5]. Ornegin; CMGC ailesi icinde
bulunan MAPK ve CDK ailesi lyeleri substratlarmm P bolgesinde Ser(Serin)
aminoasidi oldugu ve P+1’de de Pro (Prolin)’in bulundugu durumlarda Ser’i
fosforillemeyi tercih eden protein kinazlardw [5, 7, 55]. Fosfat transfer
mekanizmas1 kimyasal olarak basit bir reaksiyon olsa da substratlarin protein
kinaz aktif bolgesinde fosforillenmesi yapisal degisikliklere neden olan kompleks
bir olaydir [5, 56]. Tiim Okaryotik protein kinazlar “katalitik bolge” olarak da
bilinen ve yaklasik olarak 250-300 aminoasitten olusmus homolog “kinaz
domain”leri bakimindan ortaklik tagimaktadirlar [6, 32, 56, 57]. Bu bolge
birbirinden farkli {ic temel fonksiyonu yerine getirmektedir: (1) ATP (ya da
GTP)’nin terminal fosfatinin divalent bir katyon yardimiyla (Mg®" ya da Mn*")
tutulmast ve oryantasyonu, (2) substrata baglanma ve oryantasyon ve (3)
ATP(GTP)’nin terminal fosfat1 (y-fosfat) nin substratta bulunan Ser-Thr ya da Tyr
aminoasitlerin aktarilmasi [32]. Kinaz domaini 12 korunmus alt kisma ayrilmistir.
Bu alt boliimler sik1 korunmus aminoasit motifleri tasirlar ve ¢ok nadiren uzun
aminoasit dizi bloklariyla boliinme gosterirler [56, 58]. Kinaz bdlgesi iki loblu bir
yap1 seklindedir. Bunlardan kiiciik olanm1 I-IV aras1 kisimlar1 igeren N-terminal
lobu olup ATP’nin baglandig1 bolgeyi teskil etmekteyken; biiyiik olan C-terminal
lobu VIa-XI arasindaki kisimlar1 igeren, substrata baglanma ve fosfotransfer
olaymin biiyiik oranda gerceklestigi kisimdiwr. V numarali kismi olusturan

aminoasitler kendi iclerinde iki alt kisma ayrilir. Iki ana lobun arasinda bulunan
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girinti seklindeki bolge katalitik kisimdir. Substrat baglanmasina bagh olarak bu
iki bolge arasinda bir esneklik s6z konusudur ve bu “indirgenmis oturma

mekanizmas1” olarak adlandirilir [58].

GXGXXGXV AXK E er@a;\\? W T
NI Iiv Vo Viavib vl Vil IX X XI|cC

Sekil 1.1: Protein kinaz katalitik bélgesinin grafik gosterimi: Protein kinazlar siki korunmusg
12 alt bolgeden olusmaktadir. Sekilde bu boliimler ve ilgili korunmus aminoasit motifleri
goriilmektedir.

Acik (aktif) formasyondan kapali (inaktif) formasyona gecis bu kisimda
gergeklesir.  MAPK enzimlerinin katalitik bolgesini olusturan korunmus 12 alt

kisma ait temel 6zellikler asagidaki gibi izah edilebilir [58]:

Alt bolge I, GxGxxGxV konsensiis motifi i¢cermektedir. Motifteki G (glisin)
korunmustur ve X herhangi bir aminoasidi temsil etmektedir. Bu kisim esnek bir
toka gibi hareket ederek, ATP’nin transfer edilmemis fosfatlarma bdlgenin
baglanmasini saglar. Alt bolge II, maksimal kinaz aktivitesi i¢in gerekli olan
korunmus Lys (K) aminoasiti bulunur. Lys aminoasitinin bir aminoasit oniinde
ise Alanin (A) aminoasiti bulunur ve AxK motifi olarak ifade edilir. Bu kisim
ATP’nin tutulmas1 ve oryantasyonunda 6nemli bir rol oynar. Bu bdlgedeki Lys
aminoasiti Alt bolge III’de bulunan korunmus glutamat (E) aminoasiti ile
etkilesimdedir. Alt bolge IV ve Alt bolge V korunmus veya yar1 korunmus hicbir
aminoasit tasimaz. Alt bolge VIa temelde destek yapisi olarak gorev yapar. Alt
bolge VIb, aspartat (D) ve asparjin aminoasitlerini korunmus olarak HRDLKxxN
motifinde tasir. Korunmus aspartatin (D) bulundugu bolge Katalitik Loop olarak
adlandirilmistir, ¢linkli bu aminoasit katalitik aktiviteye temel teskil eder. Loopta
bulunan lisin (K) aminoasiti de ATP’nin y-fosfatiyla iliskiye girer ve fosfat
transferinin gergeklesmesine yardimct olur. Alt bolge VII, ATP ile selat yapan
metallerin baglandig1 kisimdir. Alt bolge VIII’de korunmus APE motifi bulunur
ve bir loop olusturacak sekilde katlanmig olan bu bolge katalitik cleft ile yiiz
yiizedir. APE’deki E (Glu) aminoasiti, Alt bolge 1X.’daki R(Arg) aminoasiti ile
bir iyon cifti olusturarak C terminal lobunun stabilitesini saglar. IX. bolgedeki D
(Asp) aminoasiti neredeyse korunmus olup DxWxxG konsenslis motifinde

bulunur. Bu aminoasit katalitik loop’un stabilitesini saglar. Alt bolge X’un
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korunmuslugu ¢ok zayiftir. Alt bolge XI. ise Alt bolge VIII. ile birlikte biiylik
kinaz lobunun yapisal dengesinin saglanmasma yardimci olur. DFG ve APE
motifleri arasindaki bolgede bulunan VII ve VIII bdlgeleri “aktivasyon bolgesi”
olarak tanimlanmistir. Bu segmentin merkezi kisminda yer alan aminoasitler
protein kinaz aile iiyeleri arasinda genellikle 1yi derecede korunmusluk gosterirler.
Ornegin; MAPK ailesinde bulunan TXY motifi bu tiir bir motiftir ve aileye ait
iiyelerin kinaz diizenleyicileri tarafindan fosforile edildigi, dolayisiyla da
“fosforilasyon motifi” olarak bilinen kisimdir. Inaktif kinazlarin konformasyonu
disiiniildiigiinde DFG boélgesi ile N-terminal ug¢ arasindaki etkilesimler sayesinde
kii¢iik ve biiyiik loblar agik yapida (fosforile edilebilecek sekilde) tutulmaktadir.
DFG ve APE motifleri arasinda bulunan segmentin fosforilasyon ile
modifikasyonu sayesinde biiyiik ve kii¢iik kinaz domainlerinin dogru bir sekilde
pozisyon degisikligi gecirmesini tetikler ve boylelikle aktif form olusur [7, 55,
58].

1.5. Protein Kinazlarin Kontroliine Katildig1 Biyolojik Durumlar

Canlilarin yagsamsal siirecleri boyunca gerceklesen gen ekspresyon
profilleri siirekli olarak ¢esitli uyaricilar tarafindan diizenlenmektedir. Hiicre
membranmi gegebilen lipofilik sinyal molekiilleri disinda transkrpisiyon
aktivitesinin diizenlendigi ortak mekanizma hem prokaryotlarda hem de
okaryotlarda protein fosforilasyonudur [59]. Protein fosforilsyonu, transkripsiyon
aktivitesinin hizli bir bigimde ger¢eklesmesinin gerekli oldugu durumlarda tercih
edilen bir tiir translasyon sonrasi modifikasyondur ve ileri derece onemli bir
modifikasyon tiirtidiir [7, 59]. Bir molekiiliin fosforillenmesi o molekiilii aktive ya
da inaktive edebilmektedir. Ornegin bir transkripsiyon faktdrii olan cJun’in hem
N-terminal ucunda hem de DNA’ya baglanma bdlgesine yakin bir konumda
fosforilasyon bolgeleri vardir. cJun’in N-terminal ucundan fosforillenmesi
(MAPK ailesi tiiyeleri tarafindan gerceklestirilir) cJun’t aktive ederken, DNA

baglanma bolgesine yakin konumundan fosforillenmesi cJun’1 inaktive etmektedir

[7].

Protein fosforilasyon dongiisiinii etkinlestiren ii¢ biiyiik sinif stimiilasyon
vardir. Bunlar; hiicre disindan gelen sinyaller, hiicre siklusu kontrol noktalar1 ve

cevresel ve besin azligi stresleridir. Bu tiir etkilerin sebep oldugu protein



fosforilasyon dongiileri birbiriyle paralel veya capraz etkilesimli bir sekilde
calismaktadir. Ornegin bircok memeli biiyiime faktorii hiicrelerin hiicre siklusuna
girisini tetiklerken, mayanin eslesme faktorleri ve TGF Beta gibi bazi memeli
biiylime faktdrleri hiicre siklusuna girigi bloke eder. Ayni sekilde maya da besin
kithgmna bagli strese cevap olarak hiicre siklusuna giris bloke edilmektedir [32,

60].

Hiicre Dis1 Sinyaller: Hiicrenin protein fosforilasyonu yoluyla cevap
olusturdugu uyaricilar icinde en fazla yer alan ekstraseliiler kaynakli sinyallerdir.
Bu tiir ekstraseliiler sinyaller icinde hormonlar, norotransmitterler, biiylime ve
farklilasma hormonlari, ekstraseliiler matriks molekiilleri, komsu hiicrelerle
iletisim ve adhezyon olaylarina katilan membran proteinleri yer almaktadir.
Genellikle ¢ok hiicreli organizmalarda bulunan bu gibi uyaricilarin benzerleri tek

hiicreli 6karyotlarda da mevcuttur [32, 60].

Hiicre Siklusu Kontrol Noktalari: Hiicre bdliinmesi esnasinda
gergeklesen DNA replikasyonu ve mitoz hiicre siklusunun belirli noktalarinda
zamanlama bakimindan tam bir kesinlikle ger¢eklesmek zorundadwr. Hiicre
siklusu kontrol noktalari; bir onceki fazda gerceklesmesi gereken mitoz ve kardes
kromatitlerin duplikasyonu gibi olaylarin tamamlanip tamamlanmadiginin kontrol
edildigi ve aksi durumda hiicre siklusunun durduruldugu noktalardir. Siklus
icindeki herhangi bir proses tamamlandiginda bir sonraki faza gegis protein
fosforilasyonu sikluslar1 ile tetiklenmektedir. Burada 6zellikle rol alan protein
kinazlar sikline bagimli protein kinaz (CDPK) ailesi iiyeleridir. CDPK iiyeleri
ayni zamanda biiyiime ve farklilagsma hormonlar1 gibi ekstraseliiler sinyaller ve de

besin durumu ile ilgili faktorler tarafindan da uyarilmaktadir [32, 60].

Achk ve Cevresel Stresler: Tek hiicreli okaryotik organizmalar igin,
bulunduklar1 ortamin besin iceriginin kontrol edilmesi hayati bir O6nem
tasimaktadir. Ortamda eksilen bazi esansiyel besin maddeleri ile olusan aglik
durumuna hiicrenin verecegi cevabi olusturan ¢ok sayida protein kinaz sitemi
bulunmaktadir. Ornegin maya icin, glukoz yoklugunda Snfl, fosfat yoklugunda
Pho85 ve aminoasit yoklugunda Gen2 protein kinazlar1 aktive olmaktadir. Cok
hiicreli organizmalarda ise hiicreler genellikle besin bakimindan icerigi nadiren

degisen bir ortam i¢ine godmiilii olduklarindan, tek hiicrelilerde acliga karsi
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olusturulan cevapta etkin olan protein kinazlarin benzerleri sicaklik soku gibi

cevresel stres kosullarinda aktif olmaktadir [32, 60].
1.6. MAPK Ailesi Protein Kinazlar

Ik kez 1987 yilinda tanimlanan MAPK ’ler sekiz biiyiik 6karyotik protein
kinaz ailesinden biri olan CMGC ailesine dahildir [61]. CMGC ailesi; CDK
(siklin bagimli kinazlar), MAPK (mitojenlerle aktive olan protein kinazlar),
GSK3 (glukoz sentez kinazlar) ve Clk (Cdc benzeri kinazlar) olmak {izere dort
alt-aile icermektedir. MAPK alt ailesi; CMGC ailesinin prototipi olarak kabul
gormektedir [7, 55]. CMGC ailesi protein kinazlar, dolayisiyla da MAPK ler, alt
bolgeleri X ile XI arasinda bulunan insersiyonlar sebebiyle diger protein kinaz
domainlerine gore daha biiyiik bir domaine sahiptirler [6]. MAPK ailesi tiyeleri,
P+1 bolgesinde Pro bulunan substrartlar1 fosforillemeleri bakimindan ve
fosforilasyonda Ser aminoasitlerini tercih etmeleri bakimindan “proline directed

ser-thr kinases” olarak isimlendirilmislerdir [7].

MAPK ailesi iiyelerinin olusturdugu sinyal ileti agi, Okaryotik hiicre
regililasyonunda gorev alan en genis mekanizmalar arasinda yer almaktadir [7].
Biitiin okayotik hiicrelerde birbirinden ayr1 kiimeler olusturan sinyal gruplarina
cevap olusturabilmek maksadiyla 6zellesmis birden fazla sayida MAPK sinyal
yolag1 bulunmaktadir. Boylelikle hiicreler ayni anda farkli kiimelerden gelen

sinyallere kars1 uygun hiicresel cevabi olusturabilmektedir [7, 15] .

MAPK yolaklar1 ¢ok ¢esitli reseptor aileleri yoluyla etkilesim olusturan
cok genis ve farkli uyaricilar -hormonlar ve biiyiime faktorleri- tarafindan aktive
olurlar ve aktivasyonlarinda rol alan reseptorler icinde reseptor tirozin kinazlar,
sitokin reseptorleri, GPCR, Ser-Thr Kinaz reseptorleri yer almaktadir [7, 15, 16,
62]. Bu reseptorleri uyaran sinyal molekiilleri arasinda ise hormonlar, biiyiime ve
farklilagsma faktorleri (insiilin, EGF, PDGF, FGF / ANG II, endotelin, TNF gibi),
viral enfeksiyonlar, kanser yapicilar ve ¢evresel stresler yer almaktadir [14, 15].
MAPK’ler ayrica, mayoz, mitoz ve farklilasmis hiicrelerde olusan mitoz sonrasi
fonksiyonlara da katilmakta ve hareket, metabolizma, programli hiicre 6liimii gibi

hiicresel aktiviteleri diizenlemektedirler [16].
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1.7. MAPK Sinyal Ag1 ve Kontroliine Katildig:1 Biyolojik Durumlar

MAPK sinyal aglar1 evrimsel olarak korunmus ardigik bir sekilde aktive
edilen ii¢ bilesenden meydana gelmektedir. Tiim MAPK yolaklarinin merkezinde
ii¢ grup enzim (MAPKKK, MAPKK, MAPK) bulunmaktadir ve MAPKKK—
MAPKK— MAPK siralamasiyla birbirlerini fosforillerler [14-16, 62-64]. Bu
modiiliin en {istiinde bulunan MAPKKK {iyelerinin N-terminal kisimlarinda
diizenleyici domainler bulunurken C-terminal domainlerinde ise protein kinaz
domaini  bulunmaktadir.  Genellikle = STE20/PAK  kinazlar  tarafindan
fosforillenerek, ya da kiigiik GTP baglanir proteinler ile (Ras ve Rho ailesi liyeleri
gibi) etkilesime girerek aktive edilirler [65-67]. Ser/Thr kinaz olan MAPKKK’ler
aktive edildiklerinde modiildeki ikinci grup kinazlar1 (MAPKK) Ser ve Thr
aminoasitlerinden fosforilleyerek aktive ederler [66, 67]. Bir organizmada MAPK
modiiliinii olusturan ti¢ kinaz ailesi icinde MAPKKK ’ler sayis1 MAPK lere ya esit
ya da daha fazladir [66, 67]. MAPKKK’lerin genellikle sayica daha fazla
olmasinin olas1 sebebi; organizmanimn/hiicrenin karsilastig1 yiiksek cesitlilikteki
sinyal sayisindaki fazlaliga karsi secici bir cevap olusturulabilmesine olanak
tanimasidir. Bu yolla sinyaller ayirt edilebilmekte ve uygun cevap es zamanli
olarak olusturulabilmektedir. Bir diger olasilik da MAPKKK lerin substratlarinin
sadece MAPKK ler ile sinirli olmamasidir. Bir MAPKKK olan MEKK1’in hem
MAPK-JNK yolagin1 hem de NFkB yolagmni diizenlemesi bu duruma 6rnek olarak
verilebilir [15, 66-69]. MAPKKK’ler tim MAPK modiili i¢inde ‘“sinyal
toplayici — dagiticr” tek birimdir [70].

MAPKKK’ler tarafindan fosforillenen MAPKK’ler substratlar1 olan
MAPK’lerin aktivasyon loplarinda bulunan hem Thr hem de Tyr’ni fosforile
edebilme ozelliklerinden otiirii ¢ifte spesifiteli kinazlar olarak bilinmektedirler
[71]. Sinyal modiiliiniin merkezinde yer alan MAPKK’ler, MAPKKK’ler kadar
yiiksek sinyal Ozgiinliigiine sahip degildirler, dolayisiyla da sadece sinyal
toplayici1 noktalar olarak gorev yapmaktadir ve genellikle sayica MAPKKK ve
MAPK’lerden daha az bulunmaktadirlar [66, 70]. MAPK’ler ise ag icinde
yukaridan asagiya dogru toplanan sinyalleri uygun efektorlere iletmekle gorevli
sinyal dagiticilar’dir [70]. MAPKK ’ler tarafindan fosforillenerek aktive edilen
MAPK ailesi iiyeleri aktivasyon loplarinda TxY motifi tasimalar1 ile diger

iiyelerden ayrilirlar.
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S.cerevisiae’de farkli hiicresel prosesleri kontrol eden bes ayri MAPK
yolagi belirlenmistir. Bu yolaklarm kontrol ettigi biyolojik olaylar sirasiyla;
eslesme (mating) , sporiilasyon, hiicre duvari biitiinliigliniin saglanmasi (cell wall
integrity), yaylimci boliinme (invasive growth) ve yiiksek ozmolariteye cevaptir.
Ornegin yiiksek ozmolariteye cevabin olusturuldugu MAPK yolagi HOG (high
osmolarity glycerol-1) yolagi olarak adlandirilmistir. Hiicrenin bulundugu
ortamdaki ozmolaritenin yiikselmesi durumunda HOG-1 yolag1 aktive olarak
ozmotik dengeleyici gliserol’iin iiretilmesi saglanir. HOGI1’in ayn1 zamanda
sicaklik soku (heat shock), oksidatif stres ve sitrik asite karsi cevap olusturdugu
bildirilmistir [30, 67]. Eslesme feremonuna (mating pheromones) karsit Fus3 ve
Kssl aktive olarak eslesme cevabi olustururlar. Kssl ayni zamanda diploid
hiicrelerdeki yalanci hif gelisimde ve haploid hiicrelerideki yaylimc1 boliinmede
onemli bir rol almaktadir [72]. Ayrica Kssl’in hiicre duvari biitiinliigliniin
saglanmas1 yolagina da katildig1 bilinmektedir. Slt2 ise birbirinden farkh ¢evresel
stresler altinda hiicre duvari biitiinliigliniin saglanmasi yolaginda gorev almakta

olan diger bir MAPK dir [72].

Mayada bulunan MAPK yolaklar1 ¢ok farkli kosullara karst modiiller
halinde organize olmuslardir.  Modiiller seklinde gerceklesen bu tir bir
organizasyon sayesinde MAPK yolaklar1 ile ger¢eklesen sinyalizasyonun hiicrede
olusan diger sinyalizasyon olaylarindan ayrilmasi saglanir [66]. Modiiller
organizasyonun diger bir katkist da, belli bir MAPK’in birden fazla MAPK
modiilii i¢cinde, olusturulan cevabin 6zgiinliigiinii bozmadan gérev yapabilmesini
saglamasidir. Modiiller arasindaki capraz etkilesimi ve modiillerin igerdikleri
MAPK’lerin fonksiyonellige gore organizasyonunu sagladigi diisiiniilen
mekanizmanin arkasinda yatan iki temel etmenden biri MAPK’ler iizerinde
bulunan 06zgilin baglanma domaileri iken digeri. MAPK iskele (scaffold)
proteinleridir [66, 73]. Ornegin mayada bulunan Ste5 iskele proteini, enzimatik
olarak herhangi bir fonksiyonel bolgeye sahip olmamakla birlikte mayadaki
eslesme yolagi icin esansiyeldir. Ste5 secici olarak bu yolakta yer alan Stell
(MAPKKK), Ste7 (MAPKK) ve Fus3 (MAPK)’e baglanir ve modiiliin {ist
aktivatorlerle etkilesimini saglar [66, 73]. Memelilerde de MAPK modiillerinde
gorev yaptig1 disiliniilen benzer iskele proteinleri belirlenmistir (JIP1, JIP2,

JSAP1, JLP, KSR) [73].
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Iskele proteinlerinin bir diger dnemi de MAPK yolaginda olusan sinyal giiciiniin
ve siiresinin belirlenmesinde etkin olmasidir [74], ¢iinkii herhangi bir sinyalin
hiperaktivasyonu yani sinyal yogunlugu ya da aktive edilme siiresinin normalden
fazla olmas1 hiicrelerde 6liimciil sonuglara sebep olabilmektedir [75]. Bu tiir bir
dengesizligin olusmasmi 6nlemek konusunda iskele proteinleri disinda etkili olan
bir diger molekiiler mekanizma i1se protein fosfatazlar tarafindan
gerceklestirilmektedir [75]. Aktivasyon loplarindaki Thr ve Tyr aminoasitlerinden
fosforillenerek  aktive edilen MAPK’ler aym1 sekilde Thr ve Tyr
aminoasitlerindeki fosfatlarin uzaklastirilmasiyla defosforile edilerek inaktive
olurlar ve bunu gerceklestiren protein fosfatazlar “cifte spesifiteli protein
fosfatazlar” dir (DSPs- Double Specifity Protein Phosohotases). Buna ek olarak
“protein tirozin fosfatazlar” ve “protein serin/treonin fosfatazlar” da MAPK yolagi
icinde diizenleyici gorev yapmakta olan diger iki grup protein fosfatazi

olusturmaktadir [75].

Karmasik sinyal ag1 iginde MAPK’ler iizerinde bulunan 6zgiin baglanma
domaileri spesifik etkilesimleri garantileyen diger bir mekanizmay: etkin
kilmaktadir ve bu mekanizma MAPK’lerle etkilesen proteinler iizerinde bulunan
ve “MAPK docking sites” olarak isimlendirilen kisimlar tarafindan
gerceklestirilmektedir [76, 77]. Bu kisa aminoasit dizileri MAPK ler {izerindeki
“baglanma bolgeleri” ile etkilesir ve bdylelikle MAPKK—MAPK aktivasyonu,
MAPK—Substrat fosforilasyonu ve MAPK defosforilasyonu gibi etkilesimlerin
Ozgiin bir bicimde gerceklesmesi saglanir [76, 77]. Ancak bu giine degin hakkinda

en fazla ¢aligma yapilan bolge D bolgeleri olarak bilinir.

D Bolgesi; MAPK’lerle etkilesen MAPKK’lerde, transkripsiyon
faktorlerinde, iskele proteinlerinde ve MPK’larda bulunan “ MAPK baglanma
bolgeleri bulunduklari proteinlere gore “docking site”, “D Domain” ve 6 Domain™
gibi ortak isimlerle adlandirilmistir. Ancak bu bolgelerin tiimii, sahip olduklar1
ortak 6zellik bakimindan tek bir isim altinda “ D Bolgesi” ad1 altinda toplanmistir
[64]. MAPKK’lerde, MAPK substratlarinda, fosatazlarda ve iskele proteinlerinde
bulunan D Bolgeleri iizerinde yapilan mutasyon caligmalari ve kristalografik
calismalar, bu bolgelerin MAPK’ler {izerinde ayni bdlgeye baglandiklarmi
gostermistir. D bolgesinin tasidigi uzlasma dizisi olan (Arg/Lys)2-(X)2-6-Oa-X-
Op (D ve Op hidrofobik aminoasitler Leu, Ile, ya da Val’i temsil etmektedir)
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iizerindeki bazik aminoasitler, MAPK’lerin ylizey kisminda bulunan asidik bir
yama ile elektrostatik olarak etiklesirken [64, 78], hidrofobik kismilar da bu
etkilesime 6nemli dlgiide katilim yapmaktadirlar [79]. D bolgelerine ilave olarak
baz1 diger tamimlanmis diger bir bolge de FXFP (Phe-X-Phe-Pro) bolgesidir ve bu
bolge D bolgesinin baglandigi bolgeden farkl bir yere baglanmaktadir [80, 81].

CD Bolgesi; D bolgelerinin MAPK ’ler lizerinde etkilestikelri bolge ise CD
(Common Docking ya da Cognate Docking Domain) bdlgesi olarak
tanimlanmistir. CD bdlgesi, MAPK’lerin aktif bolgesinin sirtinda (zit yoniinde)
yer almaktadir [64, 78-80, 82]. Buraya baglanan MAPKK, MAPKAP ve
fosfatazlar, N-Terminal kisimlarinda yer alan D Bolgeleri vasitasiyla MAPK
iizerindeki CD bolgesi ile etkilesirler. CD bolgesi asidik bir yama seklindedir ve
bu yama hidrofobik aminoasitler ile ¢evrilmis durumdadir. MAPK’ler iizerindeki
yeri aD-aE ve B7-B8 arasinda kalmaktadir. CD bolgest MAPK’lere baglanan
substratlarda goriilen ve bazik aminoasitlerle hidrofobik aminoasitlerin
olusturdugu D bolgesine baglanma dizisini icermektedir. Biitiin MAP kinazlarda
korunmus olan bu bolge DXX(D/E) motifi sergilemekte ve korunmus kinaz
katalitik bolgesininin hemen ardindan gelmektedir. Burada bulunan asidik
aminoasitler olasilikla substratlarin D bdlgelerine ve diger baglanma bdlgelerinde
bulunan bazik aminoasitlere baglanmaktadir. Aktif ve inaktif MAPK formlar1
arasindaki en biiyiikk yapisal degisikliklerin gozlendigi CD bolgesinde yer
almaktadir. Ancak CD bdlgesinin baglanma iizerindeki etkinligi, birbirinden farkli
bircok MAP kinazin gosterdigi farkli baglanma 06zglinliiklerini tek bagsma
aciklamaya yetmemektedir. Bunun iizerine yapilan calismalar sonucunda CD
bolgesine ilaveten yeni bir bolge daha belirlenmistir. Bu bolge MAPKAP’lerle
olusan karsilikli baglanma etkilesimine katilmaktadr ve ED bdlgesi olarak
isimlendirilmistir. ED bolgesi de aktif merkezin aksi kisminda yer almaktadir. ED
bolgesi MAPKAP (MAPK’lerle aktiflesen Protein Kinazlar) etkilesimlerinde
gereklidir ve B7-B8 bolgesinde yer alir [64, 78-80, 82].

ED ve CD bdlgelerinin bulundugu sterik oluk (groove) genel baglanma
olugu olarak gorev yapmaktadir. MAP kinazlarla etkilesen her tiir proteinin bu
bolgeye baglanmasi gerekmektedir ve bu bolgedeki her bir aminoasit her
baglanma reaksiyonuna farkli sekilde katilmaktadir. MAPK’ler, yolagi olusturan

ist ve alt elemanlarla etkilesimi esnasinda CD/ED bdlgesi siklikla
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kullanilmaktadir. MAPK’ler iist elemanlar tarafindan fosforillenirken en az iki
noktada fiziksel kontak kurarlar. Ayni sekilde substratlarmdan biri olan
transkripsiyon faktorleri ile etkilesirken bir yandan substrat {izerinde bulunan
PXS/TP ya da S/TP motifi ile etkilesirken diger yandan D-CD bdélgesi etkilesimi
ile iligki kurarlar (Sekil 1.2) [79-82].

MAPK
\) ~@—— aktivasyon
‘0‘0. loop'u
D Bdlgesi .
CD Bolgesi
CD Bdlgesi

Substrat lizerindeki
hedef bolgeler

Sekil 1.2: MAPK enzimlerinin aktivator ve substratlariyla etkilesimi. A: MAPK
aktivasyonu esnasinda MAPKK ve MAPK’in birbiriyle etkilesimi. MAPKK’ler tasidiklar1t D
bolgesi ile MAPK’lerin CD bdlgesine baglanirlar. B: Substrat fosforilasyonu esnasinda substrat ve
MAPK lerin etkilesimi. MAPK’ler substrarlarinda bulunan D bolgesi ile sahip olduklari CD
bolgeleri ile etkilesirler. Substratlar {izerinde bulunan etkilesim bolgeleri. ( Bardwell, L., 2006.
Mechanisms of MAPK signalling specificity. Biochemical Society Transactions, 34, sf.838 deki
sekilden adapte edilmistir.)

Klasik MAPK’lerden farkli olarak; tasidiklar1 C terminal kisminin
normalden fazla uzun olmasi, proteinlerin normalden biiyiik olmasi, fosforilasyon
motiflerindeki farkliliklar, bilinen MAPK aktivatorlerinden farkli proteinler
tarafindan aktiflestirilebiliyor olmalar1 ya da otonom olarak kendi kendini
fosforile ederek aktive olan ya da aktivasyonunu yitiren baska bir grup MAPK’de
mevcuttur. ERK3, ERK4, ERKS, ERK6, ERK7 ve ERKS8 gibi MAPK iiyeleri bu
grupta bulunmaktadir [83]. Arastirmalar bu grup MAPK iiyelerinin bir kisminda
(ERK7 ve ERKS8 gibi) CD bolgesi gibi bilinen klasik oturma bdlgesi

bulunmamaktadir. Dolayisiyla da st ve alt yolak elemanlariyla olan
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etkilesimlerinde, alisilagelmisin diginda bir iligkinin s6z konusudur. Ayrica, klasik
aktivasyon domaini igceren bazi MAPK’lerin de CD bdlgesi icermedigi

bilinmektedir [20, 22].
1.8. MAPK’lerin siniflandirilmasi

MAPK ’lerin smiflandirilmasi konusunda yapilan ilk detayli ¢alisma Kiiltz
[11] tarafindan gercgeklestirilmis olup giiniimiizde de biiyiik dl¢lide gecerliligini
korumaktadir. Kiiltz [11], farkli canli gruplarindan gelen 93 adet MAPK
aminoasit dizisi ile yaptig1 smiflandirmada MAPK ailesi tiyelerini diger protein
kinazlardan ayirt etmeye yonelik olarak bir uzlasim dizisi tespit etmistir. Buna
gore MAPK’ler arasinda korunmus uzlasim dizisi relative characterisation of

t.thermohila rela [TS]

XX [LIVM] XT [RK] [WY] YRXPX [LIVM] [LIVM] olarak
belirlenmistir ve  MAPK ailesi {iiyelerinin diger protein kinazlardan ayirt
edilmelerinde giiglii bir kriterdir [11, 62]. Kiiltzin [11] yaptig1 siniflandirmada A,

B ve C olarak isimlendirilmis ii¢ ana grup olusmustur

A Grubu ( SAPK) : Stres ile aktive dilen protein kinazlarin olusturdugu
SAPK alt gurubu en az {i¢ alt-aileden meydana gelmektedir. Alt ailelerin disinda
olan ancak SAPK alt gurubuna dahil bir dizi olan C. elegans SAPK proteini,
belirlenen alt ailelerden higbirisine uygunluk gostermemektedir. Digerlerinden
farkli olarak TQY fosforilastyon motifi tasimakta olan C. elegans SAPK diger
tiim SAPK altailelerinden filogenetik olarak da ayrilik gostermektedir. Alt-aileler
srrasiyla soyledir; (1) SAPK1, (2) SAPK2, (3) YSAPK, (4) C.elegans SAPK [11].

B Grubu (ERK) : Ekstraseliiler sinyallerle diizenlenen protein kinazlar
olarak adlandirilan ERK alt gurubu; en az bes alt-aile icermektedir. Bu aileye
dahil olan iki protein bes altailenin hi¢birine uygunluk gostermemektedir. Bu
dizilerden biri olan Dictyostelium discoideum ERKa hem PERK hem de YERKI1
altailesi ile iligskili goriilmekle birlikte dizilerindeki dikkate deger farklilik
sebebiyle herhangi bir guruba dahil edilememistir. Dizi benzerligindeki
zayifligiyla beraber dallanma bdlgesindeki nispeten diisiik bootstrap degeri de bu
durumu desteklemektedir. Diger dizi olan yeast SMKI1 ise sahip oldugu TNY cifte
fosforilasyon motifi iiglincii YERK altailesini (YERK1 ve YERK2 ye ilaveten)
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olusturacak gibi durmaktadir. Bu alt grup icin tespit edilen alt-aileler sirasiyla; (1)
PERK, (2) YERKI, (3) YERK2, (4) ERKI1, (5). ERKS, (6) Dictyostelium
discoideum ERKa, (7) Yeast SMKI [11].

C Grubu (MAPK3): MAPK3 alt-gurubu ise, diger iki grupla 6nemli
kabul edilebilecek bir dizi benzerligi igermeyen dizilerden olusmaktadir.
Tanimlanabilen sadece bir adet alt-ailesi vardir ve bu alt aile “Hayvan MAPK3
alt-ailesi” olarak isimlendirilmistir. Bu gurubu olusturan dizilerin 5 tanesi
protista’dan gelmektedir. Ayrica alisilmadik insan ve sigan MAPK’leri ve
Caenorhabditis elegans ve Dictyostelium discoideum’dan gelen MAPK dizileri de
bu alt-ailede bulunmaktadir. Bu smiflandrmada degerlendirilen protista
MAPK ’leri diger gruplarda diisiik derecede dizi benzerligi gostermektedir ve alt-
aile olusturup olusturamadiklarina dair herhangi bir veri elde edilememistir
dolayisiyla, Kiiltz’iin [11] elde edilen yeni MAPK dizileri ile bu smiflandirmanin

gozden gegirilmesini gerekli oldugunu vurgulamaktadir [11].

1.9. Cahisma Organizmasi: Tetrahymena thermophila

Ilk kez Antony van Leeuwenhoek tarafindan 1678’de “animalcule-kiigiik
hayvancik” olarak genel bir isim altinda toplanan organizmalar i¢inde bulunan
[23] Tetrahymena’nin tiirlerine ait suslarin laboratuar kiiltiirii  haline
getirilebilmesi ilk kez 1923’de Andre Lwoff tarafindan basarilmistir [84, 85].
1940 yilinda agiz yapisinin (oral apparatus) dort zarli bir yapi oldugunu
tanimlayan Furgason, organizmaya “dort zarli” anlaminda “Tetrahymena” cins
ismini vermistir. 1951 yilinda eslesmeme tiplerinin David Gruchy tarafindan
tanimlanmas1 ile Tetrahymena iizerinde yapilan calismalar yogunlagmis ve
1976’da Nanney ve McCoy yiiksek sicakliga toleransi ile diger Tetrahymena
tiirlerinden ayrilarak Tetrahymena thermophila olarak isimlendirmistir [86].
Ornegin T.pyriformis i¢in maksimum sicaklik 34°C iken T.thermophila igin
optimum sicaklik 35C°’dir ve yasayabilecegi en yiiksek sicaklik 41°C—42°C
olarak belirlenmistir. Nanney ve arkadaslar1 [87] 1998°de Tetrahymena tiirlerini
23sRNA dizilerine dayali olarak filogenetik olarak smiflandirmistir. Son olarak;
Histonlar, SSU rRNA ve telomeraz RNA (TER) dizileri ile yapilan filogenetik

analizler sonucunda Tetrahymena tirleri australis ve borealis olmak iizere iki
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biiyiik gruba ayrilmis ve bu smiflandirmada 7.thermophila, borealis grubuna dahil
olmustur [88].

Okaryotik organizmalarim rRNA dizi temelli filogenisinde olusan alt1
bliylik gruptan (Archaeplastida, Opisthokonta, = Amoebozoa, Rhizaria,
Chromalveolata, Excavata) Chromalveolata‘ya dahildir. Toxoplasma ve
Plasmodium gib1 parazitik tek hiicreli cinslerin i¢inde bulundugu bu grup;
Dinozoa, Apicomplexa ve Ciliophora olmak flizere ¢ smifa ayrilmistir.
Tetrahymena thermophila ise Paramecium (insan ve memelilerde sitma gibi
onemli hastaliklarin etmeni) ve Ichthyophthirius (balik paraziti) gibi onemli
tiirlerle birlikte Ciliophora’ya dahil olmustur. Ayrica, Excavata’da yer alan
Trichomonas, Giardia, Trypanasoma ve Leishmania gibi insan sagligi i¢in tehlike
arz eden cinslerin filogenetik olarak Tetrahymena’ya yakinhigi [89, 90] bu
organizmay1 potansiyel olarak asi gelistirimi i¢in uygun kilmaktadir [91, 92].
Tetrahymena’nin ekonomik olarak uygun besi ortamlarinda biiyiik miktarlarda ve
kisa zamanda {retilebiliyor olmasi endiistriyel biyoteknoloji alaninda protein

iiretimi i¢in aday bir organizma olmasina sebep olmustur [92].

Tetrahymena thermophila tipik 6karyotik hiicre 6zelliklerine sahip yliksek
organizasyonlu tek hiicreli okaryotik model organizmadir (Sekil 1.3). Sahip
oldugu yapisal ve fonksiyonel kompleksligi ile insan ve diger metazoonlara
benzemekte olup bazi durumlarda daha kompleks 6zellikler sergilemektedir [23].
Tath su ve goletlerde yasayan bu organizma biri kii¢iik digeri biiytlik iki niikleusa
sahip olmasiyla tipik silli organizma 6zelligi sergilemektedir. Bu niikleuslardan
kiiciik olam1 (MIC) mikrokromozom, ¢ok hiicreli organizmalarin iireme
hiicrelerindeki niikleus gibi seksiiel progeni ile aktarilan genetik bilginin
bulundugu 5 ¢ift metasentrik kromozomdan olusmus ve mitotik boliinen diploid
(2C) niikleustur. Vejetatif cogalma esnasinda MIC’de RNA sentezi ya da RNA
iceren yapilar (niikleolus, niikleer RNP) ya da ekspres edilen herhangi bir gen de
tespit edilememistir [23-25, 85, 93]. Biiyiik olan makroniikleus (MAC) ¢ok
hiicreli organizmalarin somatik niikleuslar1 gibi vejetatif cogalmada etkin olup,
asentrik kromozomlar gibi davranan yaklasik olarak 225 minikromozomdan

olusmaktadir [23-25, 85].
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Sekil 1.3: Tetrahyhmena thermophila’mn sematik gosterimi: Diyagramlarda hiicre
anteriror kismu iistte olacak sekilde konumlandirilmigtir. A: Niikleer organizasyon. Hiicrede tek bir
germinal mikroniikleus (Mi) ve buna ilaveten somatik makroniikleus bulunmaktadir (Ma). B:
Sitoplazmik organizasyon hiicrenin ventral (oral) yiizeyinden referans alinarak gosterilmistir. CR:
Cilary Rows, Toplamda 18-21 adet olan sil eksenleri, cBB: (cliated basal bodies) Silli kokler,
uBB: (un-cliated basal bodies) Silsiz kokler, LM: (longitudinal microtubule bands) Dikey
mikrotiibiil bantlar1, Cil: Siller, DCG: Yogun salglayici graniiller (Dense-core secretory granules,
ya da mukositler (Mc) olarak bilinen yapilar bir sil eksenine paralel olacak sekilde iki set halinde
bulunurlar. Tetrahymena’da bulunan ii¢ 6zel kortikal yap1 ise OA: Oral aparat Cyp: hiicre aniisi
(cytoproct) ve CVP: kontraktil vokuol porlar1 olarak gosterilmistir. Cst: OA’nin posterior ucunda
hiicre agz1 (cytsome) goriilmektedir. CV: Kontraktil vakuol FV: Besin vakuolleri (Asai, D.J.,
Forney,J.D., Tetrahymena thermophila. lllustrated ed. 1999: Academic Press.)

Minikromozomlar niikleer reorganizasyon sonucunda olusmus ve
kaynagmi mikroniikleustan alan poliploid kromozomlardir ve genomik igerikleri
yaklasik olarak 45C’dir. Amitotik olarak boliinen MAC minikromozom kopyalari,
boliinen hiicrelere rastgele bir sekilde dagilir ve yasam i¢in gerekli olan tiim

fizyolojik olaylar1 kontrol eder [23-25, 85, 93].

T.thermophila’nin eseysiz cogalmasi; kiiciik ¢ekirdegin mitoza girmesi,
bliylik c¢ekirdegin ise hiicre sitoplazmasinin enine bdliinmesi sirasinda
bogumlanmasiyla meydana gelir. Eseyli cogalma (konjugasyon) iki farkh eseye
(ciftlesme tipi) sahip ergin bireylerin a¢ kalmasiyla baglar ve hiicreler arasi
carpigsmalarla meydana gelen uyarici sinyaller sonucu agiz kisimlarinin birlesmesi
ve kiigiik cekirdegin mayozu ile devam eder. Eseyli iireme sonunda ¢iftlesmis
bireylerde bulunan yeni kii¢iik ¢ekirdek, déllenmis ¢ekirdekten (diploid) mitoz
boliinme ile meydana gelir. Yeni biiylik ¢ekirdek ise gelisen bu ¢ekirdegin bazi

genetik islemlerden (makroniikleer reorganizasyon) ge¢mesi sonucu meydana
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gelir. Eslerin eski biiylik ¢ekirdekleri bu esnada parcalanarak yok olur [23, 24,
93].

1.10. Tetrahymena thermophila Stres Biyolojisi

Okaryotik organizmalar cesitli ¢evresel streslerle karsilastiklarinda normal
sartlar altinda tirettikleri bazi hiicresel proteinlerin iiretiminde keskin bir azalmaya
eslik eden birtakim yeni set proteinlerin tiretimi sathasina gecmektedir [94, 95].
Strese karsi olusturulan cevap; gen ekspresyonunun kontroliinde rol alan temel
hiicresel proseslerin analizine olanak taniyan miikemmel bir modeldir. Biitiin
organizmalar ¢evrelerinde olusan degisikliklere dncelikli ve hizli bir sekilde cevap
olusturmak i¢in “sicaklik soku” ya da “stres proteinleri” olarak isimlendirilen bir
dizi proteini sentezler ve biriktireler. [96]. Tetrahymena hiicreleri yasadiklari
dogal ortam itibariyle siklikla; sicaklik, pH, iyonik konsantrasyon, oksijen
miktarindaki degisiklikler, besin kaynaklarmin durumundaki artis ve azaliglar gibi
degisikliklerle yiliz yiizedir. Dolayisiyla da bu tir c¢evresel degiskenlerin,
organizmanin adaptasyonu i¢in gerekli olan genlerin, ekspresyon profilinde
degisikliklere sebep olmasi beklenen bir sonugtur [97]. Her ne kadar Tetrahymena
hiicrelerinin aglik, sicaklik soku, osmotik stres, desilizasyon, oksijen kitligi,
arsenit ve infrared gibi kosullara kars1 olusturdugu adaptasyon mekanizmalarinin
fenotipik, fizyolojik ve molekiiler diizeyde arastirilmalar1 yapilmis ve bir takim
0zel polipeptitlerin sentezini artirdig1 belirlenmis olsa da fenotipik ve molekiiler
diizeyde meydana gelen degisikliklerin nispeten daha detayli olarak ¢alisildigr iki
kosul aglik ve sicaklik degisiklikleri olmustur [51, 52, 96-102].

T.thermophila’da achk stresi: T.thermophila hiicreleri inorganik besi
ortaminda ag¢ birakildiklarmda bir takim fenotipik degisiklikler gelistirirler.
Meydana gelen degisiklikler arasinda; viicut ylizeyinde normalden ¢cok daha fazla
sayida sil olusumu, hiicre posteriorunda normalden daha uzun kaudal silerlin
olusumu, oral membranellerde “deep pocket” formasonu olarak tanimlanan form
degisikligi, sivi akis1 esnasinda meydana gelebilecek siirtiinmeyr en aza
indirgeyecek sekilde viicut formasyonundaki degisiklikler yer almaktadir. Tim
bu degisiklikler hiicrelerin bulunduklar1 ortamda hizli bir seklide besin
bulmalarinm1 saglayacak bi¢imde yeniden apilanmalarini saglamaktadir. Meydana

gelen fenotipik degisiklikler hiicrelerin normalden 4-5 kata daha hizli hareket
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etmelerini saglamaktadir dolayisiyla da yeni fenotipe sahip hiicreler “rapid
swimmers” yani “hizhi yliziiciiler” olarak isimlendirilmislerdir. Ac¢ birakildiktan
5-7 saat sonra en yliksek sayiya ulasan hizli yliziicii formasyonu, tamamen stabil
bir formasyon degildir. Hizli yiiziicli fenotipi Tetrahymena’nin gegirdigi hiicresel
siklusa ait fazlarm herhangi biri ile iliskili olmamakla birlikte farkl eslesme
tiplerine ait hiicreler birlikte ag¢ birakildiklarinda hiicreler ya hizli yiiziici
formasyonu olusturur ya da esleserek konjugasyon yaparlar. Ancak hizli yiiziicli

formasyonu gdsteren hiicrelerin de eslesmem yapabildikleri gézlenmistir [103].

Tetrahymena’nin aglik karsisinda gosterdigi en 1yi bilinen gelisimsel cevap
ise konjugasyondur. Bu durum i¢in gerekli olan {i¢ 6n kosul swrastyla ; (1) farkli
eslesme tipine ait hiicrelerin bir arada bulunmasi, (2) hiicrelerin cinsel olgunluga
erismis olmas1 ve (3) hiicrelerin a¢ olmalaridir. Konjugasyonda birbirini takip
eden bir takim niikleer prosesler yer almaktadir. Bu prosesler sirasiyla;
mikroniikleer mayoz, postmitotik mitoz (ya da iiglincii prezigotik bdliinme),
gametik niikleusun olusmasi (proniiclei), ¢apraz fertilizasyon ve son olarak yeni
mikroniikleus ve makroniikleusun olusturulmasidir. Konjugasyon i¢in gereken
hazirlik siireci birbirini takip eden i1ki asamada gerceklesmektedir. Bu
asamalardan ilki olan “initiation” yani baglangic asamasi1 30°C’de en az 73 dakika
ortalama olarak da 2 saat slirmektedir ve gereken tek 6n kosul farkli esey tiplerine
ait hiicrelerin 6nceden a¢ kalmis olmasidir. Ikinci asama “Co-stimulation” ise
minimum 28 dakika, ortalama olarak 1 saat slirmektedir ve 6n kosulu ise
hiicrelerin “initiation” sathasmi ge¢irmis olmalaridir. Bu siire¢ farkli esey tiplerine

ait hiicrelerin birbirleriyle fiziksel olarak temas kurduklar1 sathadir [103].

Yapilan caligmalar Tetrahymena hiicrelerinin aclik stresine karsi
olusturdugu adaptasyonda ¢esitli mekanizmlarla gen ekspresyonunu diizenledigi
disiiniilmektedir. Translasyon seviyesinde etkin oldugu diisiiniilen mekanizmada
total protein sentezinde bir azalma goriiliirken 38, 70 ve 100-kDa’luk bazi
proteinlerin seviyesinde artig tespit edilmistir. Transkripsiyon seviyesinde ise
normal kosullarda ekspres edilmeyen 29-34-kDa ve 50-kDa’luk proteinlerin
ekspres edildigi gozlenmistir. Ayrica sicaklik stresi kosullarinda gozlenen strese
spesifik protein ekspresyon profili ile aglikta tespit edilen profil arasinda énemli
degisiklikler oldugu tespit edilmistir [97]. Bir diger calismada ise aglik stresi
altindaki Tetrahymena hiicrelerinde bazi “multi-stress-inducible metallothionein”
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ailesi Ttyelerinin ekspresyonunda artis oldugu [104, 105] belirlenmistir.
Tetrahymena’da uzun ve kisa siireli aclik durumlarinda iirettigi bazi hormonlar
bakimindan test edilmek i¢in 24 saatlik, 30 dakikalik aglik ve 24 saat agliktan
sonra 30 dakikalik besleme ile test edilmistir. 24 saatlik aclikta test edilen tiim
hormonlarda (B-endorfin, adrenokortikotropin (ACTH), seratonin, histamin,
insulin ve tritodothyronine-T3) bir artis oldugu gozlenirken 30 dakikalik aglikta
sadece seratonin miktarinda tespit edilebilir bir artis olmustur. 24 saat acliktan
sonraki 30 dakikalik besleme sonucunda ise B-endrofin ve histamin diizeyi bazal
seviyelerine gerilerken, ACTH ve seratonin kisa stireli a¢lik 6rneklerine nazaran
oldukca azalmistir. 24 saat siire ile aglik stresine tabi tutulan Tetrahymena
hiicrelerinde insiilin miktarinda bir artig oldugu tespit edilmistir [106, 107] benzer
bir sekilde artis B-endorfin, ACTH, seratonin, histamin, ve T3’de de tespit

edilmistir

T.thermophila’da sicakhk stresi: Genel olarak sicaklik soku fenomeni
organizmanin gen ekspresyon profilinde ve diger hiicresel aktivitelerinde
meydana gelen programli ve geri doniisiimlii degisiklikleri icermektedir. Ancak
organizmalar arasi bazi detaysal farkliliklar da sdz konusudur. Ornegin
Drosophila’da olusan sicaklik soku cevabi hem transkripsiyonel hem de post-
translasyonel seviyede olusruken [108] Xenopus oositlerinde cevap biiyiik oranda
translasyonel diizeyde gerceklesmektedir [109]. thermophila pyriformis’in
28°C’den 34°C’ye olan sicaklik degisimine normal hiicresel proteinlerin
sentezinde onemli derecede bir diisiisle cevap verdigi tespit edilmistir. Bununla
birlikte molekiiler agirliklar1 70-75 kDa ve 25-29 kDa arasinda degisiklik gosteren
iki major protein gurubunun ve 92, 58, 46 ve 35 kDa’luk sicaklik-soku
proteinlerinin sentesinde artis oldugu gozlenmistir [96]. Sicaklik degisikligine
kars1 kodlanan mRNA ‘larin kisa bir 6mre sahip olduklar1 da gosterilmistir [110,
111]. T.thermophila hiicreleri degisen sicaklik kosullarinda immiinolojik olarak
farklh peptitler iiretebilmektedir. Tetrahymena nin immiinolojik ylizey proteinleri
immabilizasyon antijenleri olarak bilinirler ¢iinkii bu pepetitlere kars1 olusturulan
antisera yasayan tetrahymena hiicrelerinin oldugu ortama eklendiginde hiicreler
hareketliliklerini yitirmektedirler. Immiinolojik olarak farkli olan en az bes adet
serotip vardir. Bu erotiplerin ii¢ adedinin sicakliga bagimlidir. Serotip H (Ser H1-

H4) 20-35°C’ arasinda ekspres edilirken serotip T 35 derecenin iizerindeki
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sicakliklarda ekspres edilmetedir. serotip L 35 derecenin iizerindeki sicakliklarda
iretilmektedir. Serotip L, 20°C’ninn altindaki inkiibasyon sicakliklarinda ekspres
edilmektedir. SerH proteinleri 44-58 kDA arasindadir ve sicaklika olusan
degisiklige 1 saat i¢inde cevap olarak olustururlurlar. SerH3 iin sentezi sicakliga
kars1 olusturulan cevapta yiiksek derecede regiile edilmektedir. 30°C’ ve 40°C’de
iiretilen Ser3 miktar1 nisbi olarak en az iki kat fazladir. Bunula birlikte SerH3
mRNA stabilitesi 30 ve 40 dercede gelisen hiicreler arasinda degisiklik
gostermektedir. 35°C’nin {izeridndeki sicakliklarda Ser3h {iretilmemektedir.
30°C’den 40°C’ye yapilan sicaklik degisikliginden sonraki 40 dakika i¢inde Serh3
mRNA seviyesi tespit edilemeyecek kadar azalmistir. Ayn1 hiicre popiilasyonu 30
°C’ ye alindiktan 60 dakika sonra ise Serh3 mRNA seviyesi %100 artmastir [S1,
96, 102, 110].

1.11. Tetrahymena thermophila MAPK Uyeleri ile Tlgili Cahsmalar:

Serbest olarak tatli su goletlerinde bakterilerle beslenerek yasayan T.
thermophila, diger organizmalarda oldugu gibi ¢evresel faktorlerin (6rnegin
mevsimsel ve gilinliik 1s1 degisimleri) direk etkisi altindadir [23, 25, 26]. Cevresel
faktorler hiicrenin ¢alisma mekanizmasi (lireme, hiicresel yapi, boliinme, biiyiime,
hareket ve stres adaptasyonu) iizerinde olumlu veya olumsuz etkiler meydana
getirir [23]. Cevresel sartlara adaptasyonun hizli bir sekilde saglanmasindan
sorumlu hiicresel sinyal ileti yolunun en 6nemli bilesenlerinden birisi olan MAPK
sinyal yolu diger organizmalarda cok iyi c¢alisilmis olmakla birlikte bu
organizmanin seviyesinde heniiz bilinmemektedir [15, 19, 20, 66, 67].
T.thermophila’nin g¢evresel stresler karsisinda olusturdugu adaptasyon esansinda
gorev yapan proteinlerin tespitine yoOnelik olarak yapilan c¢alismalarin ilk
orneklerinde ilk kez T.thermophila’da MAPK ailesi ile iliskili bir protein tespit
edilmistir. Sicaklik stresi ve osmotik stres kosullarinda gérev yaptigi tespit edilen
bu protein “MAPK iliskili protein kinaz olarak” tanimlanmistir [52]. Sonraki
yillarda 7. thermophila’dan 3 farkli MAPK cDNA’s1 Geri PZR (RT-PCR) ve 5’
ile 3> RACE (5 ve 3> ¢cDNA uglarin1 hizli iiretimi) teknikleri kullanilarak
klonlanmis ve bu yeni MAPK enzimleri MPK1, MPK2 ve MPK3 olarak
isimlendirilmistir [112, 113]. Bu ii¢ enzimin DNA diziminden yola ¢ikilarak
edilen tahmini aminoasit dizisinin analizi sonucunda, her ii¢ enzimin MAPK

enzimlerin katalitik kisimlarimda bulunan 12 adet alt-domainine (I-XI) sahip
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oldugu ortaya konulmustur. Ayrica sekizinci alt-domain de yer alan fosforilasyon
motifide MAPK ailesinin TXY motifini tasimaktadir. MPK1 ve MPK3’iin kinaz
aktivitesi, enzimlere 6zel Uretilen anti-peptid poliklonal antikorlar1 kullanilmasiyla
enzimlerin hiicresel (endojenik) formlarmin antikorla-¢okertilmis ve in vitro kinaz
reaksiyonuyla aktiviteleri analiz edilmistir. MPK2 ise yapisinda meydana getirilen
11 tane nokta mutasyondan sonra E.coli’de GST-MPK2 rekombinant proteini
olarak ftiretilmis ve izole edilen rekombinant enzim in vitro kinaz reaksiyonunda
kullanilarak kinaz 6zelligine sahip olabilecegi ortaya konulmustur. MAPK lerin,
BLAST analizi sonucu; bitki, bira mayas1 ve insana ait ERK grubu MAPK’lere
benzerlik gosterdiklerini ortaya c¢ikmistir. Bu enzimlerin hiicresel goérevlerinin
teorik olarak ortaya c¢ikartilmas: i¢in 28 farkli MAPK kullanilarak yapilan
filogenetik agac¢ analizi sonuglart MPK2’nin muhtemelen hiicre membranin
yapisinin kontroliinde ve MPK3’{in ise hiicre boliinmesi ve ¢iftlesmeyi kontrolde
rol alabilecegini Onerilmistir. MPK1’in ise gorevi ise tam olarak belirlenmemis
tek hiicreli organizmalarin MAPK’leri ile strese karst aktif hale gelen
p38/Hogl/Styl grubuna yakinlik gosterdigi ortaya cikmistir. Tetrahymena
thermophila SB210 susu’nun 2006 yilinda tamamlanan makroniikleer genom
projesinden [28] edinilen bilgiler 1s1¢inda biyoinformatik olarak 11 adet MAPK
iyesi varhigi tespit edilmistir. Bu 11 MAPK’den sadece 4 tanesi genom

projesinden Once tespit edilmis MPK1, MPK2, MPK3 ve MPK4 tiir.
1.12. Amag

Bu arastirma, T.thermophila MAPK ailesi liyelerinin degisik sartlar altinda
mRNA ifadesinin analizini ve iyelerin biyoinformatik karakterizasyonu

amaclamaktadir.
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyal
2.1.1. Cahsmada Kullanilan Organizmalar
2.1.1.1. Calisma Organizmasi: Tetrahymena thermophila

Calismada genom projesinde kullanilan ik olan Tetrahymena thermophila
SB 210 k1 kullanilmistir. Organizma Dr. Orias Eduardo’dan (Department of
Molecular, Cellular and Developmental Biology University of California, Santa
Barbara/USA (orias@lifesci.ucsb.edu) temin edilerek kullanilmistir. Konjugasyon
deneylerinde ise “Tetrahymena Stock Center, Cornell University”’den temin edilen
ciftlesme paneli (Mating Type Panel #MTPO1) setinden Tetrahymena thermophila
Tip II es olarak kullanilmistir.

2.1.1.2. Klonlama Konakgisi: Escherichia coli XL 1 — Blue Irki

Klonlama konakgis1 olan Escherichia coli XL 1 — Blue ki satin alinarak
calismada kullanilmistir (Stratagene, katalog no 2000249). Bu rkin 6zelligi uygun
plazmitler ile pozitif kolonilerin se¢ilmesi i¢in mavi/beyaz tarama yapilabilmesine
olanak saglamasidir. Bu sayede klonlama verimi ve pozitif klon sayisina rahatca

ulasilabilir.

Irka ait rekombinasyon (rec4) ve endoniikleaz (endA) aktivitelerini yerine
getirecek enzim sistemleri baskilanmistir. Bu da plazmite klonlanan parcanin
bozunmadan kararli olarak tagmmasimni saglar. Ayrica mavi/beyaz taramaya izin
verecek bolge de genomuna yerlestirilmistir (lacl?Z4Am15). Irk besi yerinde pozitif
kolonilerin se¢imi i¢in mavi/beyaz tarama disinda tetrasikline direng 6zelligine de

sahiptir [114].
2.1.2. Cahismada Kullanilan Plazmit DNA’lar

Genin klonlanmasi ve rekombinant proteinin ifadesi i¢in iki farkli plazmit

DNA ticari olarak satin almarak ¢alismada kullanilmistir.
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2.1.2.1. pGEM®-T Easy Vector System I Klonlama Plazmitii

pGEM-T Easy plazmidi PZR ile iiretilen genlerin klonlanmas1 amaglanarak
iretilmistir (Promega, A1360). Plazmitiin klonlama bolgesine sarkik timin bazlar1
yerlestirilmis ve plazmit {izerinde bulunan 3’ uclarin fosfat gruplar1 ¢ikarilmstir.
Bu sayede plazmitiin ligasyon esnasinda halkasal yap1 olusturmasi engellenerek
klonlama etkinligi artirilmigtir. Bu tiir plazmitlere yapilacak olan klonlanmanin
gerceklesebilmesi i¢in klonlanacak parcanin ug¢ kisminda sarkan adenin bazi (kars1
iplikte tamamlayicis1 olmayan) olmalidir. Boylelikle klonlanacak pargada bulunan
sarkan A ile, plazmitte bulunan sarkan T ligasyon ile hibridize olur. Birlesmeyen
diger uglar ise konagin DNA onarim mekanizmalari tarafindan onarilir boylelikle

tam bir halkasal DN A molekiilii olusmus olur.

Klonlama bolgesi plazmit iizerinde B-galatosidaz enzimini lireten lac-Z geni
icerisine yerlestirilmistir. Bu sayede pozitif klonlarmn taranmasi kolonilerdeki renk
farliligma gore yapilabilmektedir. Klonlama 3 sarkik timin bazlar1 ile
yapilabilecegi gibi istenirse plazmitiin ¢oklu klonlama bdlgesinde bulunan

restriksiyon enzimlerde kullanilabilir (Sekil 2.1.) [115].

Xmn | 2009
Nae |
Scal 1890 \ 2707 17 1
1 start
f1 ori Apa I 14
Aatll 20
Sphl 26
BstZ | 31
Amp" Ncoll 37
P PGEM®-T Easy lacz Bstz| | 43
Vector Not | 43
T T

(3015bp) Sacll 49
EcoR | 52
Spe | 64
EcoR | 70
Not | 77
BstZ | 77
. Pstl 88
ori Sall 90
Ndel 97
Sacl 109
BstX1 | 118
Nsil 127
141

T spe

Sekil 2.1. pGEM®-T Easy Plazmit DNA yapisi: lacZ bolgesi coklu klonlama bolgesini de igeren
mavi/beyaz se¢ilimin olusmasi i¢in B-galaktosidaz kodlayan gendir. Amp" amfisilin antibiyotigine
kars1 direng genidir ve ori bolgeleri Plazmit DNA’nin konakg1 igerisinde ¢ogalmasi igin gerekli
replikasyon baslangi¢ noktalaridir [116[116].
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2.1.3. Cahismada Kullanilan Besiyerleri

2.1.3.1. LB (Luria-Bertani) Broth (Sivi) Besiyeri

Tryptone’dan 10 gr. (Fluka, katalog no T9410), 5 gr. Yeast Extract (Sigma,
katalog no Y1625), 5 gr. NaCl (Merck, katalog no 567441) erlende tartilarak 600
ml dH,O eklenir. Maddeler ¢oziindiikten sonra 1 It’ye tamamlanir. Istenilen
miktarlarda erlenlere aktarilarak boliiniir. 121°C’de 15 dakika otoklav ile steril

edilir ve oda sicakliginda muhafaza edilir.
2.1.3.2. LB (Luria-Bertani) Agar (Kati) Amfisilin Besiyeri

LB Agar ve 1000X amfisilin stok Soliisyonu kullanilmistir. LB Agar’dan 37
gr. tartilir ve dH,O ile 11t’ye tamamlanir. 121°C’de 15 dakika otoklav ile steril
edilir. 50°C’ye sogutulduktan sonra 1000x stok amfisilinden 1 ml. eklenerek son
hacimdeki amfisilin miktar1 100pg/ml olacak sekilde besiyeri hazirlanir. Steril
petri tabaklarma uygun miktarlarda (yaklasik olarak 20-25ml) dokiiliir ve ceker
ocakta kapaklar1 yar1 acik birakilarak nem uzaklastirildiktan sonra gece boyu oda
sicakliginda donmaya birakilir. Donduktan sonra petriler hava almayacak sekilde

posetlenerek 4 °C’de 1 ay ya da oda sicakliginda 1 hafta saklanir.
2.1.3.3. PPY Besiyeri

Proteaz Pepton’dan 10 gr. ve 1,5 gr. Yeast Extract bir erlende, 600 ml dH,O
ile manyetik karistirict yardimiyla ¢oziiliir. Daha sonra lizerlerine 1 ml 10 mM
FeCl,.6H,O eklenir, pH 7’ye ayarlanir ve dH,O ile 11t’ye tamamlanir. Istenilen

miktarlarda erlenlere aktarilir. 121°C’de 15 dakika otoklav ile steril edilir.
2.1.4. Cahismada Kullanilan Kimyasallar Ve Cozeltiler

e Amfisilin, (Sigma, A0104)
1000X stok soliisyon i¢in 1ml steril dH,O’da 100 mg amfisilin ¢6ziiliir,
filtre ile steril edilir ve 100 - 500 ul’lik hacimlere bdliinerek -20 °C’de
saklanir.

e Etidyum bromiir, (Sigma, E§751)
Son konsantrasyonu 10 mg/ml olacak sekilde 500 pl’lik hacimlerde

dH,O’da c¢oiizlerek stok soliisyon olarak hazirlanir ve 4 °C’de saklanur.
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Agaroz jel elektroforezi i¢in son hacimde 0,5 pg/ml olacak sekilde
kullanilir.

X-Gal, (Bio Basic, 12872)

100mg X-Gal 2 ml N,N’-dimethylformamid’de son hacim 50 mg/ml
olacak sekilde ¢oziilerek aliiminyum folyo ile kaplanmis ependorflarda -20
°C’de saklanir.

Gliserol (Sigma, G2289; Merck, 1.04092).

% 80 oraninda steril dH,O ile seyreltilerek kullanilmistir.

Trizma Base (Applichem A2264).

Tris HCI (Sigma, 05432).

EDTA (Fluka, 03620)

TE Tamponu (Tris-EDTA)

10 mM Tris-HCI pH 7,4 1le 1 mM EDTA, pH 8,0 esit hacimlerde
karistirilir.

10X TBE Tamponu (Tris-Borik Asit-EDTA)

108 gr trizma base ve borik asit 600 ml dH,O da ¢oziildiikten sonra 40 ml
0,5 M EDTA eklenir. Toplam hacim 1 It’ ye tamamlanar.

Etanol (Riedel, 071029)

Farkli konsantrasyonlarda etanollar kullanilmistir (% 70, % 75, % 90 ve %
100).

Kalsiyum Klorit, CaCl, 2H,0 (Sigma, C1016, Duchefa C0504).

7.34 gr CaCl, tizerine 1 It steril su ile hazirlanan ¢ozeltisi kullanilmistir.
Izopropanol (Riedel, 24137).

Fenol-Kloroform-Izoamilalkol (24:23:1) (Sigma, P2069). Birgok amag igin
kullanilan bu soliisyon Equlibration Buffer icermektedir. Genomik DNA
izolasyonu gibi yiiksek pH gerektiren uygulamalarda Equlibration Buffer
ile fenolik fazmn pH’s1 8 civarina yiikseltilmelidir (Fenolik faz sar1 ya da
kahverengi ise kullanilmamalidir). Bunun i¢in Fenol-Kloroform-
[zoamilalkol soliisyonuna Equlibration Buffer’in tiimii katilarak yavasca
karistirilir ve yaklasik 2-4 saat iginde (tercihen gece boyu) fazlar
ayrildiktan sonra DNA izolasyonunda kullanilabilir. Sonucta pH, 6.7+
0.2 ‘den 8.0 = 0.2 ye yiikselecektir. Tampon eklendikten sonra isiktan

koruyarak -20’de 1 yil saklanabilir. Fenol-Kloroform-Izoamilalkol’iin
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pH’nin pH metre ile dogru sekilde dlgiilmesi cok giictiir, bunun amag i¢in
pH kagitlar1 kullanilabilir.

Kloroform (Sigma, C2432).

TRIzol Reagent (Sigma, T9424).

Tween-20 (Polietilen Sorbitan Monolaurat) (Sigma P9416).

Borik Asit (BioBasic, BB0044).

Agaroz A (BioBasic, D0012).

MOPS (Applichem A2947).

Sodyum Kloriir NaCl (Merck, 1.06400).

Maleik Asit (Maleic Acid Disodium Salt Hydrate) (Aldrich, 234575).

10x MOPS Tamponu: 200 mM morpholineopropanesulfonic acid (MOPS),
50 mM sodium acetate, 20 mM EDTA ile hazirlanir. NaOH kulanilarak
pH 7,0’ye ayarlanir ve otoklavlanir. Otoklavlandiktan sonra ¢ozelti sariya
doniisecektir ancak bu durumun performans iizerinde bir etkisi yoktur.
RNA kosma tamponu i¢in 1:10 oraninda seyreltilmelidir.

%10 SDS stock solusyonu: Sodium dodecyl sulfate %10 (w/v) oraninda
suda ¢oziilir ve membran kullanilarak (0.2— 0.45 um) filtre edilir.

20x SSC: 3M NaCl ve 0.3 M sodium citrate (Trisodium citrate dihydrate)
kullanilir. pH 7’ye ayarlanarak otoklavlanir.

Low stringency yikama tamponu: 2x SSC (Stok 20x SSC’nin 1:10
diliisyonu), % 0.1 SDS (Stok %10 SDS’nin 1:100 diliisyonu)

High stringency yikama tamponu: 0.1x SSC (Stok 20x SSC’nin 1:200
diliisyonu), 0.1% SDS (Stok %10 SDS’nin 1:100 diltisyonu)

Maleic Asit Tamponu: 0,1 M Maleik asit ve 0.15 M NaCl kullanilarak
hazirlanir. pH, kat1 NaOH kullanilarak 7,5’a ayarlanir.

Deteksiyon Tamponu: 0,1M Tris-HCI, 0,1 M NaCl, pH 9.5

Yikama Tamponu: 0,1 M Maleik asit, 0.15 M NaCl; pH 7.5; %0.3 (v/v)
Tween 20

RNA yiikleme tamponu: 250 pl, %100 deiyonize formamid, 83 ul,
%37’lik formaldehid, 50 pl 10x MOPS tamponu, 10 ul, %I2.5
bromophenol blue, 50 pl RNase-free100% gliserol ve DEPC’li su ile 500

ul’ye tamamlanir.
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2.1.5. Cahismada Kullanilan Cihazlar

Etiiv (Genhart, Thermo Shaker THO 220), Santriflij (Thermo IC, Beckman
Coulter Microfuge 22R, ve Beckman Coulter Avanti J 30I), Otoklav (Eastern
Medical, Vertical Autoclave), PZR Cihaz1 (Biorad, iCycler thermal), Agaroz Jel
Elektroforez Aparat1 (Thermo EC25090), UV Jel Goriintileme Kabini (Uvitec
MO02 4611), UV Cross Linker (Stratalinker UV Crosslinker, Model 2400), pH
Metre (Orion), Vorteks (IKA MS2), Su banyosu (Memmmert D-91126), Is1 blogu
(Thermoblock Clifton B11), Nanodrop (Metek ND-100), Spektofotometre (UV-
2101 PC Shimadzu), Terazi (Ohaus pro AV812).

2.1.6. Calismada Kullanilan Kitler

QIAquick PCR purification kiti (Qiagen, 268106), QIAGEN plazmid mini
kit (Qiagen, 12123), pGEMTeasy plazmit sistemi (Promega, 212440), RNeasy
Midi Kit (Qiagen,75144), RevertAid first strand cDNA sentez kiti (Fermentas,
K1622), Genomic DNA Purification Kit (Fermentas, K0519), DIG DNA Labeling
and Detection Kit (Roche, 11093657910).

2.1.7. Cahismada Kullanilan Enzim Setleri

Taq DNA Polymerase, (Fermantas, EP0401), Pfu DNA Polymerase
(Fermentas, EP0501), SpeedSTAR® HS DNA Polymerase (Takara, RRO70A),
PrimeSTAR® HS DNA Polymerase (Takara, ROI0A), Rnase A Solution
(BioBasic), RQI1 Rnase-Free Dnase (Promega, M610A), Terminal
Deoxynucleotidyl Transferase, Recombinant (Promega, M828A).
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2.2. Yontem
2.2.1. Tetrahymena thermophila Hiicrelerinden Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA (gDNA) izolasyonu katalaz geninin genomik kopyasmin
iiretilebilmesi amaci ile yapilmistir. Uretilen bu genomik kopya ile Southern Blots
deneyi, DNA parmak izi analizi ve ekson/intron analizi yapilabilir. Genomik
DNA izolasyonu i¢in “Molecular Cloning: A Laboratory Manual” kitab1 temel
almarak olusturulan Dr. Harry van Keulen’nin laoratuvar protokolleri
uygulanmistir [117]. Taze olarak 30 ml steril PPY besiyerine ekimi yapilan hiicre
kiiltiiriic  gece boyunca calkalamali etiivde 120 rpm’de calkalamayla
biiyiitiilmiistiir. Ertesi sabah bulaniklik, koku ve mikroskopik gézlem kriterlerine
gore kontaminasyon gozlenmeyen kiiltiirlerden genomik DNA izolasyonuna
gecilmis ve bunun i¢in 7. thermophila hiicreleri oncelikli olarak 7000 rpm’de
santriifiijlenerek toplandiktan sonra iist sivi dokiilmiis ve elde edilen hiicre-
cokeltisi kullanilarak genomik DNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen genomik
DNA; sirasiyla spektrofotometrik 6lgiim ve % 1’lik agaroz jeldeki goriintiisii ile

RNA kontaminasyonu ve biitiinliigli agisindan kontrol edilmistir.
Genomik DNA izolasyonu protokolii:
Not: Calismada kullanilan santrifiij cihazi Thermo marka modelidir.

1) PPY besiyerine ekilen T. thermophila hiicreleri gece boyu 37°C ve 120
rpm’de biiyiitiiliir.

2) Gelisim istenilen diizeye erisince, 25 ml’lik hiicre kiiltiirii alinir ve 10 mM

Tris-HCI pH 7,5 ile yikanir.

3) 25 ml’lik yikanmis hiicre kiiltiirii 7000 rpm’de 10 dk. Santrifiij edilir. Az

bir miktar siipernatant tiipte birakilir ve geri kalan dokiiliir.
5) Hiicre peleti kalan siv1 igerisinde yavag bir bicimde calkalanarak ¢oziiliir.

6) Hiicre siispansiyonuna kendi hacmi kadar fenol:kloroform:izoamilalkol

(25:24:1) ilave edilir ve yavasca ters-diiz edilerek karistirilir.

7) Hiicre siispansiyonu 15 dk. 3500 rpm’de santrifiij edilir.
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8)

9)

10)

11)
12)
13)

14)

15)

16)

Satrifiij sonrasi iistteki sivi tabaka pastor pipetiyle (veya agzi jiletle kesilen

1000 pl’lik mikropipetle) alinir ve yeni bir tiipe aktarilir.

Aktarilan sivi miktar1 kadar tekrar fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1)
ilave edilerek yavasca ters-diiz edilir (ikinci phenol:chloroform

saflastirmast).
Karisim 15 dk. 3500 rpm.de santrifiij edilir.

8, 9 ve 10 'uncu adimalar bir kere daha tekrarlanir. Toplamsa 3 kez

fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1) muamelesi yapilir.
Ustteki s1v1 tabaka pastdr pipetiyle yeni bir tiipe alinir.
Alman miktar kadar izopropil alkol ilave edilir ve karigtirilir.
Karisim 13.000 rpm’de 2 dk santrifiij edilir.
Ust faz dokiiliir ve pelet kurumaya biralkilir.

Burada peletin tamamen alkolden arinmis olmasi gerekir. Bu

nedenle alkol ¢eker ocakta ya da konsantratérde de ugurulabilir.
Pelet kuruduktan sonra 100 pl TE ile ¢6ziiliir.

Elde edilen genomik DNA agaroz jel elektroforezinde ve

spektrofotometrede analiz edilerek kalitesi ol¢iiliir.

2.2.2. Tetrahymena thermophila Hiicrelerinden Toplam RNA izolasyonu

Toplam RNA izolasyonu — TRI Reagent (Tetrahymena thermophila):

Deneyin amacina gore klasik yontem (Trizol) ve kitle (RNeasy Mini Kit,

Qiagen,74104) gerceklestirilmistir. Protokol asagidaki gibidir:

)

2)

3)

PPY besiyerinde 24 saat gelisen T.thermophila hiicrelerinden 1-3 ml
almarak 15.000 rpm’de 1 dk.santrifiijlenir.

Pelet 350ul RLT tamponu ile iyice pipetlenir.

Taze hazirlanmis %70’lik alkolden 350 pl eklenerek iyice karistirilir.
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4)

S)

6)

7)

8)

9

10)

Karisimdan en fazla 700 pl alinarak RNeasy spin kolonlarina aktarilir

ve hemen 23 saniye 13200 rpm’de santrifiijlenir ve dipte kalan siv1 atilir.

Kolona 700 pl RWI1 aktarilarak hemen 23 saniye 13200 rpm’de

santrifiijlenir ve dipte kalan s1v1 atilir.

Kolona 500 pl RPE katilir ve 23 saniye 13200 rpm’de santrifiijlenir.

Dipte kalan s1v1 atilir.

Kolona 500 pl RPE katilir ve 2 dakika 13200 rpm’de santrifiijlenir.

Dipte kalan s1v1 atilir.

Kolon kitte bulunan biriktirme tiipiine aktarilarak 15000 rpm’del dakika

santrifiijlenerek kalan etanol uzaklastirilir.

Kolon yeni bir ependorf tiipiine (kitte bulunmuyor) yerlestirilir ve
kolonun tam ortasina yavasca kitte bulunan Rnase free Water’dan 35 pl

eklenir ve 1 dakika 13200 rpm’de santrifiijlenir.

Santrifiij sonunda toplanan sivi tekrar kolona yiiklenir ve bir kez daha 1

dakika 13200 rpm’de santrifiijlenir.

Klasik yontemde ise DNA izolasyon protokoliinde bahsedildigi sekilde

biiyiitiilen hiicre kiiltiirleri 7000 rpm’de santriifiijlenerek toplandiktan sonra iist

stvt dokiilmiis ve hiicre-¢okeltisinden, TRI reagent kullanilarak RNA izolasyonu

yaptlmigtir.  TRI RNA’nin biitiinliigiinii korur ve diger hiicre yapilarinin

parcalanmasini saglar. Sonra ortama eklenen kloroform ile organik faz ve sulu faz

ayrilir. TRI, RNA’ya baglanarak RNA’nin sulu faza ge¢cmesini saglar. Bu sekilde

sulu fazda toplam RNA elde edilir. Geriye kalan organik fazda ise protein ve

DNA yapilar1 bulunmaktadir. Istenirse bu faz daha sonra protein ve DNA

izolasyonlar1 i¢in kullanilabilir. Toplam RNA izolasyonu adimlar1 asagida

verildigi sekli ile uygulanmistir.

1)

2)

TRIzol yontemi ile toplam RNA izolasyonu adimlar1 asagida verilmistir.

Tetrahymena thermophila 20 ml PPY igerisinde gece boyu 37 °C ve 140
rpm’de biiyiitiiliir.

3 ml hiicre 7500 rpm’de 10 dk santrifiij ile peletlenir.
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3)

4)

S)

6)

7)

8)

10)

11)

12)

13)

14)

Stipernatant atilir ve pelet lizerine 1 ml TRI Reagent eklenir ve pelet

pipetlenerek 1yice karistirilir.
Karisim 5 dk oda sicakliginda bekletilir.

Sonrasinda karisima TRI’nin her 1 ml’si i¢cin 200 pl Kloroform eklenir.
Ornek agz1 sikica kapali olarak 15 sn’ye giiclii bir sekilde calkalanr.

Bu adimda kesinlikle vorteks kullanilmaz.

Karisim 2-15 dk oda sicakligma birakilir. Sonrasinda 12.000 rpm’de
+4°C’de 15 dk siire ile santriftij edilir.

Renksiz sivi iist faz dikkatlice alinir ve yeni bir tiipe aktarilir. Ileride DNA

ve proteinlerin izolasyonu i¢in, ara-faz ve organik faz 4°C’de saklanabilir.

Ust faza 3. Basamakta kullanilan TRI’nin her 1ml’si igin 500ul izopropil
alkol eklenerek RNA cokeltilir.

Karisim 5-10 dk oda sicakliginda bekletilir. Sonrasinda 4°C’de 12.000
rpm’de 8 dk santrifiij edilir.

RNA peleti tiipiin dip kisminda jelimsi bir hal ile goriiniir olur.

Siipernatant atilir ve RNA peleti 3. Adimda kullanilan TRI’nin her 1ml’si

icin en az 1ml %75’lik etil alkol ile vortekslenerek yikanar.

Yikamadan sonra 6rnek 4°C’de 7500 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek peletin
tiiplin dibine oturmasi saglanir. Eger pelet hareketli ise santrifiij islemi

4°C’de 12.000 rpm’de 5 dk olarak tekrarlanir.

Stipernatant dokiilerek ve pelet ¢eker ocakta 15-20 dk kurutularak etil
alkol uzaklastirilir ve RNA peleti 50-100 pl dH,O ile ¢oziiliir.

2.2.3. Toplam RNA’ya Dnase Uygulamasi

Total RNA’dan DNA uzaklastirilmasi isleminin yapilmasi, iretilecek

cDNA kopyalarinin RNA kalip toplulugundan {iretilmesini saglar. Aksi halde

iiretilen cDNA’lar icerisinde gDNA’dan gelen kopyalar da bulunur. Bu nedenle

Promega RQ1 RNase-Free DNase enzimi toplam RNA o6rneklerinden DNA’larin

giderilmesi amaci ile uygulanmustir. Uretici firmanin tavsiye ettigi ve uygulanan
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protokol takip eden sekildedir: Toplam RNA 1-8 pl, RQ1 RNase-Free DNase 10x
Tamponu 1 pl, RQ1 RNase-Free DNase 1 U/ug RNA eklenir ve niikleazsiz su ile
son hacim 10 pl’ye tamamlanarak 37°C’de 30 dakika inkiibe edilir (Not:
Kullanilan RNA nm pg’1 bagina 1 iinite DNAse kullanilir). inkiibasyon sonunda 1
pl RQ1 DNaseStop Solution eklenerek reaksiyon durdurulur. Son olarak 65°C’de
10 dakika inkiibasyona tutularak DNase enzimi inaktive edilir. Bu protokole
alternatif olan ve daha az enzim kullanilarak ger¢eklestirilebilecek klasik protokol

ise asagidaki gibidir:
1) Total RNA 6rnegi niikleazsiz su ile 250 pl’ye tamamlanir.

2) 50 mM Tris-HCI’den (pH=8,8) 80 pl eklenir. Daha sonra 5,5 ul RQ1

Rnase-Free Dnase eklenir.
3) Su banyosu ya da PZR cihazinda 38 °C’de 45 dakika bekletilir.
4) Sonra DNaz enzim inaktivasyonu i¢in 65°C’de 10 dakika bekletilir.

5) Uzerine 33 ul, 0,3 M NaOAc ve 660 ul % 95’lik EtOH eklenir. -20°C’de
gece boyu RNA c¢oktiiriilmesi yapilir.

6) Ertesi giin 7.500 rpm’de 4°C’de 5 dakika siire ile santriflij edilerek peletin
tiipin dibine oturmasi saglanir. Eger pelet hareketli ise santrifiij islemi

12.000 rpm’de 4°C’de 5 dakika siire ile tekrarlanir.

7) RNA peleti 50-100 pl dH,O ile ¢oziiliir. Elde edilen RNA, agaroz jel

elektroforezinde ve spektrofotometrede analiz edilerek kalitesi dlgiiliir.

2.2.4. izole Edilen DNA ve RNA’larin Spektrofotometrik Analizleri

DNA ve RNA orneklerinden 1,5 pl kullanilarak nanodrop’ta uygun
programlar (DNA icin Double Stranded DNA, RNA i¢cin RNA) secilerek dl¢timler
yapilmistir.

Klasik spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga boylarinda yapilan
Olciimlerde okunan degerler ile asagidaki formiiller kullanilarak RNA ve DNA

miktar1 saptanmistir.

e RNA miktari= OD,¢ degeri x diliisyon katsayis1 x 40 pg/ml

e DNA miktari= ODyeo degeri x diliisyon katsayis1 x 50 pg/ml
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2.2.5. Toplam RNA’dan Geri Transkripsiyon (RT) Reaksiyonu ile
¢DNA’nin Uretilmesi

Toplam RNA igerisinden katalazin ¢cDNA’sinin olusturulmasi i¢in
mRNA’lar hedeflenerek mRNA’lardan cDNA’lar iiretilir. Bu toplam cDNA
havuzu kullanilarak istenilen genin mRNA kopyasi DNA olarak olusturulabilir.
cDNA sentezi adimlar1 asagida verilmistir. Reaksiyonda Fermentas “RevertAid

First Strand cDNA Synthesis Kit” kullanilmigtir.

1) Asagida verilen maddeler uygun miktarda buz iizerinde hazirlanir.
e Total RNA 10 ng-5ug (Genellikle 2 pg kullanilmistir)
e Oligo(dT)18 primer (0.5 pg/pl, HPLC safliginda) 1 pl
2) Karisim dH,O ile 12 pl’ye karistirilarak tamamlanir.
3) 70 °C’de 5 dk su banyosunda inkiibe edildikten sonra buza alinir.
4) Buz tizerinde asagidakiler verilen miktarlarda asagidaki sira ile eklenir.
¢ 5x M-MLV Rtase Buffer Sul
e Ribolock™ Ribonuclease inhibitor (20 u/pl) 1 pl
e 10 mM dNTP mix 2 pl
Yavasca karistirilir ve 37 °C 5 dk su banyosunda inkiibe edilir.
5) RevertAid™ H Minus M-MuLV RT (200 u/ul) enziminden 1 pl eklenerek,
42 °C’de 60 dk su banyosunda inkiibe edilir.
6) Reaksiyon 70 °C’de 10 dk inkiibe edilerek enzimin durdurulmas: ile

sonlandirilir.

2.2.6. Gene Ozgiin Primerler Kullanmlarak MPK4 Geninin ¢DNA’sinin
Uretimi
Klonlamada kullanilan ileri ve geri gen spesifik primerleri ve nokta
mutasyonlart i¢in tasarlanmis olan primer setleri, Tetrahymena thermophila
SB210 wkina ait EST veritabanindan elde edilen kismi MPK4 geni bilgisi ile
TIGR firmasinin kendi internet sitesinde yayinladigi 6n analiz sonuglarinin
olusturdugu dizi kiimelerinin dikey hizalanmas1 suretiyle elde edilen MPK4
genine ait konsensiis dizisine dayali olarak katalitik bolgeyi icerecek sekilde
belirlenmistir. Genom projesinin tamamlanmasinin ardindan diziler kontrol
edilmis ve bir degisiklige ihtiya¢ duyulmamistir. Kalip DNA dizisine tamamlayici

olan kisimlar1 ortalama olarak 20-30 bg¢ arasinda olan dis primerlerin 5’ terminal
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uclarma yapiskan ug¢ olusturmasi maksadiyla restriksiyon kesim tanima bolgeleri
eklenmistir. Buna gore dis primer setini olusturan 2F4 ileri primerine EcoRI ve
Sall bolgesi; 2R4 geri primerine ise BamHI ve HindIII restriksiyon enzimi tanima
bolgeleri eklenmistir. GC orani ortalama olarak %60 olan primerlerin Tm
degerleri [2(A+T)+4(G+C)]-5 denklemine gore ayri ayri hesaplanmistir. Dis
primerlerin ortalama kullanim Tm’si 56 C olarak belirlenmistir. Dis primerler
ATG baslangi¢ ve TGA dur kodonlarina karsilik gelen dizileri de icermektedirler.
Ilgili primerlere ait dizi bilgisi asagidaki gibidir:

Gen Spesifik ileri Primer: 2F4BamEcoRI:
5’- GCGGGATCCGAATTCATGAGCAGCAACGAAGAAATTGAACCA- 3’

Tm: 63 °C
Gen Spesifik Geri Primer: 2R4Sall
5’- GCGGGATCCGAATTCATGAGCAGCAACGAAGAAATTGAACCA- 3’

Tm: 54 °C

2.2.7 PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Gériintiilenmesi ve

Jelden izole Edilmesi

PZR ile elde edilen genomik ve cDNA kopyaslar1 agaroz jelde
yiiriitiilerek UVP transillimunator cihazinda kontrol edilmis ve UV-Photometer jel

dokiimantasyon cihazi (UviTec) ile veriler kaydedilmistir.

Agaroz jel eletroforezinde elde edilen pargalar kesilerek saflastirilmaya
almmistir. Saflastirma i¢in QIAquick Gel Extraction Kit kullanilmistir. Protokol
adimlar1 asagida verilmistir [118]. Yapilan degisiklikler ilgili adimin altina italik

olarak eklenmistir.
1) Istenilen DNA bantlar1 agaroz jelden steril bir bisturi ile kesilerek almir.

2) Kesilen jel parcasi tartilarak mg miktar1 kadar QG tamponundan 3 hacim

eklenir (100mg ~ 100pg).

3) Tiip 50 °C’de 10 dakika boyunca inkiibe edilerek jelin ¢oziinmesi saglanir,
2-3 dakikada bir vorteks ile karistirilmalidir.
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5)

6)

7)

8)

9)

10)

Jelin tamamen ¢oziinmesi 10 dakikadan fazla zaman alabilir, bu nedenle

stire uzatilabilir.

Jel tamamen c¢oziindiikten sonra karigimin renginin sarimtirak olmasi
gereklidir. Karigim iizerine 2’nci adimda tartilan jel miktarma gore 1

hacim izopropil alkol eklenir ve iyice pipet ile karistirilir.

Karisim 2 ml’lik tiipe yerlestirilmis kolon iizerine eklenir ve 13,000

rpm’de 1 dakika siire ile santrifiij edilir.

Tiipiin i¢indeki karigim dokiiliir ve kolona 0,5 ml QG tamponu eklenir,

13,000 rpm’de 1 dakika siire ile santrifiij edilir.

Tiipiin i¢indeki karisim dokiiliir ve kolona 0,75 ml PE tamponu eklenerek

kolon 13.000 rpm’de 1 dakika siire ile santrifiijlenerek yikanir.

Adimda PE tamponu eklendiginde 2-5 dakika beklenebilir. Bu

yikamanin oranini artirabilir.

Tiipiin icindeki karisim dokiilerek kolon bos olarak maksimum hizda 1

dakika siire ile santiftij edilir.

Kolon 1,5 ml’lik tiipe alinir ve kit icerigindeki EB’den 50 pl eklenerek
13.000 rpm’de 1 dakika siire ile santrifiij edilir.

Burada EB tamponu yerine dH,O’de kullanilabilir. Burada en
diistik 30 ul hacim kullanilabilir ve tampon (veya su) eklendikten
sonra 2-5 dakika beklenebilir.

Izole edilen DNA agaroz jelde kontrol edilir.

2.2.8.PZR Uriinlerinin Klonlama Plazmitiine Aktarilmasi

cDNA parcasinm klonlanmasi i¢in Promega “pGEM-T® Easy Vector

System [” kullanilmistir [119]. Plazmit sistemi klonlama i¢in klonlanacak

parcalarin u¢ kisimlarinda A bazina ihtiyag duymaktadir. Bu nedenle klonlanacak

parcalarin u¢ kisimlarina A bazi eklenmesi Taq polimeraz (Fermentas EP0401)

enzimi ile gergeklestirilmistir [120].
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3> A Ekleme Reaksiyonu: PZR iirlinlerine A ekleme reaksiyonunda

kullanilan protokol asagida verilmistir.

1 ul 10X Taq Polimeraz tamponu

e 1 ul25mM MgCl,

e 0,5ul2,5uMdATP

e 6.5 ul PZR iiriini

1 pl Tag DNA Polimeraz ile hazirlanan karigim 70°C‘de 30 dakika

stire ile PZR cihazinda reaksiyona tabi tutulmustur.

3> ucuna A eklenmis olan DNA parcalar1 herhangi bir saflastirmaya
alimmadan dogruda ligasyon reaksiyonuna alinir [121]. Ligasyon reaksiyonunda
klonlanacak DNA parcasinin nanogram miktar1 hesaplanir. Hesaplama icin

asagidaki formiil kullanilmistir:

_ Vektor {ng) x Insert (kb) « Insert {(mol)

X* -
Vektér BlyklGga (kb) Plazmit {(mol}

{*} X = Ligasvonda Kullarmimas gereken Insert Miktan {ng}

Hesaplamaya gore klonlanacak DNA miktar1 (x) nanogram olarak
bulunur. Kullanilmas1 gereken klonlancak DNA miktar1 yukarida formiille
hesaplandiktan sonra ligasyon reaksiyonu kurulmustur. Reaksiyon asagida
belirtildigi gibidir: 2X Rapid Ligation Bufer 5 ul, pGEM-T Easy Plazmit (50ng/pl
1 pl, Klonlanacak DNA x ul, T4 DNA Ligase (5u/pul) 1 pl ve son olarak reaksiyon
deiyonize su ile 10ul’ye tamamlanir vel6 °C’de PZR cihazinda maksimum 18

saat siire ile inkiibe edilir.
2.2.9. E. coli Kompetent Hiicre Hazirhg:

Calismada kullanilan klonlama konakgis1 Escherichia coli XL 1 — Blue ve
protein ifade konakgis1 Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS wklarimin klonlama
oncesinde disaridan DNA alabilecek yap1 kazanmalari, yani kompetent hale
getirilmeleri gerekmektedir. Hiicreler kompetent 06zellik kazandirmak i¢in

asagidaki protokol takip edilmistir [117].
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S)

6)

7)

8)

Kompetent yapilmak istenen hiicre tipi LB agar besiyerine ekilir ve yayilir.
Olusan tek kolonilerden LB Broth besiyerine ekilerek gece boyu 37°C’de
120 rpm’de inkiibe edilir.

Ertesi giin canlilig1 ytliksek olan hiicre kiiltiiriinden 0,3-0,5 ml almarak 100
ml’lik taze LB Broth besiyerine ekilir. 120 rpm, 37°C’de inkiibasyona

devam edilir.

Erken logaritmik faza erisen kiiltiiriin 550 nm’deki OD almnarak hiicre
yogunlugu ol¢iiliir. OD 0,4 ila 0,6 arasinda olmalidir. Bu islem i¢in,
inkiibasyon baslamasindan 70-80 dakika sonra spektrofotometrik ol¢iimler
belirli araliklarla yapilmaya bagslanir. Spektrofotometri 6lgiimleri i¢in kor

olarak dH,O kullanilmistir.

Istenilen OD araligina ulastiginda, kiiltiiriin alnarak 6000 rpm’de 15
dakika siire ile santrifiij edilir. Miktar fazla ise peletleme birka¢ santrifiij

adimut ile yapilir.

Santrifiij sonunda siipernatant dokiiliir ve pelet 7,5 ml, 50 mM soguk

CaCl, ile ¢oziiliir ve 15 dakika siire ile buzda inkiibasyona birakilir.

Stire sonunda karisim tekrar 6000 rpm’de 15 dakika siire ile santrifiij

edilir.

Santrifiij sonunda iist faz dokiiliir ve hiicre peleti 0,25 ml 50 mM soguk

CaCl, ile “yavas” pipetleme ile ¢oziiliir.

Eger hiicrelere hemen DNA transformasyonu yapilacaksa hiicreler 50 pl
hacimlerde boliinerek transformasyona gegilir. Fakat hiicreler saklanacaksa
0,6 ml % 80’lik gliserol eklenerek karistirilir ve 30 pl hacimlere bolinerek
-86 °C’ye kaldirilir. Hazirlanan kompatent hiicrelerin kompetentligi bir giin
sonra esit hacimde insert bulunduran ve bulundurmayan klonlama

plazmitii ile test edilir.
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2.2.10. Plazmitin Kompetent Hiicrelere Transformasyonu

Ligasyon reaksiyonu ile olusturulan rekombinant plazmitiin ¢ogaltilmasi
veya protein ifadesinin gerceklestirilmesi i¢in kompetent hiicrelere plazmitiin

aktarimi gereklidir. Transformasyon protokoliinde asagidaki adimlar takip edilir
[117].

1) Kompetent hiicreler -80 °C’den alinir ve buzda 5 dakika siire ile bekletilir.

2) Ligasyon sonunda elde edilen {iriin hazirlanan kompetent hiicrenin iizerine

eklenir ve buzda 30 dakika sure ile bekletilir.

3) Stire sonunda O6rnekler buzdan alinir ve 42 °C’ye ayarlanan 1s1 bloguna
yerlestirilir.
4) Hiicreler 1s1 blogunda 2 dakika siire ile bekletilir ve sonrasinda hemen buza

alinarak 3 dakika da buzda bekletilir.

Burada 42 °C ve buzda bekletilme siireleri onemlidir ve

astimamalidir.

5) Stirenin bitiminde 6rneklerin tizerine 500 pl LB Broth eklenir ve 37 °C’de
30 dakika siire ile inkiibe edilir.

Burada 30 dakikalik siire ¢ok fazla asiimamalidir. Aksi takdirde
hiicreler kati besiyerine ekildiklerinde ¢ok fazla iiremeye bagl petri
yiizeyini kaplayarak, hali olusturabilir ve bu nedenle tek koloniler

secilemez.

6) Bu siire i¢inde ekim yapilacak LB Agar petrilerine 40 pl X-Gal eklenir ve

besiyerinin ¢ozeltiyi gekmesi beklenir.
7) Hiicreler siire bittikten sonra 8,000 rpm de 2 dakika siire ile santrifiij edilir.
8) Tiip igerisindeki yaklagik 50 pul sivi kalacak sekilde siipernatant dokdiiliir.

9) Pelet kalan s1v1 igerisinde ¢oziiliir, sonra LB-agar-ampisilin-Xgal tabaginin

ylizeyine yayilir ve bir gece boyu 37 °C’de inkiibe edilir.
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Eger mavi/beyaz se¢ilim yapiliyorsa beyaz renkli olan kolonilerden 10-
20 adet koloni segilerek numaralandirilir ve 6ze yardimiyla alinarak, dnceden
hazirlanmis olan 40 pl X-Gal igceren LB Agar Amfisilin (100 pg/ul) petrilerine
cizgi ekimleri yapilarak master plate olusturulur. Bu islemi takiben, 6zede kalan
artik ile 10 mI’lik 100 pg/pl amfisilinli LB medium besiyerine ekim yapilir. X-Gal
iceren LB Agar amfisilin tabaklar1 ve LB Broth besiyerleri 37 °C’de bir gece
inkiibe edilir. Ertesi giin sivi besiyerinden plazmit DNA izolasyonu yapilarak

klonlamanin olup olmadigi restriksiyon enzim analizi ile kontrol edilir.
2.2.11. Plazmit izolasyonu

Plazmit izolasyonu, klonlamanin kontrol edilmesi i¢in ya da plazmitin
protein ifade konakg¢isina aktarilmasi i¢in yapilabilir. Bunun digsinda klonlanan
parcanin kalip olarak kullanilarak iizerinde degisiklik yapilmasi veya tekrar
cogaltilmast amaciyla da plazmit izolasyonu yapilabilir. Plazmit izolasyon

protokolii adimlar1 asagida verilmistir [117, 122].

1) Pozitif koloni LB Broth ampisilin besiyerine ekilerek gece boyu 37°C, 120
rpm’de biiyiitiiliir.

2) Sabah, besiyeri yogunluguna gore 1-5 ml hiicre alinarak 15.000 rpm’de 10

dakika siire ile santrifiijlenerek peletlenir.

3) Siipernatant dokiiliir ve hiicre peleti 50 mM Tris-HCI, pH 8,8 ile “¢cok iyi
pipetlemeyle” c¢oziilir. Tekrar 15.000 rpm’de 10 dakika siire ile

santrifiijlenerek peletlenir.
4) Ust faz dokiiliir ve hiicre peleti {izerine

e 150 pl 10 mg/pl Lizozim
e 20ul0,5MEDTA pH 8
e 10 pl Rnase A Solution

Eklenerek pipet yardimu ile ¢oziiliir.
5) Karisim 30 dakika siire ile buz lizerinde inkiibasyona birakilir.

6) Stire sonunda “taze” hazirlanmis 2 ml, 0,2 M NaOH/200 pl % 1’lik SDS

karisimi eklenir ve dikkatlice oldukca “yavas™ alt/iist edilerek karistirilir.
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11)
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15)

16)

17)

0,2 M NaOH ve % 1’lik SDS ayri ayri  hazirlanir ve kullanimdan

hemen once karigtirilir.
5 dakika siire ile buzda inkiibasyona birakilir.

Siire bitiminde hemen 300 pl 7,5 M NHsAc eklenir ve dikkatlice alt/iist
edilerek karistirilir. Devaminda 10 dakika siire ile buzda inkiibasyona

birakilir.

Stire sonunda 15 dakika stire ile 15.000 rpm’de santrifiij edilir. Santrifiij

sonunda tist faz yeni tiipe aktarilir.

Alinan iist faz hacmi kadar Fenol:Klorofor:izoamilalkol (25:24:1), eklenir
ve tip “giiclii” bir sekilde yaklasik 10 saniye boyunca calkalanarak

karistirilir. Sonrasinda 10 dakika siire ile orbital karistiricida ¢alkalanur.

Sonrasinda tiir 15.000 rpm’de 2 dakika siire ile santrifiij edilir ve santrifiij
sonrast olusan siv1 {ist faz yeni bir tiipe alinir. Burada alinan hacim belirli

olmalidir.

Alman hacmin 0,6 kat1 kadar izopropanol eklenerek pipet yardimi ile

karstirilir. 10 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilir.
Inkiibasyon sonrasi tiip 15,000 rpm’de 10 dakika siire ile santrifiij edilir.
Ust faz atilir ve pelet 200 pl 0,3 M NaAc ile dikkatlice ¢oziliir.

Gece boyu -20 °C’de bekletilir. Ertesi giin tiip 15.000 rpm’de 10 dakika

stire ile santrifiij edilir.

Ust faz atilir ve pelet kurumaya birakilir. Sonrasinda pelet 10 ul dH,O ile

¢Oziiliir.

Restriksiyon enzim analizi, agaroz jel ile miktar analizi, saflig1 ve kalitesi

kontrol edilebilir.

2.2.12. Restriksiyon Enzim Analizi

Restriksiyon enzimler DNA zincirini istenilen 6zgiil noktadan kesmek

icin kullanilan enzimlerdir. Bu enzimler hedef DNA’nin Plazmit DNA igerisine
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klonlanmasi ve hedef DNA’nin tekrar ¢ikarilmasi i¢in kullanilabilecegi gibi [123],
DNA parmak izi ¢ikarilmasinda ve Southern Blot deneyinde genomik DNA’nin

parcalanmasinda da kullanilabilir.

Izole edilen plazmit DNA’nin analizi igin ise asagida verilen reaksiyon

hazirlanir.

1 pl restriksiyon enzimi, 1 pl 10X enzim tamponu, plazmit DNA

yogunluguna gore 1-8 ul eklenir ve artan hacim 10 pul’ye dH,O ile tamamlanir.

Eger plazmit DNA’nin kesim reaksiyonu iki farkli restriksiyon enzim ile
yapilacaksa, bu enzimler i¢in ortak bir tamponun se¢ilmesi gereklidir. Ortak
tampon secildikten sonra yukarida verilen reaksiyona diger enzim 1 pl olarak
eklenir ve toplam hacim yine 10 pl’ye dH,O ile tamamlanir. Uygun tampon
bulunamazsa kesim reaksiyonu iki basamakta yapilir. Tampon igeriginde daha az
tuz bulunan enzim ilk olarak kesim reaksiyonuna eklenir, 2-4 saat reaksiyon
siirmesi beklenir, daha sonra tuz miktar1 yiiksek olan ikinci enzimin tamponu ve
ikinci enzim eklenerek kesime devam edilir. Burada dikkat edilmesi gereken bir
diger nokta da enzimlerin calisma sicakliklaridir. Cogu restriksiyon enzim 37
°C’de calisirken bazi restriksiyon enzimleri daha yiiksek veya daha diisiik
sicakliklarda ¢alisabilirler.

Kesim reaksiyonu istenilen sartlarda 2-18 saat arasi devam ettirilir.

Sonrasinda ise agaroz jele dogrudan yiiklenerek analizi yapilir.

2.2.13. Escherichia coli’de MPK4’iin Protein Ifadesi icin Gerekli Nokta

Mutasyon Iceren Primerlerin Tasarlanmasi

Tetrahymena thermophila 1yi bir model organizma olmasima [124] karsin
kodon kullaniminin standart kodon sozliigline uymamasi1 Tetrahymena
proteinlerinin ifadesi i¢in zorluk olusturmaktadir. Siliyat kodon sozliigiine gore
TAA ve TAG kodonlar1 glutamin (Q, Gln) aminoasidini kodlamaktadir, fakat bu
kodonlar standart kodon sozliigiinde protein yapimmi sonlandwran “DUR”
kodonuna karsilik gelmektedir [125, 126]. Bu nedenle protein ifadesi standart
kodon sozligii kullanan Escherichia coli’de yapilacaksa bu kodonlarda nokta

mutasyon olusturularak miidahale edilmesi gereklidir.

45



Tetrahymena thermophila MPK4 geninin {lizerinde glutamin kodlamasi
gereken, fakat standart kodon sozliigiine gore “DUR” anlamina gelen 16 tane
nokta mutasyon bulunmaktadir. Bu nedenle bu 16 nokta mutasyon tasiyan
bolgeye 8 cift primer tasarlanmistir. Bu yaklasima ragmen 16 adet mutasyonun
varlugu ve bunlardan bir kisminmn birbirlerine ¢cok yakin olmasi, mutasyon PZR
adimmin 3 ayr1 biiyiik adimda gergeklestirmeyi neden olmustur. Her biiyiik adim
da genelde 2 ayr1 PZR reaksiyonu gergeklestirilir. Her iki PZR’de; 5° >3’ yoniinde
hata diizeltme fonksiyonu bulunan Pfu DNA polimeraz kullanilmistir. Her biiyiik
adim kendi ic¢inde iki ayr1 sekilde programlanan PZR programiyla yapilmistir.
Bunlardan ilki normal PZR iken, digeri ilk 5-7 dongiisiinde primer icermemesi ve
sonrasinda primer eklenmesinden dolay: farklilik arz eder. PZR’lerden ilkinde
olusturulan Ortlisebilen iki {iriin, saflastirildiktan sonra ikinci PZR reaksiyonun da
kaynak DNA olarak kullanilir. Burada “Ortiisen bolgelerin uzamasi (splicing of
ovelap extension PCR/SOEing PCR)” teknigi kullanilarak katalaz geni cDNA’s1
icerisinde PZR ile ¢oklu mutasyonlar yerlestirilmistir [127-129]. Tasarlanan nokta
mutasyon primerleri i¢in belirli noktalara dikkat edilmesi gereklidir. Bu noktalar

sunlardir;

e Tasarlanan primer 1 nokta mutasyon igeriyorsa 15-18 bazdan
olugsmalidir. Eger daha fazla mutasyon igeriyorsa daha uzun olabilir.

e Nokta mutasyon bolgesinde tasarlanan primer c¢iftinin Ortiisme
bolgeleri 15-20 baz olmalidir.

e Mutasyon bolgesi veya noktasi tasarlanan primerin 3’ ucuna 12-15
baz uzakta olmalidr.

e Iki farkli primer tasarlamak igin mutasyonlar arasi en az 70-80 baz
olmalidir. Aksi takdirde ya bu iki mutasyon aymi primer igerisine
almir ya da mutasyon tasiyan parcalarin birlestirilmesinde farkli

stratejiler kullanilir.

Nokta mutasyon olusturulmas i¢in iki adimli PZR deneyi kurulur. ilk
adimda klasik PZR yapilarak nokta mutasyonlu parcalar iiretilir. PZR deneyinde
proofreading aktivitesine sahip polimeraz enzimleri kullamlmalidir. Ilk asamada
primerler sahip olduklar1 mutasyonlar1 irettikleri parcalara yerlestirirler.
Mutasyonlar1 igeren pargalarin iiretiminden sonra bu parcalarin birlestirilmesi

gereklidir. Primerler tasarlanirken olusturulan Ortiisen bolgeler birlestirme
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reaksiyonunun olmasini saglar. Buradaki polimeraz zincir reaksiyonunun yapisi
ozeldir. Ortama kalip olarak birlestirilmesi istenilen iki par¢a da konulur.
Pargalarin mol ve baz cifti biiyiikliikleri iizerinden denk miktarlarda kullanilmas1
gerekmektedir. Reaksiyonun ilk 4-7 dongiisii ortamda dis primerler bulunmadan
gerceklestirilir Burada kullanilan kalip DNA’larin Ortiisen bolgelerinden birbirleri
hibridize olmalar1 sonucunda 3’ OH ucu olusmus olur. Bu da DNA polimerazin
primer olarak kullanabilecegi bir yap1 oldugundan polimerizasyon baglar. Nokta
mutasyon olusturulmasinda kullanilan polimeraz zincir reaksiyonu sartlari ve

reaksiyon igerigi asagida verilmistir.

Pfu DNA Polimeraz (2.5u/pl) (Fermentas) 0,3 ul
10X Pfu DNA Polimeraz Enzimi tamponu + MgSQO4 2,5 ul
Kalip 1 0,5-2pul
Kalip 2 0,5-2pul
dH,O 20 pl’ye tamamlanir.

Reaksiyon 94 °C’de 1 dakika, 49 °C’de 30 saniye ve 72 °C’de 1 dakika siire ile 7
dongii reaksiyon kurulmustur. 7 dongii sonunda ise dis primerlerden 2,5 pul
eklenerek iyice karistirilir ve reaksiyona klasik PZR olarak devam edilir. Oturma
sicakligr eklenen primerlerin Tm degerlerine gore belirlenir. Nokta mutasyon

iceren iki DNA parcasinin birlestirilmesi PZR haritasi sekil 2.2.’de verilmistir.

94°C 94°C
1dk. 7200
* 1dk.
30 sn.
4°C
sabit
7 déngii 30 déngii 1 dongii

Sekil 2.2. Nokta Mutasyon Birlestirme PZR Program Akisi: Yildiz (*) ile gosterilen yere
kullanilan dis primerlerin oturma sicakliklari ve olusacak tiim parganin kbg biiyiikliigline gore
oturma siiresi yerlestirilir. {lk yedi dongiiden sonra program gegcici olarak durdurulur ve dis
primerler eklenir.
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2.2.14. MPK4 ¢cDNA’sinin 3’ Ucunun 3’ RACE Reaksiyonuyla Klonlanarak

Karakterizasyonu

MPK4 cDNA’smin bilinmeyen 3’bdlgesi 3> RACE teknigi kullanilarak
elde edilmistir. RT reaksiyonu ile olusturulan cDNA populasyonu ile F6 ve dT
primer seti kullanilarak PZR yapilmistir. PZR fdirtinleri jelden QIAquick Gel
Extraction kiti 1ile saflastirildiktan sonra direkt DNA dizi analizi

gerceklestirilmistir.
3’RACE Reaksiyonu (25 pl):

5x Takara Prime Star tamponu 5 pl, dNTP 2 pl, F7 (veya F8 primer,) 2,5
pl, dT primer 2,5 pl, steril deiyonize su 12,25 pl, cDNA kalib1 0,5 pl ve prime star
polimeraz (2.5 u/ul) 0.25 pl kullanmilarak kurulmustur. Kullnilan gen spesifik
primerlerin konsantrasyonu 2,5uM’dir. dNTP, Takara Prime Star enzim setinden

kullanilmastir.
3’RACE reaksiyonun PZR programi

98°C’de 10 saniye, 51°C’de 10 saniye ve 72°C’de 1dk. ayarh PZR
programinda 30 tekrarl yapilmistir.

2.2.15. DNA Dizi Analizi Reaksiyonu

Dizi analizi reaksiyonu oOncesinde par¢canin PZR ile c¢ogaltilmasi
gerekmektedir. PZR reaksiyonuna girecek DNA miktar1 biiyilikliigiinii bagli olarak
fmol olarak hesaplanmalidir ve bu hesap kadar DNA alinarak PZR reaksiyonunda
cogaltilir.

Dizi analizine girecek DNA’dan gerekli miktarda almarak dH,O ile 10 pl
hacme tamamlanir. Eger dizi analizi plazmit ile yapilacaksa tiip 94 °C’de 4 dakika
siire ile PZR cihazinda bekletilir. Sonrasinda oda sicakligina gelmesi beklenir ve
8 ul DTCS ile 2 ul primer eklenir. Reaksiyon her bir dongiide 96 °C’de 20 saniye,
50 °C’de 20 saniye ve 60 °C’de 4 dakika olacak sekilde 35 dongii olarak devam

ettirilir.
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Eger dizi analizi dogrudan PZR {iriinii olan DNA parcasindan yapiliyorsa

PZR’de 94 °C’de 4 dakika olan ilk adim yapilmaz ve reaksiyon son hacimde 20 pl

olarak DTCS ve primer ile birlikte hazirlanir.

Etanol ¢oktiirmesi: Calismada kullanilan (Beckman Coulter DNA Dizi

Analizi) DNA dizi analizi cihazina ait dizi analizi kitinin teknik biiltenine gore

dizi analizine girecek PZR diriinlerinin etanolle c¢oktiiriiliip saflastirilmasi

yapilmistir.

1)

2)

3)

4)

S)

6)

7)

Protokole asagidaki adimlar ile devam edilir.

Durdurma Cozeltisi (Stop Solution) hazirlanir ¢ozeltiden 4’er ul PCR

iiriinlerine eklenir ve 1 ul 20 pg/ul glikojen eklenerek iyice karistirilir.

Stop Soliisyonu: 3 M Sodyum Asetat (pH: 5,2) ile 100 mM
Na,EDTA (pH: 8,0) esit hacimde karistiriimasiyla hazirlanir. Bu
karisim oda isisinda yapilmis ve kullanmadan hemen once taze

olarak hazirlanir

Taze olarak hazirlanmis ve -20°C’de bekletilmis % 95’°lik etanoldan 60 pl

pelet hareket ettirilmeden yavasca eklenir.

Tipler 14.000 rpm’de 4°C’de 15 dakika siire ile santriflij edilir ve dipte

olusan pelet hareket ettirilmeden siipernatan dikkatli sekilde uzaklastirilir.

Pelete 200 pl taze olarak hazirlanmis ve -20°C’de bekletilen %70’lik
etanolden pelet hareket ettirilmeden tiiplerin kenarindan ¢ok yavas bigimde

birakilir.

Tipler 14,000 rpm’de 4°C’de 2 dakika siire ile santrifiij edilir ve dipte
olusan pelet hareket ettirilmeden siipernatan dikkatli bir sekilde

uzaklastirilir. Bu islem iki kez tekrarlanir.

Stipernatant dokiiliir, tiip icindeki pelet seffaf hale gelinceye kadar 40°C’de

10 dakika siire ile konsantratorde alkol u¢urulur.

Pelet 40 pl SLS (Sample Loading Solution) eklenir ve iyice ¢oziiliir. Daha

sonra dizi analizi i¢in gerekli 6zel tablalara yerlestirilir.
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8) Yerlestirme isleminde 6rnek tabagma 40 pl SLS iceren ornekler sirasiyla

eklenir ve iizerlerine kit i¢cinden birer damla mineral yag damlatilir.

9) Tampon tablasina da kit i¢inde bulunan ayirma tamponu, kuyucuklarin

%70’1ini dolduracak kadar eklenerek analiz baglatilir.

2.2.16. MPK4’nin Dotblot Yontemi ile Analizi

MPK4 bulucu DNA (prob)’simin DIG (Dioksigenin) ile isaretleme

reaksiyonu;

MPK4 genini tastyan plazmit DNA, tiim genin klonlandigi PZR
reaksiyonunun 1s1 dongiisii ve kosullarinda kalip olarak kullanilarak bulucu DNA
(prob) tretmek amaciyla olan PZR iirlini (insert) sentezlenmistir. PZR
reaksiyonundan sonra iiriin % 1.4’liik agaroz jele yiiklenmis ve yiiriitiilen jelden
ilgili bant kesilerek saflastirilmistir. Isaretli prob icin DIG-isaretleme ve tespit

etme kiti kullanilmistir.

DIG isaretleme kitine gore, 0,5 ve 1,5 ml’lik ependorf tiipler kullanilarak,
0,5-3 pg kalip DNA ( yukarida jelden kesilip saflastirilan DNA pargasi) toplam 15
ul’ye steril deiyonize su ile tamamlanarak 100°C’de su banyosunda denatiire
edilmistir. Tiip kisa bir spin attrilip hemen buza konmustur. Uzerine kitten
sirasiyla 2 pl hekzoniikleaz karigimi, 2 pl ANTP karisimi ve 1 pl Klenow enzimi
eklenmis ve 37°C su banyosunda 16 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda

reaksiyonu durdurmak i¢in 65°C’de 10 dk. bekletilmistir.
Prehibridizasyon, Hibridizasyon ve Deteksiyon Asamalari;

Oncelikli melezleme prehibridizasyon standart tamponu Cizelge 2.1°deki

formiile gore distile su ile iki ayr1 20ml’lik hazirlanmastir.
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Cizelge 2.1. Melezleme standart soliisyonu (Prehibridizasyon Tamponu)

Prehibridizasyon 100 ml i¢in | 20 ml i¢in Son
Tamponu konsantrasyon
20X SSC 25 ml 5 ml 5x
% 10 SDS 200 pl 40 pl % 0.02

Na-laurylsarkozin 0,1¢g 0.02 g % 0.1

Bloklama stok I ml 200 ul % 0.1
soliisyonu

I1ki prehibridizasyon igin kullanilmustir. Ikincisi de 5 dk. 100°C’de tutulup sonra
buza konularak denatiire edilmis bulucu DNA eklenerek hibridizasyon tamponu
olarak kullanilmistir. -20°C’de bekletilen DIG isaretli bulucu DNA kullanilacagi
zaman 68°C’de 10 dk. bekletilmis ve sonrasinda 10 dk. buza konularak tek zincirli
kullanilabilir hale getirilmistir. Prehibridizasyon asamasi 68°C’de 2 saat siireyle 3
kez yapilmis ve bu islem hibridizasyon firininda gercgeklestirilmistir.
Hibridizasyon 16 saat 68°C’de hibridizasyon tiipii icinde gerceklestirilmistir.
Hibridizasyon tamponu bir falkona bosaltilmis ve -20 °C’de tekrar kullanilmak
iizere muhafaza edilmistir. Membran 1.yikama tamponu (2x SSC, % 0,1 SDS) ile
oda 1sisinda iki kere 5’er dakika hafifi harakette yikanmis ve sliziilmiistiir. Tekrar
membran 2. yikama tamponu ile (0,5x SSC, % 0,1 SDS) ile 65°C’de 5 dk.
yikanmig ve siiziilmiis, daha sonra 3. yikama tamponunda (0,1x SSC, % 0,1 SDS)
68°C’de 5 dk. yikanmistir. 3. yikama tamponu membrandan siiziilerek

uzaklastirilmistir.

Yikamalardan sonra naylon membran DIG-Maleik asit tamponunda oda 1s1sinda 5
dk. yitkanmig ve siiziilmiistiir. Daha sonra membran 10 ml 1x tamponu i¢inde oda

1s1sinda 30 dk. yikanmastir.

Antikor soliisyonu (kit i¢inde) kullanilmadan o6nce 5 dk. 10000 rpm’de
santrifiijlenmis sonra antikor pipetle almarak 1x bloklama tamponunda 1:5000
oraninda diliie olacak sekilde antikor soliisyonu eklenerek oda 1sisinda 30 dk.

hafif sallamada yikanmustir.
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Antikor soliisyonu uzaklastirilip DIG-yikama tamponu ile 2 defa 15’er dk. yikama

yapilmis ve DIG saptama tamponu ile 5 dk dengelenmistir.

DIG ile isaretlenmis bulucu DNA’lara baglanan antikorlara baglanarak renk
olusumuna neden olan Colorsubstrate soliisyonundan 2 ml taze olarak
hazirlanmistir. Bu soliisyon kit’ten ¢oziindiiriilen vial 9 tiipiinden 40 pl alarak 2

ml saptama tamponu ile hazirlanmis ve karanlikta tutulmustur.

DIG saptama tamponu dokiildiikten sonra membranin iizerine 2 ml Colorsubstrate

soliisyonu eklenmis ve karanlikta “calkalamadan” bant olusumu gézlenmistir.

2.2.17.Southern Blotlama

T. thermophila SB21(0’dan izole edilen genomik DNA (10pg/reaksiyon)
uygun restriksiyon enzimleri (EcoRI, Hindlll, BamHI, Pstl, Xbal, Smal) ile
kesilmistir. % 0.8’lik agaroz jelinde biiyiikliiklerine gore ayrilarak “pozitif yiikli
nylon” membranma transfer edilmistir. 1200 b¢’lik MPK4 c¢DNA’s1 DIG
(digoxigenin-dUTP) DNA isaretleme kiti (Roche) kullanarak bir gece boyunca
isaretlenmis ve isaretlenmenin kalitesi ve probun 6zglnliigii once basit dlgekte
smanmistir. Agaroz jelde ayrilan genomik DNA, Once denaturasyona,
notrilizasyona ve sonra kapilleri blotlama yontemi ile bir gece transfer islemiyle
pozitif yikli nylon membran aktarilmistir. Mikrowave ‘de 1 dk inkiibasyon ile
membrana tespit edilen DNA parcalar1 sirasiyla Onhibridizasyon (3 saat) ve
hibridizasyon islemine(1 gece) tabi tutulmustur. Ertesi glin, membrane 2X SSC %
0.1, oda wsisinda 15 dk ve 0.5 SSC %0.1, 42 °C 15 dk olmak {lizere yikama
isleminden gecirilmistir. Son olarak membrane, DIG kitindeki (Roche)
gortintiileme adimlariyla goriintiilenmistir. Bantlarin biiyiikliikleri hesaplanmis ve
beklenilen genom patternine uyup uymadigir tartisilmistir.  Southern Blot

protokolii agagidaki gibidir:
1. Kullanilacak DNA ve Miktari:

Tek kopyali dizilerin yliksek spesifik aktivite ile tespit edilmesi isteniyorsa
500bp den biiyiik problar icin memeli genomik DNA'sindan 10ug DNA
kullanilmahdir. Eger ilgilenilen dizi yliksek kopyali oldugu bilinen bir dizi ise
daha az miktarda DNA kullanilabilir. Kullanilacak DNA miimkiin oldugunca
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kaliteli, temiz ve yogun olmalidir. Dolayisiyla DNA izolasyonunda takip edilen

yontem ve yontemin tatbik edilis sekli biiyiik dnem tasimaktadir.

1. DNA'nm yogun olmasi, sonraki adimda kurulacak olan restriksiyon
kesim reaksiyonunun istenilen toplam hacme denk getirilebilmesine de

olanak saglayacaktir.

2. DNA’nin temiz olmamas: ilk olarak restriksiyon enzimleriyle kesim
reaksiyonunun basarisini etkilemektedir. Bu da kismi kesimlere sebep
olacag1 gibi tasidigi kirlilik membrana aktarim esnasinda da problem

yaratacaktir.
2. Restriksiyon Enzimleri ile Kesim:

Deneyin amacina uygun olarak genellikle aynit miktar genomik DNA'nin
birden fazla restriksiyon enzimi ile kesidigi setler kullanilmaktadir. Segilen
restriksiyon enzimlerinin ¢aligilan geni iceriden kesmiyor olmasina dikkat etmek
gerekmektedir. Eger deney ilgilenilen genin kopya sayisini tespit etmeye yonelik
olarak kurulacaksa, restriksiyon enzimleriyle kesimi yapilan genomik DNA
setlerindeki DNA miktarlarmin esit olmasi gerekmektedir. Aksi durumlarda bu
gerekli degildir. Ancak O6rnek gDNA miktar1 ¢ok yogunsa viskoz olacaktir.
Viskoz bir soliisyon halindeki DNA miktarinin 6l¢iimii genellikle dogru bir sonug
vermeyecektir. Bu da; ya olmasi gerekenden fazla ya da daha az miktarda
DNA'nin restriksiyon enzimleri ile kesim reaksiyonuna alimmasia ve dolayisiyla
da istenilen miktarin disinda bir miktarin jele yiiklenmesine sebep olur. Ancak
kullanilan miktardan daha o©Onemli olan, restriksiyon kesiminin tamamen
gerceklesmis olmasidir.  Yiiksek molekiiler agirlikli DNA'min belli bir enzimle
esit bir bigimde kesime ugramasma engel olan en biiyiik faktor DNA'nm lokal
konsantrasyonlarindaki esitsizlik ve DNA izolasyonu ile taginan kirliliktir. Kismi
kesime mani olmak i¢in toplam reaksiyon hacmi miimkiin oldugunca yiiksek
tutulmalidir.  Genomik DNA'min bazi1 bolgelerinde topaklanmalarin olusmasi,
restriksiyon enzimlerinin bu bdlgelere erisimine engel olacaktir bu da homojen
olmayan bir kesime sebep olur ki bu istenmeyen bir durumdur. DNA'nin homojen

bir sekilde kesildiginden emin olmak i¢in asagidaki islemler yapilmalidir:

1. Eger miimkiinse total reaksiyon hacmi en az 45ul'ye ayarlanmalidir.
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2. Total hacme gore hesaplanan restriksiyon enzim tamponu ve su DNA'ya

eklenmeli ve 4C'de Birkag saat inkiibe edilmelidir.

3. DNA'nin ug'h basma 5 iinite enzim olagak sekilde belirlenen enzim
miktarmin yarist soliisyona eklendikten sonra 4C'de 2-3 dakika nazikce

karistirilmali daha sonra da soliisyon enzime uygun inkiibasyon isisinda

15-30 dk intkbe edilmelidir.

4. Inkiibasyondan sonra enzimin geri kalan kismi da soliisyona eklenip
yukaridaki gibi muamele edildikten sonra uygun sicaklikta 8 -12 saat

inkiibe dilmelidir.

Not: Fazla miktarda enzim kullammun (bu yiiksek hacimli  bir
restriksiyon kesim reaksiyonu kuruldugu anlamina gelmektedir) ortama
tasyacagi tuzlar da kesimin homojen olmasini engellemektedir.

3. Agaroz Jel Hazirh@

Genelde 0.5xTBE ya da IXTAE ile hazirlanan binde yedilik (% 0.7)
20X20x0.5 boyutlarindaki agaroz jeli, southern blotlama i¢cin uygundur. Gece
boyunca siirdiiriilen jel kosturulmasinda TAE tamponlar1 TBE tamponlarina gore
nispeten daha iyi ¢Oziiniirliikte bantlar olusmasina sebep olabilmektedir. TAE
tamponlarmin dezavantaji tamponlama kapasitelerinin daha diisiik olusudur. Gece
boyu siiren kosturmalarda tampon polarize olma egilimindedir bu da jelin
zayiflamasma (erimesine) sebep olmaktadir. Buna imkan vermemek icin bol
miktarda tampon alabilme kapasitesi olan aparatlar kullanilmalidir. Boylelikle
katot ve anot arasindaki tampon degis-tokusu bol miktarda olacagi icin

polarizasyon minimize edilir.

Jel hazirlanirken EtBr kullanilmamalidir. Kuyucuklar ~50-60 pl alacak
biiylikliikte olmalidir ve miimkiinse restriksiyon enzimleri ile kesilen DNA
soliisyonunun tamamui yliklenebilmelidir. Bu biiyiikliikte kuyucuklara sahip bir jeli
olusturmaya uygun aparatiniz yoksa, restriksiyon enzimleri ile kesim
reaksiyonunuz etanol presipitasyonundan gegirildikten sonra uygun hacimdeki TE
ile gece boyu resiispanse edilebilir. Buna alternatif bir yol olarak 2mm eninde

disleri olan taraklarla kuyucuklarin hacmi artirilabilir. Tarak dislerinin "eni" jelin
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coOziiniirliglinii etkilemesi bakimindan dikkate alinmasi gereken diger bir 6nemli
faktordiir. 3mm'lik taraklarin kullanilmasi ¢6ziiniirliik acisindan sakincalidir.
Bununla birlikte 2mm'lik taraklar hem 1yi1 bir jel ¢oziiniirligii saglamakta hem de

daha biiylik hacim olusturmaktadir.
4. Jelin Yiiklenmesi

Jel yiiklenirken sar1 uglu pipet uglar1 kullanilmali1 ve 6x sukroz yiikleme
boyasi ile boyanmalidir.  Yiiksek molekiiler agirlikli genomik DNA restriksiyon
enzimleri ile yetersiz kesilmisse ya da Notl gibi biiylik fragmentler olusturan
restriksiyon enzimleri kullanildiysa, bu durumda jele yiliklenen DNA'nin
kuyucugun dibine ¢dkmesi zor olacaktir. Bu riski minimize etmek maksadiyla
ornekler jele yavas bir sekilde yiiklenmeli ve ylikleme tamamlandiktan sonra
birka¢ dakika beklenmelidir. Eger yliklenecek Ornekler 4 derecede muhafaza
edildiyse yiiklemeden 6nce 56C'de 2-3 dakika inkiibe edilmelidir.

5. Jelin Kosturulmasi

Yiikleme tamamlandiktan sonra jel diisiik voltajda (<1V/cm) yavasca
kosturulmalidir. Genel bir kural olarak saat basina 35V olacak sekilde gece boyu
kosturulur. Mesela; 14 saat boyunca 35V'da kosturulmasi totalde 490V yapar.
Genelde totalde 500V olacak sekilde hesaplama yapilmaktadir.

6. Jelin Goriintiilenmesi

0.5 pg/ml EtBr soliisyonu ile 45-50 dk. (sart olmamakla birlikte)
calkalamali olarak muamele edilmeli ve daha sonra distile su ile birka¢ kez
yikandiktan sonra goriintiillenmelidir.  Goriintiileme yapilirken seffaf ve UV
altinda 1s1ma yapan cetvel kullanilarak goriintiilenmelidir.  Goriintiilenme

esnasinda cetvelin “0” degeri kuyucuklara denk gelmelidir.
7. Jelin Transfer icin Hazirlanmasi

Goriintillenme tamamlandiktan sonra jelde bulunan marker siitunu ve
kuyucuklarm tizerinde kalan fazla kisim temiz bir jiletle kesilerek atilmalidir.
Ayrica jelin iist yiizeyinin belli olmasi i¢in sol alt kosesinden ufak bir kisim tiggen

seklinde kesilmelidir. Son olarak da jelin boyutlar1 6l¢iilerek not edilmelidir.

55



8. Denatiirasyon

Jel, alkali transfer tamponu i¢inde 15 dakika oda 1sisinda nazik bir sekilde
calkalanmaya birakilmalidir. Jel tamamen tampona gomiilmelidir. Siire sonunda
tampon yenisi ile degistirilir ve 20 dakika oda 1sisinda nazik bir sekilde

calkalanmaya birakilir.
9. Membranin Transfer icin Hazirlanmas

Denatiirasyon olurken membrannin hazirligina gecilebilir. Bunun i¢im
temiz bir jiletle ya da makasla jelin boyutlarindan ~1mm daha biiylik olacak
sekilde ve plastik eldivenli bir sekilde membran kesilmelidir. Sol alt kdsesinden
ufak bir iiggen kisim da kesilmelidir.  Kesinlikle membrana ¢iplak elle
dokunulmamali ve koruyucu mavi kagit son ana kadar membrandan
ayrilmamalidir. (Membranin ¢ok pahali oldugu unutulmamali ve bunu igin

dikkatli davranilmalidir)

Membran uygun bir sekilde kesildikten sonra mavi koruyucu kagit
uzaklastirilir ve membran tamamen 1slanacak sekilde deiyonize suya batirilir ve

tamamen 1slatilir.

Tamamen 1slanmasi saglanan memebran yeni bir kapta alkali transfer

tamponunda en az 5 dakika olmak {izere inkiibe edilir.
10. Transfer (Blotlama) diizeneginin Hazirlanmasi

Diizenegin hazirlanmasinda kullanilan tiim blotlama kagitlar1 alkali

transfer tamponu ile 1slatilir ve diizenekte kullanilan tampon yine aynisidir.
11. Notralizasyon

Membran, Noétralizasyon Tamponun'a daldirilir ve 15 dakika oda 1sisinda

inkiibe edilir.
12. DNA'nin Membrana Fikse Edilmesi

Alkali transfer DNA'nin pozitif yiiklii naylon membrana kovalent olarak
baglanmasini saglamaktadir ve bunun i¢in DNA'nin memebrana hibridizasyondan

once fikse edilmesine gerek yoktur. Ancak bazi markalara ait pozitif yiikli
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naylon membranlarin UV 1518a maruz birakilmasi hibridizasyon sinyalini belirgin
bir sekilde arttirmaktadir (Khandjian, 1987). Ancak maksimum etki i¢in
membranm gereginden fazla UV'ye maruz kalmamasi gerekmektedir. Amag
DNA'daki Timin bazlarinin az bir kismi ile (+)naylon membranin yiizeyindeki
pozitif yiiklii amin guruplar1 arasinda ¢apraz baglarm olusmasini saglamaktir. UV
15181 1le uzun siiren bir temas DNA'da bulunan timin bazlarmin biiyiik bir kisminin
membran ile bag yapmasini saglayacaktir ki bu da hibridizasyon sinyalini
azaltacaktir. Tetrahymena genomunun timince zengin oldugu diisiintilecek olursa

fiksasyon siiresinin kisa tutulmasi daha da kritik bir hal almaktadir.

Fiksasyon yapilirken DNA igeren membran yiizeyinin UV 151k kaynagina

doniik olmasina dikkat edilmelidir.
Islatilmis membranlar total olarak 1.5 J/cm® UV'ye maruz kalmahdur.
Kuru membranlar .0,15 J/em® UV'ye maruz kalmalidir.
13. Pre-Hibridizasyon

Membran tamamen islanincaya kadar 6 x SSC (Ya da SSPE) tamponu

iizerinde yiizdiiriiliir ve daha sonra tampona daldirilarak 2 dakika bekletilir.

Plastik Torbalar I¢in: Membran uygun boyutlarda kesilerek hazirlanmis
torba i¢ine yerlestirildikten sonra, posete membranin her santimetre karesi i¢in 0.2
ml. pre-hibridizasyon tamponu eklenir ve poset hava kabarcigi kalmayacak

sekilde miihiirlenir.

Ikinci kez miihiirleme yapilir ve poset tahfifce sikilarak saglamligi test

edilir.
Poset uygun sicaklia ayarlanmis su banyosunda 1-2 saat inkiibe edilir.

Cam Siseler Icin: Membran siseye nazik bir sekilde yerlestirildikten sonra
— DNA olan yiizeyi igeri bakacak sekilde- membranin her santimetrekaresi i¢in

0.1ml. pre-hibridizasyon tamponu eklenir.

Uygun 1s1ya Onceden getirilmis olan hibridizasyon firninda inkiibasyona

birakilir.
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14. Hibridizasyon

Plastik Torbalar Igin: Plastik poset su banyosundan alinir ve hizli

davranarak bir kosesi kesildikten sonra pre-hibridizasyon tamponu bosaltilir.

Hibridizasyon tamponu kesik kdseden poset i¢cine doldurulur ve hava

bosaltildiktan sonra tekrar miihiirlenir.
15. Membranin Yikanmasi

1. Posetin bir kosesi kesildikten sonra hibridizasyon tamponu
saklanabilecegi uygun bir kaba aktarilir. Memebran hemen 200-300ml 2 x SSC
ve her santimetrekare membran i¢in 1ml % 0,5 SDS igeren tampon igine gdmiiliir

ve oda 1sisinda yavasca calkalanir.

2. Bes dakika sonra soliisyon dokiiliir ve 200-300 ml 2xSSC ve her
santimetrekare membran i¢in Iml %0,1 SDS igeren tampon eklenerek oda 1sisinda

calkalanarak 15 dakika inkiibe edilir.

3. Siire sonunda 0.1 x SSC ve % 0.1 SDS 'den olusan tamponda 30 dakika
— 4 saat, 65 derecede hafif bir calkalamayla inkiibe edilir.

4. Membran 0,1 x SSC ile yikanur.

2.2.18. Northern Blot Analizi
Northern Blot deneyinde prob olarak Southern Blotlamada kullanilan
DIG isaretli DNA problar1 kullanilmistir.  Takip edilen protokol asagidaki

verilmistir.
RNA’nin JelI’de Ayrilmasi

1) Ix MOPS soliisyonu ile %1-2’lik jel hazirlanir: %]1-2 olacak miktardaki
agaroz, 1xMOPS ile mikrodalga firm ya da 1siticidda ¢ozilir. Jel
¢oziildiikten sonra 55-60 °C’de iken son hacim %2 olacak sekilde %37’lik
formaldehit ¢eker ocakta jele yavasga eklenerek karistirilir. Jel tanka

yiiklendikten sonra donmasi i¢in en az 1 saat beklenmelidir.

2) Taze hazirlanmis iki hacim yiikleme tamponu ile bir hacim RNA

karstirilir.  Yiiklenecek RNA miktari, 5 pg toplam RNA, ya da 500 ng
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3)

4)

S)

6)

7)

8)

9

)

2)

3)

4)

S)

mRNA olmalidir. ( DIG etiketli RN A Problar1 Kullanilacaksa 1 pg toplam
RNA ya da 100 ng mRNA) DIG etiketli RNA marker kullanilacaksa Sul

marker yiikleme tamponu ile karistirilarak jele yliklenmelidir.
RNA yiikleme tamponu karisimi 65 °C’de 10 dakika siire ile inkiibe edilir.

Denatiire edilen ornekler hemen buza alinir ve 1 dakika siire ile inkiibe

edilir. Ornekler kuru jele yiiklenir.
Kuyucuklara dikkatlice kogsma tamponu ile doldurulur.

Tank kosma tamponu ile tamamen doldurulur. Bu islem yapilirken
kuyucuklarm tistiinden dokiilmemelidir. Jelin sadece {istiinii 6rtecek kadar

doldurulmalidir.

Jel en yiiksek voltajda (en az 3-4 V/cm) yaklasik 10 dakika kosturulup

durdurulur. Jeli tamamen gémmek i¢in ilave tampon eklenir.
3-4 V/em’de en az 2 saat (tercihen gece boyu) kosturulur.

Jel 0,25- 0,50 pg/ml Etidyum Bromid ile kisaca (15-30 dk) boyanip
UV’de  gorintiilenir  (EtBr’in ~ Northern  Etkinligini  azalttig:

diistiniilmektedir miimkiinse katilmamalidir)
RNA’nin Membrana Aktarilmasi

Formaldehiti uzaklastirmak i¢in jel 2 kez 15 dakika siire ile 20X SSC’de

inkiibe edilir.

Jel iist ylizeyi altta kalacak sekilde 20X SSC tamponu ile 1slatilmis 3MM

Whatman kagidmin iizerine yerlestirilir.
RNA Jeli blotlama aparati kurularak 20X SSC ile membrana transfer edilir

Blotlama bittikten sonra membran kurumadan 2X SSC ile 1slatilmis 3MM
whatman kagidinin {izerine RNA’L tarafi yukar1 bakacak sekilde
yerlestirilir ve UV kros link yapilir (120 mJ) Autocroslink-Stratalinker.

Membran steril ddH,O ile kisaca yikanir.
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6)

1)

2)

3)

4)

5)

1)

Nemli membran iki adet 3MM Whatman kagidi arasinda, miihiirlii poset

i¢inde 4 °C’de saklanabilir.
Prehibridizasyon

Kitte bulunan plastik sisedeki DIG Easy Hyb. Granulleri’ne 64 ml steril
DEPC’li su eklenir ve 5 dakika 37 °C’de karistirilarak ¢oziiliir.

Kullanilacak Hibridizasyon tamponunun miktar1 belirlenir. Islemler
hibridizsyon posetleri kullanilarak yapilacaksa, membranm her 100 cm**si
icin prehibridizasyonda 10-15 ml, hibridizasyonda ise 3,5 ml hibridizasyon
tamponu kullanilmalidir. (Midi jelde maksimum membran biiyiikligi 60

cn’).

Belirlenen miktarda pre-hibridizasyon tamponu steril bir tiipe konulduktan
sonra 50 °C’ye ayarli su banyosuna alinir ve membran hibridizasyon

posetine aktarilir.

Uygun miktarda oOnceden 1sitilmig  pre-hibridizasyon tamponu
hibridizasyon posetine aktarilarak miihiirlenir. Poset son hali ile hafif

kabarik goriilmelidir.

Hibridizasyon firminda 30 dakika 50 °C’de hafif calkalama ile inkiibe

edilir. Bu esnada hibridizasyon soliisyonu hazirlanmalidir.
Hibridizasyon

Eger bulucu DNA ilk kez hibridizasyon tamponuna katilacaksa son
hacimde kullanilacak probun miktar1 20-50 pl olacak sekilde hibridizasyon
tamponu hazirlanmalidir. Gerekli miktarda bulucu DNA, 6nceden i¢ine 50
ul Rnase olmayan su eklenmis tiipe alinir. Tiip kaynamakta olan su i¢inde
5 dakika inkiibe edilir. Siire sonunda hemen buza kaldirilir ve kisaca
santrifiijlenerek stvinm tiipiin dibine toplanmasi saglanir. Onceden miktar1
ayarlanmig ve 1sitilmis hibridizasyon tamponuna hemen aktarilir ve ters-

diiz edilerek karistirilir.
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2)

3)

1)

2)

3)

4)

Eger onceden hazirlanmis Problu Hibridizasyon tamponu kullanilacaksa
problu tampon (-20’de saklanir) kullanilamadan 6nce 10 dakika 50 °C’de

inkiibe edilir. Hibridizasyon iglemleri asagidaki sira ile yapilmahdir:

Prehibridizasyon soliisyonunu bosaltmak ic¢in poset kesilir ve hemen
onceden 1sitilmis DNA problu hibridizasyon tamponundan gereken miktar

posetin i¢ine aktarilir ve poset tekrar miihtirlenir.

Membran igeren poset hibridizasyon firininda 50°C’de gece boyu inkiibe

edilir.
Membranin Yikanmasi

Hibridizasyon kabi membran1 tamamen oOrtecek kadar 2X SSC ile

doldurulur (Low Stringency Buffer).
Poset kesilir ve Hibridizasyon Tamponu -20’de saklamak tizere kaldirilir.

Membran hemen 2X SSC iceren kaba alinir ve oda sicakliginda 5 dakika
calkalamalida inkiibe edilir. Islem 2 defa tekrarlanir. Inkiibasyon esnasinda
High Stringency Buffer (% 0,1 SDS iceren 0,1X SSC) tamponu 50 °C su

banyosunda inkiibe edilmelidir.

2X SSC uzaklastirilir ve kap hizli bir bicimde 50 °C’ye 1sitilmis High
Stringency Buffer ile doldurulur ve 50 °C’de calkalanarak inkiibe edilir.

Islem 2 defa tekrarlanar.
Membranin Goriintiilenmesi

Bu asamay1 olusturan adimlar tiretici firmanin tavisyessine gore degisikilik

yapilmadan gerceklestirilmistir (Dig DNA Labelilng and Detection Kit,
Roche,11093657910).

1)

Membran 100 ml yikama tamponu igeren plastik kapa aktarilir ve oda
sicakliginda 1-5 dakika siire ile orbital karistiricida calkalanarak inkiibe

edilir ve siire sonunda tampon dokiiliir.

61



2)

3)

4)
S)

6)

7)

100 ml bloklama soliisyonu eklenir ve oda sicakliginda 30 dakika stire ile
orbital karistiricida calkalanarak inkiibe edilir (bu siire 3 saati

gecmemelidir). Siire sonunda soliisyon uzaklastirilir.

Membran 20 ml antikor ¢oézeltisinde oda sicakliginda 30 dakika siire ile

orbital karistiricida inkiibe edilir ve siire bitiminde soliisyon uzaklastirilir.
Membran iki kez 15 dk 100 ml’lik yikama tamponu ile yikanir.
Membran 2-5 dakika siire ile 20 ml deteksiyon tamponunda inkiibe edilir.

Membran hibridizasyon posetine (ya da uygun bir kaba) RNA’l1 yiizeyi

iiste gelecek sekilde aktarilir.

Sonrasinda membran 10 ml taze hazirlanmis renklendirme substrati ile
karanlikta muamele edilir. Renklenme basladiginda alinarak distile suda

yikanir ve kurutularak kaydedilir.
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3. BULGULAR

Tezin  deneysel  kisimlarinda Imapk  olarak  isimlendirilen
TTHERM 00204120 geninin esas olarak “kinazlar arasindaki smiflandirmasi
yapilamamis” (unclassified) bir gen oldugu tespit edilmistir. Dolayisiyla bu gen
dizisi kullanilarak dizayn edilen primer setleri ile gerceklestirilen RT-PZR
reaksiyonlar1 ile elde edilen sonuclar gercek Imapk genini temsil etmemesi
bakimindan g6z ardi edilmesi gerekmektedir. Bu gene ait DNA ve aminoasit dizi
bilgisi Ek 1’de bulunabilir. Ancak biyoinformatik analizlerde ve filogenetik
agacglarda gercek bir MAPK olan ve 1mapk olarak adlandirilan gen
TTHERM 0133212 olup deneyselde eksik olan kisimlar tez yazimindan sonra

tamamlanacaktir.

3.1. T.thermophila MAPK Ailesi Uyeleri Hakkinda Deneysel Bulgular

Tetrahymena thermophila SB210 susuna ait makroniikleer genomununun
TGD [27], NCBI [130] ve Kinaz veritabanlar1 [131] araciligiyla taranmasiyla
elde edilen MAPK katalitik bdlgesi igeren diziler ilizerinde yapilan 6n
degerlendirmeler neticesinde 11 MAPK geni tespit edilmistir (Ek-1). Bu
genlerden bir kismi i¢in (3mapk, 4mapk, ERK7a, ERK7¢c, MPK4) sadece katalitik
bolgeyi kapsayan primer setleri kullanilarak sirasiyla; genomik DNA’dan PZR ile
toplam RNA havuzundan Geri-PZR reaksiyonlariyla c¢ogaltilmis ve beklenen
gDNA ve cDNA biiyiiklikleri bakimindan analizi yapilmistir.  Beklenen
biiyiikliige sahip bantlar jelden kesilerek saflastirilmis ve DNA dizi analizine tabi
tutularak genlerin teyidi yapilmistir. Calisilan genlerin ATG ve TGA arasinda
kalan gDNA ve cDNA biiyikliiklerine iliskin bilgiler Cizelge 3.1°de
goriilmektedir. Genlere ait dizi bilgileri ve bu genleri elde etmek i¢in kullanilan

primer dizilerin ait bilgiler Ek-1 de verilmistir.
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Cizelge 3.1:  T.thermophila SB210 Makroniikleer Genom Taramasi Sonucu Elde Edilen
MAPK Enzim Ailesi Uyeleri: Genlere ait erisim numarasi, tezde kullanilan isimlendirme ve
genomik DNA ile cDNA dizilerine ait biiyiikliikler ¢izelgeda goriilmektedir. Erisim numaralari
NCBI veri tabanindan elde edilen genlere ait gDNA-cDNA bilgileri TGD veri tabani kullanilarak
¢ikarilmigtir. (*): Protein kodlayan DNA bolgesinin basla (ATG) ve dur (TGA) arasinda kalan
kismn baz ¢ifti cinsinden uzunlugu. (**): Siniflandirilamamis (unclassified) MAPK

Erigim Numarast Gecici Gen Ismi gDNA (%) cDNA(*)
1 | XP_001007098 Imapk (**) 1263 1263
XP 001010007 Imapk
2 | XP 001031643 2mapk 3517 1620
3 | XP 001026993 3mapk 3067 2388
4 | XP 001023129 4mapk 12498 9132
5 | XP_001017253 Smapk 2612 1827
6 | XP 001025119 MPK1 1185 1185
7 | XP 001031635 MPK?2 2236 1212
8 | XP 001020076 MPK3 2714 1449
9 | XP 001010453 ERK7A 1881 1881
10 | XP 001023534 ERK7C 3975 3360
11 | XP 001009345 MPK4 3155 2835

3.1.1. PZR reaksiyonu ile 7.thermophila MAPK ailesi iiyelerinin genomik

kopyalarimin biiyiikliik analizi

Tasarlanan primer setleri i¢cin PZR kosullarin belirlenmesi ve genlerin
genomdaki varliklarimin teyidi i¢in genomik DNA’dan PZR reaksiyonu
kurulmustur. Tasarlanan primer setleri ile beklenen bant biiyiikleri Cizelge 3.2°de
goriilmektedir.

Cizelge 3.2: T.thermophila SB210 gDNA’s1 ile yapilan PZR reaksiyonunda beklenen MAPK
genlerine ait bilyiikliikler.

gDNA
No | Gen Ad1 Biiyiikliigii
1 I mapk 1291 bg.
2 | 2mapk 1620 bg.
3 3mapk 1368 bg.
4 | 4mapk 1327 bg.
5 Smapk 2612 bg.
6 Erk7a 600 bg.
7 Erk7c 1715 bg.
8 | MPKI 1001 bg.
9 | MPK2 2236 bg.
10 | MPK3 2439 be.
11 | MPK4 1194 bg.
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PZR reaksiyonu, tiim primer setlerinin Tm degerleri dikkate alinarak elde edilen
ortalama Tm degeri olan 53°C ile kurulmustur [94°C, 4dk (94°C-50 sn, 53°C-55
sn, 72°C-3 dk) x 27 dongii]. Deney sonucunda elde edilen iiriinlere iliskin bantlar
Sekil 3.1°de goriilmekte olup; 1mapk (Kuyu 1), 2mapk (Kuyu 2) ve 3mapk (Kuyu
3) i¢in tasarlanmis primer ciftleri ile genomik DNA’dan herhangi bir iiriin
olusumu gozlenmemistir. Diger genlere ait primer setleriyle ise spesifik olmayan
bantlagmalarla birlikte, beklenen biiyiiklerde bantlar elde edilmistir (Sekil 3.1°de
oklar). Uriin elde edilemeyen 1mapk, 2mapk ve 3mapk genleri igin farkli bir
polimeraz enzimi olan SpeedSTAR HS DNA Polymerase enzimi ile farkli Tm
degerleri kullanilarak deney tekrarlanmistir [94°C-3 dk (98°C-5 sn, 50-60°C-10
sn, 72°C-35 sn) x 27 dongii]. Sadece 3mapk’dan (Tm 53°C ) {riin almmais
olmasina ragmen, 1mapk ve 2mapk primer setleri ile herhangi bir iiriin tekrar
edilen deneylerden elde edilememistir. Deneyin esas amacinin primer setlerinin

calisip ¢alismadiginin anlasilmast ve PZR reaksiyon sartlarmin tespiti olmasi

bakimindan bantlar dizi analizine alinmamuistir.

Sekil 3.1: MAPK enzim ailesi iiyelerinin 7.thermophila SB210 genomik DNA’sindan MAPK
primerleri ile yapilan PZR analizi: Primer setleri i¢in hesaplanan Tm degerlerinin ortalamasi
olan 56 °C ile yapilan PZR reaksiyonu sonuglar1 %]1°lik agaroz jelde goriilmektedir. Beklenen
biiyiikteki bantlarin konumu sekilde oklarla isaret edilmis ve parantez iginde belirtilmistir; 1:
Imapk (1291 bg), 2: 2mapk (1620 bg) 3: 3mapk (1368 bg), 4: 4mapk (1327 bg), 5: Smapk (2612
bg), 6: Erk7a (600 bg), 7: Erk7c (1715 bg), 8: MPK1, (1001 bg) 9: MPK2 (2236 bg), 10: MPK3,
(2439 bg), 11: MPK4 (2355 bg), M: Lambda DNA/EcoRI+HindIIl Marker.
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3.1.2. Geri-PZRreaksiyonu ile 7.thermophila MAPK ailesi ilyelerinin cDNA

kopyalarimin analizi

Calkalamali etiivde 37°C’de, 24 saat siire ile blyiitiilen T7.thermophila
hiicrelerinden izole edilen toplam RNA’dan 2 pg kullanilarak Geri Transkripsiyon
reaksiyonu ile cDNA havuzu olusturulmustur. Seyreltilmesi 1:10 oraninda yapilan
cDNA’dan 3 pl’nin kalip olarak kullamildigi Geri-PZR ile 1mapk ve 2mapk
genleri hari¢ beklenen cDNA biiyiikliiklerindeki bantlar olusmustur (Cizelge 3.3).
Genomik DNA’dan yapilan PZR reaksiyonuna gore spesifik olmayan
bantlagsmalarin ¢cok az oldugu bu reaksiyonlarda, sadece 3mapk genine ait
reaksiyonda goriilen spesifik olmayan bantlasma daha giiclii oldugu goriilmistiir

(Sekil 3.2, 3 numarali kuyucuk).

MPK4 hari¢ tiim primer setleri i¢in Tm degeri olarak 53°C kullanilmistir
[94°C-4 dk (94°C-50 sn, 53°C-55 sn, 72°C-3 dk) x 27 dongii]. Yapilan Tm degeri
optimizasyonunda MPK4 icin bu deger 61°C olarak tespit edilmistir. Caligma
boyunca PZR reaksiyonlarinda MPK4 i¢in bu Tm degeri kullanilmstir.

Cizelge 3.3: T.thermophila SB210 Geri-PZR reaksiyonunda beklenen MAPK genlerine ait

biiyiikliikler. Deneysel olarak herhangi bir bantlasma goriilmeyen lmapk ve 2mapk genleri
cizelgeya dahil edilmemistir.

cDNA
Bant No. | Gen Ad1 Biiyiikliigii
3 3mapk 1003 bg.
4 4mapk 811 be.
5 Smapk 1837 bg.
6 Erk7a 603 bg.
7 Erk7c 1100 bg.
8 MPK1 1001 bg.
9 MPK2 1212 bg.
10 MPK3 1392 bg.
11 MPK4 1194 bg.
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Sekil 3.2: T.thermophila SB210 ¢cDNA’sindan MAPK primerleri ile yapilan Geri-PZR
reaksiyonu: PZR reaksiyonu sonuglart % 1’lik agaroz jelde analizi goriilmektedir. Beklenen biiyiiklige
uygun bantlagmalar; bantlarin altinda bulunan oklarla isaret edilmistir. 3 numarali kuyucukta isaret edilen iki
okdan alttaki ok spesifik olmayan giiclii band1 gostermektedir. Herhangi bir iiriinlesmenin gergeklesmedigi
Imapk ve 2mapk’ya ait jel kuyucuklari resme dahil edilmemistir. Bantlarin beklenen biiyiikliikleri
parantez i¢inde belirtilmistir; 3: 3mapk (1003 bg), 4: 4mapk (811 bg), 5: Smapk (1837 bg), 6: Erk7a (603
be), 7: Erk7c (1100 bg), 8: MPK1 (1001 bg), 9: MPK2 (1212 be), 10: MPK3 (1392 be), 11: MPK4 (2355 bg),
M: Lambda DNA/EcoRI+HindIIl Markir. Net: Fotografia gérilen siitunlar, ilgili markira olan
mesafeleri korunarak dijital olarak bir araya getirilmistir.

Reaksiyon sonucunda 1mapk, 2mapk ve MPK4 genleri hari¢ diger genlerin
beklenilen biiylikliikte bantlar1 elde edilmistir. Bantlasma olmayan genler icin
daha sonra kurulan optimizasyon PZR reaksiyonlar1 ile MPK4 geni istenilen
biiyiikliikde elde edilmis olsa da, 1mapk ve 2mapk genlerine ait herhangi bir
iirlinlesme genomik DNA PZR’sinde oldugu gibi ger¢eklesmemistir. cDNA’dan

ede edilen tirtinlerin tiimii dizi analizi ile teyit edilmistir (Ek-2).

3.1.3. Farkh Stresler Alinda MAPK Ailesi Uyelerinin mRNA ifadelerinin
Geri-PZR Yontemiyle Karakterizasyonu

Okaryotik organizmalarin yasadiklar1 ortamda olusan cevresel streslerin
hiicresel adaptasyonda etkin olan MAPK yolagini aktive ettigi bilinmektedir.
T.thermophila’nin optimum ortam kosullarinin disindaki sicakliklara karsi bazi
membran glikoproteinleri ve metabolik proteinler {iretmek ya da iiretimini
durdurmak yoluyla tepki verdigi bilinmektedir. 7.thermophila’nin yasadigir dogal
ortam olan goletlerde mevsimsel degisimlere bagli olarak ani sicaklik
degisikliklerinin olmasi, organizmanin adaptasyonda MAPK sinyal yolagmin rol

ald1g1 bir sinyalizasyonun kullanildigi oldugunu diisiindiirmektedir.
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T.thermophila’nin optimum yasam sicakligi 12-22°C araliginin iizeri ve
altinda 6liimciil olmayan sicakliklara gegis sartlarini taklit edecek sekilde ti¢ farkli
sicaklik deneyi tasarlanmistir. Yiksek sicakliga alinan T.thermophila hiicrelerinde
olusan mRNA ‘larm kisa bir yar1 dmiire sahip oldugu bilinmektedir [96, 102, 132].
Ornegin, 30°C’de biiyiitiilen hiicrelerin RNA’larinmn yar1 émrii 60 dakikadan fazla
iken, 40°C’de biiyiitiilen hiicrelere ait RNA’lar da bu siire 3 dakikaya kadar
dismektedir [96, 102, 132]. Yiiksek sicakliga gecisi temsil eden 30°C—37°C ve
30°C—42°C deney sartlar1 ile diisiik sicaklifa gecisi temsil i¢cin 37°C—30°C
deneyleri tasarlanmistir. MAPK sinyal yolu iiyeleri sinyal proteinleri
olmalarindan dolay1 genellikler mRNA seviyesinde cevresel degisimlere hizli
cevap verirler. Calkalamali etiivde, 30°C’de 24 saat biiyiitiilen hiicreler; 37°C ve
42°C’lere transfer edilirken, 37°C’de yine ¢alkalamali etiivde 24 saat boyunca
biiyiitiilen hiicreler 30°C’ye transfer edilmistir. Transfer edildikleri sicaklikta 30
dakika inkiibe edilen hiicrelerden 15 ve 30’uncu dakikalarda ve transfer 6ncesinde
(0 zamani1) alinan 6rneklerden RNA izolasyonu yapilarak, MAPK ailesi iiyelerine
0zgiin primerlerle Geri-PZR deneyi yapilmistir. Deneysel siire¢; RNA izolasyonu,
DNAse muamelesi, RNA Clean Up, DNA kontaminasyonu i¢in PZR reaksiyonu,
cDNA diretilmesi i¢in Geri-PZR reaksiyonu, 17s rRNA primerleri ile ¢cDNA
miktar optimizasyonu ve son olarak da her gen i¢cin Geri-PZR reaksiyonlar1
adimlarm icermektedir. MAPK genlerinin sicaklik degisikligine karsi biyolojik
cevaba katilip katilmadigmi anlayabilmek i¢cin mRNA seviyesindeki gen
ekspresyon analizi yardimeci1 bir yaklasimdir [133-135]. Kalitatif (Var/Yok)
analizler acgilip kapanarak (switch-on/off) prosese katilan genleri tespitte
kullanilirken, kantitatif (Oransal Degisim) analizler proses esnasinda, ekspresyon
seviyelerindeki artis ya da azalis olan genlerin degisimleri hakkinda
bilgilendiricidir [136-138]. Bu ekspresyon seviyesinde; Northern Blot,
Ribonuclease Protection Assay, Es Zamanli Geri-PZR (Real Time PCR), Geri-
PZR yontemlerinin siklikla kullanilmaktadir. Arastirilan genin farkli sartlar
altindaki davranisin1 ve numunelerden ya da esit olmayan yiikleme gibi deneysel
hatalardan kaynaklanan konsantrasyon farkliliklarini normalize etmek amaciyla
kontrol genleri kullanilir [139]. Bu tiir genlerin mRNA ve protein seviyesindeki
ifadelerinde, organizmanin g¢evresinde gerceklesebilecek degisikliklere bagli bir
degisim genellikle goriilmez. Evci (Housekeeping) genler olarak bilinen bu genler
arasinda; aktin, tiibiilin, albumin, GAPDH ve rRNA genleri siklikla
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kullanilmaktadir [140, 141]. Tetrahymena ile yapilan ekspresyon analizlerinde
rRNA genleri kontrol geni olarak kullanilagelmistir [142, 143]. Dolayisiyla, bu
calismada kontrol geni olarak 17s rRNA geni kullanilmistir. Kontrol geni 17s
rRNA’nin genomik gen kopya sayisinin yiiksek olmasi, RNA izolatlarinin DNAse
muamelesi sonrast DNA kontaminasyonun tekrar kontrolii i¢in uygun

bulunmustur.

3.1.4. Sicakhik Degisik Stresi Uygulanan Hiicrelerden RNA izolasyonu,
DNAse ile Muamele ve DNA Kontaminasyonu PZR Kontrol Analizi

Geri—PZR reaksiyon sonuglarmi giivenilir kilabilmek i¢in kullanilacak
kalip, DNA kontaminasyonu icermemelidir. Geri—-PZR reaksiyonuna tagmabilecek
gDNA kontaminasyonu, yapay pozitif sonuglara sebep olacagindan bulgunun
analizini engeller. Dolayisiyla izole edilen RNA orneklerinde goriilen genomik
DNA kontaminantlar1 (Sekil 3.3.a) DNAse uygulamasi ile uzaklagtirilmistir
(Sekil 3.3.b). DNAse uygulamasi1 goren RNA izolatlari, Geri Transkripsiyon
reaksiyonunda cDNA {iretmek tizere kalip olarak kullanilacagi icin DNAse
uzaklastirilmalidir. Bunun i¢in izolatlar RNA izolasyon kiti kullanilarak DNAse
enziminden arindirilmistir. DNAse muamelesinin basarisi, RNA izolatlarinin
direkt 17s rRNA primerleri ile PZR reaksiyonuna alinmasiyla test edilmistir.
Reaksiyon sonucunda bant olusmamasi genomik DNA kontaminasyonu

olmadigini gostermektedir (Sekil 3.3.c¢).

0 15 30

Sekil 3.3: Ornek Bir Deneye Ait RNA’larin DNA Kontaminasyonundan Arindirilmasi: A: 0,
15 ve 30 dk. zamanlarina ait RNA izolatlar1 ve genomik DNA kontaminsyonu, B: DNAse
uygulamasi sonrasit RNA izolatlar1 (Sadece RNA bantlagsmasi), C: DNAse uygulamasi géren RNA
izolatlarmdan 17s primerleri ile yapilan PZR reaksiyonu sonuglari; K: Pozitif kontrol olarak
genomik DNA’dan 17s primerleri ile yapilan PZR reaksiyon iiriinii (~1400), 0, 15, 30 kuyulari:
Sifir, onbes ve otuzuncu dakikalarda alinan &rneklerin 17s primerleri ile PZR sonuglari, M:
Lambda DNA/EcoRI+HindIIl Markir, Fermentas, %1’lik agaroz jel.
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3.1.5. Sicaklik ve Soguk Stresi Uygulanms Hiicrelerin Farkh Zamanlarindan
Elde Edilen cDNA Popiilissyonunun 17s rRNA Geni Kullanilarak

Ornek Miktarlarmin Esitlenmesi.

Gece boyunca calkalamali etiivde deneye gore T.thermophila hiicreleri
30°C veya 37°C’de inkiibe edilmistir. Hiicreler sicaklik degisikligi stresine
alindiktan sonraki 15 ve 30’uncu dakikalarda alinan 6rneklerden toplam RNA
izole edilmistir. Geri Transkripsiyon yontemi ile izole edilen toplam RNA’dan
cDNA iiretilmis ve 17s rRNA primerleri ile PZR reaksiyonuna alinmistir. DNA
dizi analizi yontemiyle dogrulugu teyit edilen 17s rRNA genleri (Ek.2) i¢in
sirasiyla 19, 25 ve 29’uncu dongiilerde, PZR reaksiyonu tiiplerinden alinan esit
hacimli Ornekler, %1’lik agaroz jele esit miktarlarda yiiklenmistir. Jel
goriintiileme aparat1 yardimiyla fotograflanan jellerdeki bantlarin yogunlugu
(Sekil 3.4) Image] programi ile degerlendirilmistir [144]. Elde edilen yogunluk
degerleri, kullanilan kalip c¢cDNA miktarlarinin birbirleriyle mukayesesinde
kullanilmistir. Ayn1 yogunluktaki DNA bantlar1 elde edilinceye kadar esitleme
deneyi tekrar edilmistir. DNA miktarlarinin esitlendigi diisiiniilen kalip miktarlar1
kaydedilerek, takip eden Geri-PZR reaksiyonlarinda kullanilmistir. Her sicaklik
stres testi i¢in ayr1 ayr1 yapilan bu denemeler sonucunda sabit bir hacim degeri
tespit edilmemistir. Dolayisiyla her deney setinde kullanilan cDNA’nin hacmi
degiskenlik gostermektedir. cDNA miktar1 6rnekler arasinda esitleninceye kadar
siiren denemelerden birisi Sekil 3.4’de 6rnek olarak verilmistir. Buradaki esitleme
siireci ardisik {ic denemede gergeklestirilmistir (A, B ve C). Her asamada 0, 15 ve
30’uncu dakikalara ait cDNA o6rneklerinden (1:10 seyreltik cDNA) esit hacimde
almarak 17srRNA primerleri ile 29 dongiiliik Geri-PZR kurulmustur. Reaksiyon
esnasinda 19, 25 ve 29’uncu dongiilerden alinan drnekler sirasiyla jele yiiklenmis
ve bant yogunluklar: tespit edilmistir. Olgiilen yogunluklar arasindaki farklara
gore ters orantili katlar halinde cDNA oOrneklerinin miktarlar1 artirilmis ya da
azaltilmis, boylelikle ikinci Geri-PZR tekrarma (B) ge¢ilmistir. Bu sekilde devam
eden denemeler 17s RNA bantlarindaki yogunluklar esitleninceye kadar devam
etmis ve esitlendkten sonra takip eden deneylerde tespit edilen cDNA miktarlar1

kullanilmastir.
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Sekil 3.4: PZR’de Kalip Olarak Kullanila cDNA miktarlarimn 17s rRNA’ya Gore
Esitlenmesi Deneyi: A: Birinci deneme, B: Ikinci deneme, C: Ugiincii deneme. 19, 25, 29: PZR
dongii sayilari, 0, 15, 30: Dakika olarak 6rneklerin alindig1 zamanlar.

3.1.6. Sicaklik ve Soguk Stresi Uygulanan Hiicrelerin mRNA ifadelerinin
MAPK Primerleri Kullanilarak Geri-PZR Analizi

Onceki bdliimde miktarlar1 belirlen kalpp ¢cDNA hacimleri, bu bdliimde
PZR ile mRNA ifadesi analizinde kullanilmistir. Sicaklik degisikliklerinin
analizi i¢in ii¢ farkli deney; 37°C—30°C, 30°C— 42°C ve 30°C—37°C
gergeklestirilmistir. Deney gruplarinda 1mapk ve 2mapk genleri disinda diger
genler beklenen biiytikliiklerde elde edilmistir. Bununla birlikte bazi streslerde,
ornegin 37°C—30°C gecisinde MPK4’de oldugu gibi {iriin olusturmayan genler
de olmustur. Elde edilen iirlinlerin spesifik olup olmadiklarmin kesin olarak
anlasilabilmesi i¢in beklenen biiyiikliikteki bantlar jelden kesilerek saflastirilmis
ve daha sonra dizi analizine tabi tutulmustur. Dizi analizi sonuglar1 cDNA kalib1
kullanilarak yapilan PZR reaksiyonlarindan elde edilen bantlarin hedeflenen
iirtinler oldugu BLAST analizi ile dogrulanmistir. Sonuglar Ek-2’de sunulmustur.

Ug farkli sicaklik stresine gore elde edilen bulgular asagida agiklanmustir.

MAPK ailesi tiyeleri i¢in her ii¢ sicaklik degisikligi stresi i¢in yapilan Geri-
PZR reaksiyonlarinda; 1mapk ve 2mapk haricinde tiim genlerin primerleri
beklenen biiylikliiklerde cDNA iirlinleri olusmustur. Elde edilen iiriinlere ait jel
goriintiileri Sekil.3.5’de verilmistir. Bu stres altinda elde edilen bulgular MPK4
hari¢ tim MAPK’larin mRNA ifadelerinin {i¢ sicaklik degisikligi stresinin 0, 15
ve 30 dakikalarda varligin1i gostermektedir. Yalniz 37°C—30°C sicaklik
degisikligi PZR reaksiyonlarinda MPK4 ait {iriin olusmamistir. Fakat bu calisma

bulgular, mRNA ifadelerindeki zamana bagli degisimlerin oransal bir iligki olup
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olmadigr hakkinda (2 bagimsiz tekrarli deney olmasma karsilik) yeterli

goriilmemistir

30°C m)37°C  37°C mp42°C 37°C m}30°C
0 15" 30' 0" 15" 30 0" 15' 30

Sekil.3.5: T.thermophila MAPK enzim ailesi iiyelerinin mRNA seviyelerine 30°C—37°C,
37°C—42°C, ve 37°C—30°C sicakhik degisikliginin etkisi:. PZR reaksiyonlarinda {iriin
olusturan MAPK seti enzimleri ve evci kontrol geni 17sRNA’ya ait Geri-PZR reaksiyon
iiriinlerinin %1’lik agaroz jeldeki goriintiileri goriilmektedir. Higbir sicaklik degisikligi kosulunda
irlin olusturmayan Imapk ve 2mapk genleri sekle dahil edilmemistir. 37°C—30°C sicaklik
degisikligi i¢in yapilan PZR reaksiyonlarinda herhangi bir {iriin olugturmayan MPK4 i¢in sekilde
karsilik gelen bolge karanlik birakilmistir.

Elde edilen bantlasmalar gozle degerlendirildiginde 30°C—42°C sicklik
degisikligi durumunda test edilen genlerin biiylik bir ¢ogunlugunda genel bir
azalma oldugundan bahsedilebilir. Bunun aksine 37°C—30°C sicaklik stresine
kars1t MAPK {iyelerinin genelinde bir artis egilimi oldugu gozlenmistir. Genel
olarak 37°C—30°C sicaklik degisikligi orneklerinde ise ilk 15 dakika igerisinde
kendisini belli eden ufak bir artig ve sonraki 15 dakika i¢inde bir miktar azalma
oldugu goriilmektedir. Ancak bu varsayimlar sadece gozle yapilan
degerlendirmelere dayanmaktadir. Dolayisiyla MAPK {iyelerinin test edilen
sicaklik degisimlerindeki davranislar1 hakkinda kesin bir bilgiye ulagsmak ancak
Real Time PCR yontemi ile elde edilecek sonuglarmm degerlendirilmesiyle

mimkiin olabilecektir.
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3.1.7. Cesitli Sartlar Altinda T.thermophila MAPK mRNA ifadelerinin
Var/Yok Analizi

T.thermophila MAPK ailesini olusturan 11 {liye i¢in tasarlanan primer
setleri kullanilarak farkli biyolojik kosullar altindaki hiicrelerden izole edilen
toplam RNA’dan yapilan geri transkripsiyon reaksiyonlar1 ile MAPK ailesi
iiyelerinin mRNA ifadesi olarak varlik gosterdigi biyoloji kosullar tespit edilmeye
calisilmistir. Bu amag i¢in hiicreler srasiyla; hidrojen peroksit stresi, 20 ve
100mM tuz stresi, 24 saatlik aclik stresine tabi tutulmus ayrica 24 saat aghigin
ardindan beslenme durumu, 30°C ve 37°C’lerde gelisim ve konjugasyonun 1,5 , 3,
8 ve 9’uncu saatlerine ait transkriptomda MAPK ailesi iiyelerinin varligt mRNA

ifadesi bakimindan en az iki bagimsiz deney ile analiz edilmistir. Elde edilen

sonuclar Sekil 3.6’de goriilmektedir. Deneylere ait sonuglarin pozitif ve negatif

olarak ifade edildigi grafik gosterim Sekil 3.7°da goriilmektedir.

1

imapk
2mapk
3mapk B
imapk
Emapk |
Erk7a
Ere
MPKL
MR
MPGa
MPKs

UsNA 7]

2 3

I
I
[ ]
e ——)
.
| s
e
|
L =

4 5 6 7 8 9 10 1

I N DN NN R —_——
NN NN DN N
I T e
= S ] e a— . Je—
L B Je—wl ]
|G ) e e
— N e
(W — ——— -} —
T e — e

= p—
T
T | g |

(g y— R ——— | § Gy ——
IR T

% F RN FEE Y P AN J
Hz20: Tuz Ag Tok Kenjugasyon Si1caklik

Sekil 3.6: T.thermophila MAPK ailesi iiyelerinin farkh stresler altinda mRNA
ifadelerinin analizi: Cesitli biyolojik dirimlar ve streslere maruz kalan hiicrelerden izole edilen
RNA’lardan yapilan geri transkripsyon reaksiyonlari ile elde edilen ¢cDNA’larin kalip olarak
kullanildigi PZR reaksiyon sonucu 11 MAPK ailesi iiyesi i¢in olusan iriinlere ait bantlagmalar
goriilmektedir. Uriinlesme olmayan reaksiyonlar icin ilgili bolmeler siyah birakilmistir.
Uriinlesmenin zayif oldugu bazi bantlar1 gériiniir kilabilmek maksadiyla dijital olarak iyilestirme
yapilmugtir. 1: HyO, Stresi. 2: 20mM Tuz , 3:100mM Tuz, 4:Aglik, 5:30 dk beslenmis hiicreler, 6:
Konjugasyon 1,5’uncu saati, 7: Konjugasyon 3’iincii saati, 8: Konjugasyon 8’inci saati, 9:

Konjugasyon 9’uncu saati, 10: 30°C inkiibasyon, 11: 37°C inkiibasyon.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11
1mapk - - - - - - - - - - -
2mapk - - - - - - - - - - -
3mapk - - + - - + + + - + +
4mapk - - + + + + + + + + +
S5mapk - - - - - - - - + + +
Erk7a - - + + + + + + - + +
Erk7c - - - + + - - - - + +
MPK1 - - + + + + + + + + +
MPK2 - - + + + + + + + + +
MPK3 + + + + + + + + + + +
MPK4 - - - - - - - + - + +
17sRNA + + + + + + + + + + +

Sekil 3.7: T.thermophila MAPK ailesi iiyelerinin farkh stresler altinda mRNA
ifadeleri: Denenen kosullar altinda iiriin olusumu gézlenen durumlar igin (+), herhangi bir
irlinlesme olmayan durumlar igin (-) isareti kullanilmistir. 1: HyO, Stresi. 2: 20mM Tuz,
3:100mM Tuz, 4: Aglik, 5: 30 dk beslenmis hiicreler, 6: Konjugasyon 1,5’uncu saati, 7:
Konjugasyon 3’iincii saati, 8: Konjugasyon 8’inci saati, 9: Konjugasyon 9’uncu saati, 10: 30°C
inkiibasyon, 11: 37°C inkiibasyon.

3.2. T.thermophila MPK4 Geni ile Tlgili Biyoinformatik ve Deneysel Bulgular

T.thermophila SB210 genom projesi tamamlanmadan 6nce halka sunulan
on veriler kullanilarak MPK4 olarak isimlendirilen MAPK geni biyoinformatik

analizleri ve deneysel bulgular: takip eden boliimlerde sunulmustur.

3.2.1. T.thermophila Genom Projesi On Sonuclarina Gére MPK4 Geninin

Genomik Dizisinin Bir Araya Getirilmesi Ve Biyoinformatik Analizi

Amerika Ulusal Bilim Kurulusu (NSF) ve Ulusal Saglik Enstitiistince
(NIH-NIGMS) desteklenen ve Genomik Arastirma Enstitlisi (TIGR) [27]
tarafindan yiirtitillen 7.thermophila SB210 makroniikleer genom projesi boyunca
elde edilen dizi bilgileri belirli araliklarla TIGR resmi web sitesi vasitasiyla
kullanima ag¢ilmistir. Genom projesi oncesi 7.thermophila EST veri tabanindan
elde edilmis olan bir MAPK EST dizi pargas1 (~340 bg), bulucu dizi olarak
kullanilarak, 2003 yilinda kullanima agilan diziler arasinda sorgulanmistir.
BLAST analizi ile elde edilen ilk benzer diziler, kromozom yiiriimesine benzer bir
teknikle tekrar 5° ve 3’ yoniine dogru biitiinsel diziyi olusturmak i¢in ardigik
BLAST analizleri ile hedef gen bolgesi genisletilmistir. Her iki yonde de yapilan
BLAST ilerlemesi ile toplamda yirminin iizerinde kismi niikleotid dizisi elde

edilmistir. Elde edilen dizile,r Gene Tool Lite 1.0 (BioTools Incorporated,
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Advanced Bioinformatic Solutions) programmin “Assembley Editor” alt programi
yardimiyla varsayilan ayarlar kullamlarak yatay hizalanmstir. Ortiisen
bolgelerdeki benzerlik yiizdesi % 80°nin altinda olan dizileri hizalama sonucunda
olusan konsensiis dizisine dahil etmeyen program, toplamda 14 diziyi Ortiistiirerek
bir kontik olusturmustur. Elde edilen uzlasim dizisinde benzesmezliklerin oldugu
problemli noktalar1 kapsayan diziler referans almarak, bu noktalarla ortiisen diger
diziler BLAST programi yardimiyla TIGR veri tabaninda tekrar taranarak
problemli noktalar1 iceren dizi sayis1 miimkiin oldugunca artirilmistir. Sonug
olarak, bu noktalarda bulunan gercek baz dizisinin tespitinde, dizilerin 6nerdigi
bazlar sayilmis ve sayica ¢ok olan baz dogru olarak kabul edilmistir. Genellikle
iki baz arasindaki sayimlar birsinin lehine herhangi bir siipheye yer birakmayacak
sekilde yliksek cikmistir. Ancak sadece bir bolgede, 6 diziden 2’si problemli
pozisyonda A olmasin1 Onerirken, geri kalan 4 dizi bu pozisyonda bir baz
eksilmesi olabilecegini (delesyon) Onermekteydi. Sayisal ¢ogunluga gore alt1
diziden sadece ikisinde mevcut olan A bazinmn dizi analizi hatasindan
kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu durumu analiz etmek gayesiyle her
iki dizi de (A iceren ve igemeyen) NCBI ORF finder programinda sillilerle ait
kodon sozIligii kullanilarak tiim okuma ¢ergeveleri (6 adet) ile aminoasit dizisine
doniistliriilmiistiir. Elde edilen aminoasit dizileri igerdikleri katalitik domainleri
tespit etmek maksadiyla BLAST programiyla taranmis ve alternatif her iki dizinin
de teorik olarak protein kinaz motifi i¢erdigi tespit edilmistir. Adenin’in oldugu
varsayilan dizinin olusturdugu teorik protein 1593 aminoasiten olusurken, Adenin
icermeyen dizi ile olusturulan protein dizisi 392 aminoasit igerdigi tespit
edilmistir. MAPK enzimlerinin ¢cogunun kii¢iik bir amino ve karboksi terminal ug
tasidig1 ve sahip olduklar1 protein kinaz domainlerinin yaklasik olarak 300 amino
asitten olustugu bilinmektedir [11]. 1593 aminoasitlik teorik proteinin katalitik
bolgeden sonra gelen C terminal bolgesi bilinen MAPK’lere gore anormal
sayilabilecek bir biiyiikliikkte oldugu i¢in 392 aminoasitlik peptiti olusturan, yani
Adenin icermeyen uzlagma dizisinin, dogru olmasi bu veriyle daha yiiksek bir

olasilik kazanmistir (Sekil 3.8).
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£1593 aa)

NSERTNMOCKLPKQKS EEKERHLKTNQQNLQEKLL
ECEEKLTNQSRSCT IKMTLSCVFQQSYQSFIKEIT

LIEALVANHQQFLSLGOOFQEQQRAAAFKTEIQPT
THEIDYHGREOQRFQQQTVIEKE THRNTEEEDHQEF L

EAEKEFFQLEFIQTVEIIERMSSNEEIEFHILFEF
EIIQELGEGCAYGI VWEAF CKESK) IVRALEKVFDAF
HHATDAQRTFREVHFLOQELNGHENIIRLINIIKAE
HNFD LYTINFDFHETD LHAVIPANI LEETHEQTVVY

QILEAMEYIHSGELIMRDLEP SNILLNSECLVELA
DEGLARSVAVIIDDDNPVRTEYVATRWYRRAPEILL

GETEYAFAVDMSIGCIVGELITHNRAIFPGNSTLN
QIEEVLELTGEPTQEDIESLESQLAWNIISSINV]

{392 aa)

HSSHNEEIEPHILREFEIIQFKLGEK-RYGIVWEAF
CEHESHOIVALFFVFDAFHNATDAQRTFFEVHMFL

QELNGHENIIRLINIIFAENNFDLYMVFDFHET
DLHAVIPANILEETHHOWVVTQILKAMKY IHSG
ELIHRDLEPSNILLNSECLVELADEGLARSVAV
TDDDDNPVETEYVATEWY RAPEILLGSTHYAKA
VIMWSIGCIVGELITNRAIFFGNSTLNQIEEVL
ELTCGEPTOED IESLESQLANNIISSINVOEFEET

FHOMFPGASEEAIDLIFKLLCFNPENRLTVEQA
LEHPYVEDFHCPEEEIVCGRVIPISMNDNEEFS

IKEYREALTNQIVQEEKRIKRQQNRD IVLEQQQQ
ITTTGHNGOVSQAGOSSQPVSSHELYPLINLLNH

KEHTFPHOMFPCASEEATDLIKKLLCFNDERLTVE i
QALEHPYVKDFHCPEEEIVCGRVIPISINDNKEF S
IKEYREALYNQIYQERPIRROQNREDIYLKQQQOLT
TIGHCQVS SQPVSSQQIPSSSQSTOSSVT
QQQQQQO)EKSENQYQSSSSQQ0QAQQYQQ0QSLY
VPQR)SSQSSOPQS00SI g
QRYFDOEKEQVEPNAQOYLOQOQQLOOQQQALQDQ
QMOESTYNSQNFNESQUOVQQCNSQSTEQCNNYSG
YKSCSQASTTNASSSAQVAGYDDKKVLINSSNQIQ
NENSSQUY TOSQCANQASSSNTQQQY LPSSSNTIY
GOGVTNSIANSHNLYNOAQLNGSKQQSSSLGHTON
KYSSTOAYQQAQPSHYING TONAQEYVIENINN G
QLGGSQMIIGCSOTNS ¥ LOQHM
Q00OVOQPOTHYCV T YHHCHSEQSSCESSNT FAQYOD

HYQQOQQORT TCVTANHORO P SHNAQEVREVEQH

Sekil 3.8: MPK4’e ait iki farkli gen kaydina ait aminoasit dizilerinin karsilastirilmasi:
Biitiinsel dizilerin olusturulmasinda kullanilan pargalar; TYBHX95TR, TXAQ657TF,
TYBMQ28TF, TXDGY89TR, TYATI43TR, TYBNP66TR, TYAYA79TR, TYAJS60TR,
TYBIWIITF, TYAFP58TR, TYCCS52TF, TYASH30TF, TXBAM32TF, TYAYP33TF dir.
Aminoasit dizilerinin MAPK ’lara 6zel domainleri kirmizi renkle isaret edilmistir. Kinaz domainini
disinda kalan diziler alt1 ¢izili olarak vurgulanmistir.

Sonug olarak TIGR’dan elde edilen diziler ile olusturulan 1194 bg’lik uzlasma
dizisi NCBI gen bankasina “olasi cDNA dizisi” olarak teslim edilmis ve
AY560586 erisim numarasi ile 16 Nisan 2004°de veri tabanina kayit edilmistir.
Ancak 2006 yilinda tamamlanan T7.thermophila SB210 makroniikller genom
projesi ile ortaya ¢ikan biitiinsel makroniikleer genom dizisi MPK4 geninde
olmadigint disiindiigiimiiz adenin bazmmin var oldugunu Onermektedir. Bu
durumum agikliga kavusmasi ancak, MPK4 geni mRNA’smna ait biiyikligin
Northern Blot’la tespit edilmesiyle miimkiindiir.

3.2.2. T.thermophila MPK4 Kinaz Domaini Motif Analizi

Kristalografik yapisi bilinen MAP kinazlar ile MPK4’iin kinaz domain’in
kiyaslamasi1 yapildiginda biiyilk oranda onemli benzerliklerle birlikte bazi
farkliliklar da gozlenmistir. MPK4’iin kinaz domaininde yer alan onbir alt
bolgeye ait motif dizsinin tespit edildigi bu analizde (Sekil 3.9), a-heliks bolgeleri

gri, B seritler ise siyah renk ile vurgulanmistir. Buna gore;
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Alt-bolge I (Phe'>-GIn"”): [EEITEIGKGA Y GIATENTORK SK |

MPK4 kinaz domainin NH, terminalinde Gly'®* ile baslayip Val'® ile son bulan
ve GXGXXGXV motifini igeren alt-bdlge I’in baslangic noktasi, konsensiisdeki
ilk Gly’den 7 aminoasit onceki Phe'”’’dir. Burada genellikle hidrofobik bir
aminoasit bulundugu bilinmektedir ve Phe'” buna uygun bir aminoasittir. Alt-

bolge I tarif edildigi gibi B1 ve B2 seritlerini icermektedir.
Alt-bélge IT (GIn'**-Asn*"?): [KOININBERYFDAFHN]

Alt-bolge 11 B3 seridini icermektedir ve bu serit icinde AXK motifi oldugu
goriilmektedir. (Ala*” Leu’® Lys™™). Genelde B3 seridini hemen a-heliks-B
takip eder ancak Cdk2 ve ERK2’de oldugu gibi MPK4’de de bu a-heliks

bulunmamaktadir.
Alt-bélge ITI (Asn*'%- Ile**’): [ATDAQRTFREVMFLQELNGHENIIRLI]

Alt-bélge III biyiik bir heliks olan Ala*" ile Glu*® arasindaki bolgeyi olusturan o-
heliks-C ile baslamakta ve oOncekiler gibi kiigiik lobun i¢inde yer almaktadir.
Heliksin merkezi bir noktasinda bulunan Glu**?; AXK motifindeki Lys204 ile

ATP’nin a ve B fosfatlarini stabilize etmede yardimci rol oynuyor olabilir.
Alt-bélge IV (Asn** - Asp**’): [NEIKAENNKD]

Alt-bslge TV; Asn**’ ile Ile ***’nin olusturdugu dérdiincii B seridi kiigiik lobda yer
almakta ve hidrofobik bir karakter gostermektedir. Bu bdlgenin herhangi bir
katalize ya da substrat tanima reaksiyonuna dogrudan katildigma dair bir bilgi

yoktur.

Alt-bélge-V (Leu®'- I1e**): [LYMVFEDFME7DLEINYI

250 254

Kiiciik ve biiyiik loblar1 birbirine baglayan alt-bolge-V, Leu™" ile baslayip Phe

ile sonlanan tamamen hidrofobik B-serit 5 (L*°YMVF>*), 4 aminoasidin
olusturdugu bir zincir ve son olarak His** - Ile*® arasindaki o-heliks D’den

olusmaktadir.
Alt-bélge VIA(GIu*”%- Ser’®"): [EIHKQYVVYQILKAMKYIHS]

Biiyiik ve hidrofobik 6zellikli Glu*”* ile Ser*”' arasinda biiyiik loba dogru uzanan
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Sekil 3.9: T.thermophila MPK4 proteini iic boyutlu modellemesi: MPK4’iin ii¢ boyutlu
modellemesinde kalip olarak fosforillenmis MAPK Erk2 (pdb kodu:2erkA) kullanilmistir, MPK4
modellemesi; Erk2’nin 173 ile 501’inci aminoasitleri arasmdaki kismiyla gergeklesen %
41.867’lik ortiismeye gore olusturulmustur. Katalitik bolgeyei olusturan alt bdlgeler farkl
renklerle renklendirilmis ve roma rakamlari ile ilgili bolgeler isret edilmistir. X ve XI’inci bolgeler
arasindaki insersiyon (i) ile isaret edilmistir.

a-heliks E’yi icermektedir. a-heliks E’y1 olusturan aminoasitlerin hi¢ birisinin
direkt olarak Mg, ATP ya da peptit substrati ile iliskisi olmadig1 dolayisiyla da

destek yapisi olarak gorev yaptigi diisiiniilmektedir.
Alt-bélge VIB (Gly***- Cys*""): [[€EIBIEIRDLK PSRN SEC]

Bu alt bdlge; hidrofobik nitelikli B-serit 6 (Glu***-His*®) , bir loop ve B-serit
7°den (Asn’”-Asn’”’) olusmustur. Loop HRDLKXXN imza dizisini igermekte

olup MPK4’de (¥HRDLKPSN’?) seklindedir. “Katalitik Loop” olarak bilinen

298

bu loop’ta bulunan Asp” i, fosfotransfer mekanizmasinda, substrattan atak

yapan hidroksil gurubunun protonunu kabul eden katalitik taban olarak gorev

yaptig1 diisiiniilmektedir. Asp™®i takip eden Lys’*”’in ise transfer esnasinda vy

fosfatin negatif yiikiinii notralize ettigi diisiiniilmektedir. Klasik protein-tirozin

307,

kinazlarda bu aminoasit Arg’dir. Motifin sonundaki Asn™"’in yan zincirleri,
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n karbonil gurubuyla hidrojen bagi olusumu esnasinda katalitik loop’un
stabilizasyonu sagladig1 ve ATP’nin a ve y fosfatlari ile koprii kuran ikincil Mg™

iyonu ile selat yaptig1 diisiiniilmektedir.
Alt-bélge VII (Leu™! — var®) : [RESUADFGLINEYIA VTDDDDNPV]

PKAa’da B-serit/loop/B-serit olarak katlanma yapan bu bolge Cdk2’nin inaktif
formundaki kristalografik yapisinda B-serit/loop/a-heliks olarak katlanmistir
MPK4’de de tipki1 PKAa’da oldugu gibi B-serit/loop/ B-serit katlanmasi oldugu
goriilmektedir. Leu®''-Leu’* arasinda uzanan bu bdlgenin igerdigi loop’da yiiksek
derecede korunmusluk gosteren DFG iigliisii yer almaktadir ( Asp®'® Phe’'” Gly*'®)
ve bu loop Asp’'® ile Gly’'® arasinda olusan hidrojen bag: tarafindan stabilize

edilmektedir..

Alt-bélge VIII (Arg***- Lys*’): [RTEYVATRWYRAPEILLGSTKY AK]

Peptit substratlarin taninmasinda en 6nemli rolii oynayan bolgedir. Bu alt bolgede
bulunan ve yitksek korunmusluk gosteren diger motif ise APE motifidir (Ala**
Pro**® GIu®*") . Bu motifin 7-10 aminoasit yukarisinda farkli protein kinaz aileleri
arasinda 1yi derecede korunmusluk gostermektedir. MPK4 proteinin bu

bolgesinde TEY fosforilasyon motifi bulunmaktadir
Alt-bélge IX (Arg***-Ser’*?): [AVDMWSIGCIVGELITNRAIFPGNS]

Biiyiik lobda yer alan a-heliks-F bu bdlgeyi olusturur. Neredeyse degismez olan

Asp®® a-heliks-F’nin NH, ucu kisminda yer almaktadir. Asp®®

Katalitik lopun
stabilizasyonuna katilir. PKA-Ca’ya gore diisiiniilecek olursa Arg’’>-Phe’”® arasi

aminoasitler inhibitdr peptitlerle hidrofobik etkilesimler igine girmektedir.
Alt-bolge X (Thr383-Thr394): [TLNQIEKVLELT]

Korunmuslugu en az olan bolge olup fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir. a-
heliks-G bu bolgede yer almaktadir ve bu heliks biiyiik lobun tabanin1 meydana
getirir. CMGC gurubu protein kinazlar alt-bdlge X ile XI arasinda biiyiik insertler
tagirlar ve MPK4’de de Gly’”’-Ser*” arasinda yer alan 38 aminoasitlik bir insert

vardir.
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Alt-bélge XI (Glu®* Val'®®): [EEAIDLIKKLLCENPKNRLTVEQALEHPYV]

Alt bolge XI, kinaz bdlgesinin COOH ucu smirma kadar uzanmaktadwr. Bu
bdlgede bulunan neredeyse degismez Arg aminoasidi MPK4’de Arg*'’e denk
gelmektedir ve bu aminoasit a-heliks H ve a-heliks I arasinda yer almaktadir. Bu
bolgenin COOH ucu sinir1 tam olarak tarif edilememekle birlikte, birgok protein-
serin kinazda, Arg’den 9-13 aminoasit sonra His-X-Aromatik-Hidrofobik uzlagma
dizisi bulunmaktadir. MPK4’de Arg”'’den 9 aminoasit sonra His-Pro-Tyr-Val
dizisi bu motife uyumluluk géstermektedir. Protein-tirozin kinazlarda Arg’den 10
aminoasit sonra yer alan hidrofobik aminoasit bu bdlgenin COOH ucu smirmni
olusturmaktadir. MPK4’de bu Pro*®’e denk gelmektedir ancak Pro hidrofobik
degildir. Genel olarak degerlendirildiginde MPK4, B3 seridini iceren Alt Bdlge
II’de B3 seridini hemen o-heliks B’nin takip etmemesiyle Cdk2 ve ERK2’ye
(ERK ailesine) benzerlik gostermektedir. 6 ve B9-seritlerinin bulunmamasi ile
de p38 protein kinazlarma benzerlik gostermektedir. Clinkii 6 ve B9 bir tek
p38’lerde yoktur. Ayrica Alt-bdlge VII’de PKAa’da oldugu gibi B-serit/loop/p-
serit katlanmasi1 oldugu goriilmiistiir. Bunlara ilave olarak alt bolgeler X ile XI
arasinda biiyiik insertler tasimalariyla digerlerinden ayrilan MAPK’lere 6zgii bu

uzun insert MPK4’de de 38 aminoasitlik bir insert ile kendisini gostermektedir.

3.2.3. PZR Reaksiyonu ile MPK4’iin Genomik DNA ve ¢cDNA Kopyasinin

Uretilmesi:

Yapilan biyoinformatik analizler MPK4 geninin klasik bir MAPK geninin
sahip olmas1 gereken tiim o6zellikleri barindirdigini gostermistir. MPK4 geninin
deneysel olarak karakterizasyonu icin gerekli olan intron-ekson bilgisi gibi
sonraki deneysel girisimler i¢in gerekli bilgilerin elde edilmesi MPK4 geninin
oncelikli olarak klonlanmasini gerekli kilmistir. Bunun i¢in 6ncelikli olarak
MPK4 geni Genomik DNA’dan ve cDNA’dan ¢ogaltilarak restriksiyon analizleri
ile elde edilen biyoinformatik bilgi ile uyumu analiz edilmistir. =~ MPK4 geni;
“basgla” ve “dur” kodonlar1 dahil arada kalan tiim bdlgeyi icerecek sekilde
cogaltilmast planlananmis ve primerlere MPK4 geninin rekombinant protein
iretimi i¢in aktarilacagi ekspresyon plazmiti pGEX’e uygun kesim enzimleri
tanima boélgeleri de ilave edilmistir. Genomik DNA’dan PZR reaksiyonu igin

kaynak DNA olarak 7. thermophila SB210 nesli makronukleus genomik DNA’s1
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kullanilmigtir. Materyal ve yontemler kisminda tarif edildigi sekilde kurulan PZR
reaksiyonu sonucunda beklenilen biiyiikliige uygun bir bant elde edilmistir (Sekil
3.10.B). MPK4 geninin intron igerip ig¢ermediginin anlagilmast i¢in 7.
thermophila SB210 hiicrelerinden TRI Reagent ile izole edilen RNA o6ncelikle
DNAse muamelesinden gecirilmis daha sonra da Geri-PZRreaksiyonu ile ayni
primer seti kullanilarak c¢ogaltilmistir.  Olusan {iriin, intron icermedigini
diistindiigimiiz i¢cin genomik DNA’dan elde edilen {irtinle ayn1 biiytikliikte olmasi

beklenen biiytikliikte bir bant olusturmustur (Sekil 3.10.A).

A B Sekil 3.10: T.thermophila MPK4
geninin makronukleer genomik
DNA ve cDNA’dan F4EcoRI ve
R4Sall primerleri kullanmilarak
_appe Uretilmesi:  PZR  reaksiyonlari
518 %1’lik agaroz jelde yiiriitilmiistir.
M olarak isaretlenen kuyucuklarda
Lambda DNA/EcoRI+HindIII
:ég Marker kullanilmistir. A.:cDNA
—17% kullanilarak elde edilen {iriin 1
. numarali kuyucukta goriilmektedir.
—2u  B. Genomik DNA’dan yapilan PZR
~54  reaksiyonu sonucu 2 numarali
kuyucukta goriilmektedir.

1385

air ~1200 bg.

Makrontikleer ve cDNA’dan PZR reaksiyonlar1 ile elde edilen bantlar
biiytikliikleri bakimindan esit goriilmektedirler. Bu da MPK4 geninin intron

icermedigini gosteren 6n biyoinformatik bulgular1 desteklemektedir.

3.2.4. PZR Reaksiyonu ile Uretilen MPK4’iin ¢cDNA Kopyasimin Direk

DNA Dizileme Yontemi ile Analizi

cDNA’dan ¢ogaltilan MPK4 genin kesin olarak teyit edilebilmesi i¢in dizi
analizi ile dogrulanmas1 gerekliligi sebebiyle, klonlama yapilmadan 6nce direkt
olarak dizi analizine alinmistir. Yapilan dizi analiz sonucu elde edilen 378 bg¢’lik
DNA dizisi asagidaki gibidir:
GTGTTGTAAACTGATACCTGTCGTGCAGCTTGTAATGGCCATGCTAATATGCGCTGCCTATAATATGGCGAAT
GGCTTGTGTTAAATTATGGCTGAATTTTAGGAGCTTGGCCCGTTCCGTTGCATGTTACCGATGATGATGACAA
ATCGCTGTCAAGAAACAGAAGTATGTTGGCTACTCGTTGGTATCGTGCCCCTGAAATCTTAATTAATGTAGTA
CTATAATATGCTAAGTGCTGTTGATATGTGGATGCATCGTGCTGCATAAGTAGTGAATAACTTATAAGCTATC

TGAGTCTATTCTTTCCCTGTGTTAATTCCCTCTCTCTTTCATTATTGATTTTGTTTTAAGTAAATATAGACTGGT
TATTACCCCTC
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Dizi analizi ile elde edilen niikleotid dizisi, hedeflenen gen MPK4 olup olmadigin1
arastirmak icin NCBI GenBankasi web sayfasinda bulunan BLASTx programi
kullanilarak analiz edilmis ve pozitif sonu¢ alinmistir. Sekil.3.11°de yapilan

analize ait sonug goriilmektedir.

;'»D;t-lh‘;"-r-u':,r 1] Tetrahysena thermophila mitogen activated protein kinase 4 gene,
complete Cds: BACCONMClear
Length= 1859

Jcore = 265 bitas (l43), Expect = le-67
Identities = 2687319 (84%), Gaps = 457319 (l4%)
Strand=Flus/Plus

Quecy 92 MACTGATACCTGCTCCTGCAGCTTCTARTGGCCATCCTARTATGCGCTCCCTATAATATGE 66
teenenn ni Lener n owonn ni penany vorwpnnen vonge vewy ovepnr 1
Sbjer 797 AACTGAT-CC-ATCGTG=-A=-CTTG-AA=--GCCAT-CTAATAT-C-CT-CCTA-AATA--C 842

Query 69 COAATGGCTTGTCTTAMATTATGGCTCAATTTTAGGAGCTTGGCCCGTTCCGTTGCATGT 128
PREnn wrwny npnpnpninn B0 e vwy o vnp rpnpnpnoornnnnny i
Sbjct 842 COAAT=-GCTTG=CTTAAMATTA==GCTG=ATTTT=GGA=-CTT=-CCCCOTTCCCTTGCA-CGT 893

Query 129 TACCGATGATGATGACAAATCGCTOTCAAGAAACAGAAGTATCTTGGCTACTCGTTGOTA 188
TRRRRRN RPN vneg wnwnn vg v0men wpppnnpn rpvnvpennnnnnn
Sbjecr 854  TACCGATGATGATGAC-AATC-CTGTC-AG-AACAG-AGTATGTT-GCTACTCGTTGGTA 947

Query 183 TOCTCCCCCTCAAATCTTAATTAATGTACTACTATAATATCCTAACTCCTCTTGATATCT 248
PRRRRRR ey neg PRnnnnnny vy vennnnnnennni
5bjct 948 TCGTGCCCCTGAMATCTTA-TTAG-GTACTACTA-ARTATGCTAAG-CCTGTTGATATCGT 1003

Query 249 GOATGCATCOTGCTCCATAAGTAGTGAATAACTTATAAGCTATCTGAGTCTATTICTTTCE 308
PRl erwey pnpnpnen vewn nli fennrnrn oee 0 eenm vonn npn ni
Sbjer 1004 GOA-GCATCG-GCTGCATA-GTAG-GAG-AACTTATAA-CTAACAGAG-CTAT-CTT-CC 1054

Query 309 CTGTGTTAATTCC-CTCTC 326
L0 i ey nnnni
Fpjce 1055 CAG-CT=-ARATTCCACTCTC 1071

Sekil.3.11: MPK4 geni Dizi Analizi BLAST Sonucu: Dizi analizi ile elde edilen dizi bilgisinin
BLAST analizi ile elde edilen sonucu. Analiz sonucunda ilk sirada gen bankasma teslim edilen
AY560586 MPK4 geni olmustur.

Boylelikle arastirmada kullanilan DNA dizisinin, PZR iirliniiniin hedef gen

oldugunu dogrulamaktadir.

3.2.5. Geri-PZR Reaksiyonu ile Uretilen MPK4’iin ¢cDNA Kopyasinn
pGEM T-Easy Plazmitine Klonlanmasi

F4EcoRI ve R4Sall primerleri kullanilarak gergeklestirilen — Geri-
PZRreaksiyon sonucu elde edilen ~1200 bg’lik iirlin, gerekli dogrulamalar
yapildiktan sonra TA klonlama teknigi ile pGEM T-Easy plazmitine aktarilmis ve
plazmit XL1-Blue konak¢1 hiicrelerine aktarilarak klonlanmasi saglanmistir. Elde
edilen plazmitlerden yapilan restriksiyon kesim analizi ile klonlarin ~1200 bg’lik

iirlin tagidig1 goriilmiistiir Sekil.3.12.
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El4s

1550 —

1575 — Sekil 3.12: MPK4’iin ¢cDNA Kopyasimn pGEM T-Easy
nar Plazmitine Klonlanmasi: Klonlama islemi sonucunda elde edilen

beyaz kolonilerden birisinden izole edilen plazmitlerin EcoRI enzimi ile
kesiminden sonra salman ~1200 bg¢’lik MPK4 geni. M: Marker Lamda
DNA EcoRI/HinlII, 1: EcoRI ile kesilmis pGEM T-Easy plazmiti.

3.2.6. PZR Reaksiyonu ile Uretilen MPK4 ¢cDNA’s1 Kullamlarak Southern

Blot Yontemiyle Genom Analizi

Genomdaki varligmi teyit etmek ve eger varsa kopyalarinin saymsin
belirleyebilmek icin, klonlanmasi tamamlanan ~1200 b¢’lik MPK4 geni jelden
saflastirilarak radyoaktif olmayan DIG DNA labelling kit ile protokolde tarif
edildigi sekilde isaretlenmis ve bulucu DNA (prob) haline getirilmistir.

Sekil.3.13: Southern Blot

DI sl e = 3250 pot u Gl - ! ﬁ m Problama etkinliginin test

edilmesi. Test icin 3 ornek ve bir

- . -- negatif  kontrol ~ (Marker) yiiksek
konsantrasyondan diisiik

W T TRay wneiet (cail)

i konsantrasyona dogru % seri diliisyon

Etiermepials S5 210 cuga g DA (gl ' . !z g seklinde soldan saga dort damla halinde
*) Lambda Faj Marker:

LambdaDNA/EcoRI+HindIII ~ Marker,

ile parmak izlerinin yarattigi goriinti kirliligini uzaklagtimak maksaiyla membran ftografi
sekildeki gibi sadece damlaciklari igerecek sekilde parcalara ayrilmistir. Fotografta herhangi bir

pozitif yikli membrana damlatilmistir
Vlazbdu Su Blacio (apfply E E . - ﬁ. <
Deneysel asamada olusan ve ekipman
dijital iyilestirme islemi yapilmamustir.

Problama etkinliginin tayini i¢in asil deneyden 6nce membran iizerinde damlatilan
gDNA, MPK4 pozitif klondan gelen pGEM T-Easy plazmiti ve negatif kontrol
olarak Lamda DNA EcoRI/HindIIl kullanilarak ile 6nciil deneme yapilmis ve
sonu¢ olarak MPK4 cDNA’smin etkin bir sekilde problandigi goriilmiistiir
(Sekil.3.13). Problama isleminin basarili olduguna kanaat getirildikten sonra
MPK4 genini i¢ceriden kesmeyen EcoRI , HindIIl , Smal ve Xhol ile; igeriden 3
kez kesen Dral kesim enzimleriyle genomik DNA gece boyunca kesime
ugratilmis ve %0,7’lik jelde gece boyunca 30 V’da kosturulduktan sonra kesim
reaksiyonun kalitesi resmedilmis ve biraz daha uzun inkiibasyona ihtiya¢ oldugu

ortaya ¢ikmustir (Sekil 3.14.A). Agaroz jeldeki DNA i¢in denatiirasyon ve
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notralizasyon adimlar1 gergeklestirildikten sonra klasik southern blotlama

diizenegi kurularak fragmentler pozitif yliklii naylon membrana 1 gece boyunca

Sekil 3.14.: T.thermophila MPK4 geninin southern blot yontemiyle genom analizi A. Genom
DNA’simin gesitli enzimler ile kesimlerinin agaroz jel goriintiisii, B. Southern blotlama isleminden
sonra jelde kalan transfer edilemeyen DNA miktari, C. Problamadan sonra elde edilen basarisiz
southern sonucu, 1: Lamda DNA EcoRI/BamH1 markir1 (Fermentas), 2: EcoRI kesimi, 3: HindIII
kesimi, 4:Dral kesimi, 5: Smal kesimi, 6: Xhol kesimi, 7: 50 kb markir1 (Fermentas).

aktarilmis ve sonra transferin gergeklestigi jelin tekrar etidium bromid
boyamasiyla kontrol edilmistir. Ancak blotlama sonucu kiiciik DNA pargalarinin
tamamiyla transfer oldugunun goriilmesine karsilik biiyiik DNA parcalarin bir
kisminin transfer olmadigi gozlenmistir (Sekil.3.14.B.). Bu da transfer etkinliginin
zayif olmasi nedeniyle deneyin ¢alismamis olabilecegini diisiindiiren bir bulgu
olarak degerlendirilmis ve pozitif yikli membranlarda transfer etkinligini
artirabilecek bir iyilestirme olabilecegi diisiiniilen alkali transfer yontemi Turbo
Blotter kullanilarak denenmis ancak yine pozitif bir sonu¢ elde edilememistir. 2-
10 pg arasinda degisen farklit DNA miktarmin kullanilmasi, farkli yontemlerle
izole edilen genomik DNA’nin denenmesi ve membran transferi sonunda
membranin UV ile fiske edilmesi gibi degisiklikler de deneyin sonucunu
degistirmemistir.

3.2.7. MPK4 c¢cDNA’sinin 3’ ve 5° Protein Kodlamayan Ug¢ Bolgelerinin

RACE Yontemi ile Belirlenmesi

MPK4 geninin mRNA ifadesinin 3’ ve 5’ yoOnlerindeki smirlarinin
belirlenmesi; genin mRNA ifadesinin smirlar1 hakkinda bilgi vermesi ve MPK4

geninin gercek biiyiikligliniin tespit edilmesi bakimindan onemli goriilerek
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deneyler gergeklestirilmistir. Deneylerde kalip olarak toplam RNA’dan Geri
Transkripsiyon reaksiyonu yoluyla OligodT primerleri kullanilarak elde edilen
cDNA havuzu kullanilmistir. 5> RACE reaksiyonlarinda ise elde edilen

cDNA’larin 5° kisimlarma C eklemesi yapilan iirtinler kalip olarak kullanilmagtir.

3’RACE Deneyleri: Kalip olarak OligodT ile olusturulmus cDNA
havuzunun kullanildigi 3°’RACE reaksiyonlarinda, MPK4 geninin nokta
mutasyonu i¢in tasarlanan primer setinden 3’ ucuna en yakin olan iki tanesi ( 4F5
ve 4F7 ) ileri primerler olarak kullanilmistir. Geri primer olarak ise mRNA’nin
poli A kuyruguna baglanacak olan Oligo dT primeri kullanilmistir. Iki asamada
gerceklestirilen 3’RACE reaksiyonunda ilk olarak iki primerden 3’ ucuna daha
uzak olan 4F5 primeri ile OligodT primeri birlikte kullanilarak bir PZR
reaksiyonu gerceklestirilmistir. Ikinci asamada ise, ilk asamnm sonunda elde
edilen PZR reaksiyon iirlinii kalip olarak kullanilarak 4F7 ve OligodT primerleri
ile yeni bir PZR reaksiyonu yapilmistir. Sekil 3.15°de ozetlenen 3’RACE
stratejisinde de goriildiigii gibi 4F5 ve 4F7 ileri primerleri kullanilarak elde
edilebilecek muhtemel {irtin biiylikliikleri geri primer olarak kullanilan Oligo
dT’nin oturacagi 3’ bolgesindeki pozisyona bagh olarak degismektedir. Ancak, 3’
ucunun sonlandigi noktanin “dur” kodonundan 30-35 b¢ mesafe uzaklikta
olabilecegi diisiintilerek yapilan bir hesaplama ile 4F5’in ileri primer olarak
kullanilacagi bir reaksiyonda MPK4 geni i¢in en az 190 ya da 1350 bg lik bir iiriin
beklenmistir. Iki farkl1 biiyiikliikte iiriin beklenmesinin sebebi ise MPK4 geni ile

ilgili olarak gen bankasinda bulunan iki farkl: kayittan ileri gelmektedir.

Ikinci asamada kurulan PZR reaksiyonunda geri primer olarak yine
OligodT kullanilirken ileri primer olarak 3’ ucuna daha yakin olan 4F7 primeri
kullanilmistir. Bu sayede bir dnceki PZR reaksiyonunda kullanilan 4F5-Oligo dT
primer seti ile olugsmus olan spesifik olmayan {iriinlesmeler PZR ortaminda
cogalma sans1 bulamaz ve dolayisiyla da olusan iirlinler daha spesifik olurlar.

Boylelikle beklenen iiriinler en az 120 ya da 1280 bg olmalidir

Her iki agsamadan elde edilen PZR reaksiyonlarina ait iiriinler ayr1 ayr1 jele
yiiklendiginde beklenen biiyiikliiklere ait bantlagmalar gorilmiistiir (Sekil 3.16).
Sekil 3.16B’de isaret edilen {i¢ {iriine ait bantlar (~1375 bg, ~1250 b¢ ve ~250 bg)

jelden kesilerek saflastirilmis ve dizi analizine alinmistir. Her {ic bandin da
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BLAST sonuglar1 gen bankasindan MPK4 genini birinci sirada ¢ekmistir.
Biiyiikliikleri birbirinden farkli ii¢ iirtiniin BLAST analizinde ayni gene ait 3’
bolgesi ile eslesiyor olmasi iki olasiligi diisiindiirmektedir; ya gen bankasinda
bulunan iki ayr1 MPK4 geni bilgisi ayn1 genin farkli versiyonlarindan gelmektedir
ya da AT oran1 %68 olan MPK4 geninde OligodT primeri poli A kuyrugu disinda

adenince zengin bagka bir bolgeye oturmakta ve boylelikle daha kisa {iriinler

olusmaktadir.
A.
DUR
."”—E::::: ¥
ARAAAAAA.
arsp - Oligo dT
%,Urﬁn
AAARAAAA.
M iy
~
B 190 ya da 1350 b
5 3
7777777777773 % A A AP A AA...
QF?’ “Oli&‘;ﬁ d7
“%,l'}rﬁn
AAARAAAAA.
120 yada 1280 be

Sekil 3.15: 4F5 ve 4F7 primerleri ile kurulan 3° RACE -PZR stratejisi. A: 3’RACE
reaksiyonundaki ilk adimda 4F5 ile OligodT primer seti kullanilarak RZR reaksiyonu kurulmustur.
Beklenen iiriin biiyiikliigii en az 190 ya da 1350 bg.olmalidir. B: ilk adimda elde edilen iiriin ikinci
adim i¢in kalip gorevi gormiis ve 4F7 ile OligodT primer seti kullanilarak PZR reaksiyonu
yapilmustir. Beklenen iiriin biiyiikliigii en az 120 ya da 1280 bg. olmalidir.

MPK4 geninin birden fazla versiyonu olup olmadigini kesin bir bigimde
ortaya koymanin yolu Northern Blot analizi oldugu i¢in bu olasilik Northern Blot

deneyi ile cevaplanmak iizere tezin sonraki kisimlarinda yapilmistir.
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Sekil.3.16: 3’RACE sonuglar1. A.:
4F5-OligodT Primer Seti ile yapilan
birinci adim 3’RACE PZR reaksiyonu
sonucunda olusan beklenen
biiyiiklikteki (en az 190 ya da 1350
b¢) bantlar yildizla isaret edilmistir.

» 1584 bra B.: 4F7-OligodT  Primer Seti ile
> 17 e yalan  ikinei adm  3’RACE
» H47b; « reaksiyonu  sonucunda  beklenen

83tbg biiyiikliikteki bantlar (en az 120 ya da
> 364b; « 1280). isaret edilmistir.  Ikinci

asamada isaret edilen bantlar jelden
kesilerek  saflagtirilmis  ve  dizi
analizine almmustir.

Oligo dT primerinin nonspesifik baglanma yapip yapmadig1 hakkinda bir
on bilgi edinebilmek amaciyla, 3’RACE reaksiyonunun ikinci asamasinda elde
edilen yaklagik olarak 1200-1400 arasindaki iki bant jelden saflastirildiktan sonra
OligodT ve 4F7 primerleri ile tekrar PZR reaksiyonuna alinmis ve ufak (200-300
bc arasi) irlinlerin de olustugu gozlenmistir. Elde edilen bantlarin 3’RACE
reaksiyonunun ikinci adiminda elde edilen bantlarla kiyaslandiginda biiyiikliik
olarak ayni olmasi, Oligo dT primerlerin non spesifik olarak oturarak kiigiik
irtinler olustudugu olasiligini giiclendirmektedir. Dizi analizine direkt olarak
alman bantlar biiyiikliikklerine gore en kiiciikten biiyiige dogru sirasiyla 240, 450
ve 910 baz ¢iftlik okumalar vermistir (Sekil 3.17).

AYgﬁSgSS XMW?;}&?*‘OQB 45
5 MPK4 ¥
‘e “.#A&AAM

arp

= (5)

©

1275 bg

Sekil 3.17: MPK4 geni 3’RACE reaksiyonu sonucunda elde edilen iiriinlerin sematik
gosterimi: MPK4 genini temsil eden ¢ubuk {izerinde olasi iki dur kodonu ilgili gen bilgisi kayit
numaralari ile isaret edilmistir. 4F7 ile OligodT primer ¢ifti ile yapilan PZR reaksiyonu sonucunda

elde edilen ti¢ farkl tiriinden (~250 bg, ~1250 bg ve ~1375 be) yapilan dizi analizi ile sirastyla (a)
240, (b) 450 ve (c) 910 bg’lik okuma elde edilmistir.
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Buna gore MPK4 i¢in olast dur kodonlarindan AY560586 kayithi gene
gore olan dur kodonunundan itibaren 3’ yoniine dogru en fazla 792 bg¢ okuma
yapilmistir (Sekil 3.17 ¢). En kisa olan 240 bg.’lik okuma her ne kadar ¢oklu
adenin dizisi ile sonlaniyor olsa da bu bdlge orijinal gen iizerinde analiz
edildiginde yiiksek oranda adenin igermektedir.  Dolayisiyla da OligodT

primerinin nonspesifik olarak oturma olasiligi olan bolgelerdir.

MPK4 genine ait 3’RACE reaksiyonlar1 sonucunda elde edilen tirtinlerin
biiyiiklikleri itibariyle dur kodonundan 3’ yoniine dogru en fazla 792 baz ciftlik
iirlin elde edilmis olmasi bu biiyiikliikte bir 3* bolgesi olamayacagi i¢in diger gen

kaydi olan XM 001009345°¢ ait bilgilinin dogru olabilecegini diisiindiirmektedir.

240 bg... CATAGTAATAATAATAGCGTTACTTTGATCAGGAABRAAAAAAAAAAAAAAAAAA
240 bg... CATAGTAATAATAATAGCGTTACTTTGATCAGGAARAAAAAAAAAARAAAA
MPK4 ... CATAGTAATAATAATAGCGTTACTTTGATCAGGAAAAAGAATAGTACAAACCAAAATGCT

IEREE-EEEEEEIEEEREEREE-EEESESEEEEEEEEEEEERSESEEJE ] * & & * %

Sekil 3.18: MPK4 geni 3’RACE reaksiyonu sonucunda elde 240 bg¢’lik iiriine ailt dizi
bilgisinin MPK4 geni ile hizalanmasi: 240 baz ciftlik banttan elde edilen dizi bilgisinin MPK4
geni dizisiyle yapilan hizalamada da goriilecegi gibi 3’RACE {iriiniiniin sonlandig1 bdlge orijinal
dizi lizerine OligodT primerinin oturmasina uygun olacak diizeyde adenin icermektedir.

3> RACE PZR reaksiyonu ile elde edilen bir diger dnemli netice ise dijital
klonlama yontemiyle elde edilmis olan MPK4 geni dizisinde olmadigini
diistindiigiimiiz adenin bazmin dizi analizi yapildiginda bulundugunun goriilmiis
olmasidir (Sekil 3.19). Bu durum da MPK4 genine ait kayitlardan
XM 001009345’in dogrulugunu teyid edici yonde olmustur.

3'RACE Uriinteri
BMPKA (AY560586.1) e

MPK4
) 8TOP
Eksik “A’ Baz KODONU

Sekil.3.19: 3’RACE dizi analizi sonuclar1 ile MPK4 ve problemli A baz
pozisyonunun analizi. Problemli olan A dizisinin pozisyonu kirmizi okla gosterilmistir. Dizi
analizi yapilan 3’RACE diriinleri ile MPK4 geni dikey hizalanmistir. Dur kodonu MPK4
AY560586.1 genine gore isaretlenmistir.

5’RACE deneyleri: 1lk olarak, OligodT ile olusturulmus cDNA havuzunun kalip
olarak kullanildigi C kuyrugu takma reaksiyonu ile havuzda bulunan cDNA’larin
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5> uglarma ¢oklu C dizileri takilmistir. Bu reaksiyon sonucunda elde edilen
drtiniin kalip olarak kullanildig1 takip eden reaksiyonlarda, MPK4 geninin 5’
ucuna yakin olarak tasarlanan 3 ayr1 geri primer ardigik olarak dGis ileri primeri
ile kullanilmistir (Sekil 3.20). C kuyrugu takilmis cDNA kaliplar1 ilk olarak R3 ve
dGjs primer seti ile PZR reaksiyonuna tabi tutulmustur ve elde edilen {iriin ayn1
primer seti ile giiclendirildikten sonra sirasiyla R2-dG;g ve R1-dGs primer seti
kullanilarak PZR reaksiyonuna alinmis ve her reaksiyon sonunda ayni primer seti
ile glclendirme yapilmistir. Elde edilen {iriinler agaroz jelde kosturularak
hedeflenen biiyiikliige uygun bantlar kesilerek saflastirilmis ve pGEMTeasy
plazmitiine klonlanmistir (Sekil 3.21). Transformasyon sonucunda elde edilen
pozitif kolonilerden 20 adedi restriksiyon kesim reaksiyonlar: ile analiz edilerek
pozitif klonlar dizi analizine alinmistir. Ancak MAPK geninin 5’ ucuna ait bir

klona rastlanmamastir.

5 BASLA .
a. ...cccccccc“—
R1 R2 <R3
dGish
b. .cacce
dGre 4r:
c. .cccce c_4
dGehp Rz
d. . C C 0 C CI—
e 4 <4r1

Sekil 3.20: R1,R2 ve R3 primerleri ile kurulan 5° RACE —PZR stratejisi. a: 5’RACE
reaksiyonunda kalip olarak kullanilacak olan cDNA’larin 5* ucuna Terminal Transferaz enzimi ile
¢ kuyrugu takilmistir. b: R3 ve dGg primer seti kullanilarak gerceklestirilen ilk adim. c: Ilk
adimda elde edilen iiriiniin kalip olarak kullanildg: ikinci adim. R2 primeri ve dG,g primer seti
kullanilmustir. d: R1 ve dGg primer setinin kullanildigi {iglincii adim PZR reaksiyonu. Bu adimda
kalip olarak ikinci adimda elde edilen {irlin kullanilmistir.
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Sekil 3.21: MPK4 geni icin yapilan 5° RACE
reaksiyonlari. M: Ecorl Hin III Lambda Faj Marker. 1: R2-dG;
primer seti ile elde edilen iiriiniin kalip olarak kullanildigi R1-dGyg
PZR reaksiyonu. 2: R3-dG;g primer seti ile olusturulan {iriiniin kalip
olarak kullanildigi R2-dGg primer seti ile olusturulan PZR firiinleri.
Elde edilen tiim bantlar saflastirilarak klonlanmis ve dizi anlizi ile

dizi bilgileri elde edilmistir.

3.2.10. MPK4 Geni Transkriptinin Northern Blot Analizi ile Tespit

Edilmesi

MPK4 geninin transkripsiyon seviyesindeki temsil sayisii tespit etmek
maksadiyla Northern Blot analizi yapilmistir. Total RNA’nin kullanildigi
blotlamalarda prob olarak MPK4 cDNA’s1 kullanilmistir. Probun DIG ile uygun
bir sekilde etiketlenip etiketlenmedigini test etmek i¢in 20 ila 00,1 pg/ul
araliginda seyreltilen DIG etiketli MPK4 probu ve kitte bulunan DIG etiketli
kontrol DNA’s1 membran lizerine damlatilarak deteksiyon islemi ger¢eklestirilmis
ve MPK4 probunun tavsiye edilen 0,1 pg/ul’de de goriiniir oldugu tespit edilmistir
(Sekil 3.22). T. thermophila katalaz genine ait DIG etiketli cDNA probu ,
Northern Blot analizlerinde pozitif kontrol olarak kullanilmustr. Iki kez
gerceklestirilen Northern Blot analizinin ilkinde MPK4 i¢in oda sicakliginda
biiyiitiilmiis olan 7.thermophila hiicrelerinden izole edilen total RNA’dan sirasiyla
2, 5 ve 10 pg total RNA ; katalaz i¢in ise sirasiyla oda sicakligi, 30°C ve aglk
tamponunda biiyiitiilmiis hiicrelerden izole edilen 5 pg total RNA formaldehit
jelde denatiire edilmistir.

'(;)g/ul) 20 10 3 1 0,3 0,1 003 00,1
A. o o

B. & » o

Sekil 3.22: DIG etiketli MPK4 probunu etkinliginin belirlenmesi: (A) DIG etiketli
MPK4 probu ve kitte bulunan (B) DIG etiketli kontrol DNA’s1 sirastyla 20, 10, 3, 1, 0,3, 0,1 ,
0,03 ve 0,01 pg/ul konsantrasyonlarinda seyreltilerek pozitif yiikli naylon membran iizerine
damlatilarak emdirilmis ve standart deteksiyon prosediiri uygulanmigtir. MPK4 probu 0.01
pg/Wl’de dahi gorilmektedir.
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Denatiire edilen jelin icerdigi total RNA’lar negatif ylikli membrana Turbo
Blotter aparat1 kullanilarak yukaridan asagiya transfer edilmis iiretici firmanin
tavsiye ettigi protokole uygun olarak prehibridizasyon, hibridizasyon ve
deteksiyon asamalar1 gergeklestirilmistir. Sonu¢ olarak; MPK4 genine ait
herhangi bir sinyal tespit edilemezken, katalaz genine ait transkript; oda sicaklig1
ve 30°C’de biiyiitiilmiis hiicrelerden elde edilen total RNA Orneklerinde tespit
edilmis, ancak aglik tamponunda 24 saat siire ile biiyiitiilmiis hiicrelerden elde

edilen total RN A’da katalaz genine ait bir sinyal tespit edilememistir (Sekil 3.23).

E: =

Sekil 3.23: MPK4 ve Katalaz Geni I¢in Total RNA Orneklerinden Yapilan Northern
Blot: A.: Total RNA orneklerinin formaldehit jeldeki goriintiisii: Oda sicakliginda biyiitilmis
hiicrelerden izole edilen total RNA, sirasiyla; 2, 5 ve 10 pg olacak sekilde 1,2 ve 3 numarali
kuyucuklara yiiklenmistir. 4,5 ve 6 numarali kuyucuklara ise sirasiyla oda sicakligi, 30°C ve aglik
tamponunda biiyiitiilmiis hiicrelerden izole edilen 5 pg total RNA yiiklenmistir. M: RiboRuler
RNA Ladder, High Range, Fermentas SM1821. B.: Northern Blot sonrasi membran gériintiisii:
1,2 ve 3 numarali kuyucuklarin bulundugu soldaki membran MPK4 cDNA probu ile hibridize
edilmisken; 4,5 ve 6 numarali kuyucuklar1 igeren sagdaki membran katalaz ¢cDNA probu ile
hibridize edilmistir.

Oda sicakliginda biiyiitiilmiis hiicrelerden elde edilen total RNA’nin farkh
konsantrasyonlar1 ile yapilan Northern Blot analizi MPK4 geni i¢in sonugsuz
olunca, oda sicakliginda iiretilen MPK4 transkriptinin Northern Blot yontemi ile
tespit edilemeyecek diizeyde az temsil ediliyor olma olasiliindan yola ¢ikarak
farkli kosullardan izole edilen RNA o6rnekleri ile ikinci bir Northern Blot analizi
yapilmistir (Sekil.3.24). Katalaz geninin (1640 bg) pozitif kontrol olarak
kullanildig1 bu denemede MPK4 i¢cin 23°C’de biiyiitiilmiis hiicrelerden 5 pg total
RNA, 37°C’de biiyiitiilmiis hiicrelerden 5 pg , 30°C’de biiylitiilimiis hiicrelerden
izole edilen total RNA’dan 5 ve 10 ug 6rnekler formaldehitjele yiiklenmis; katalaz
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icin ise 30°C’de biiyiitiillen ve 37°C’ye aktarilan hiicrelerden 0, 15 ve 30’uncu
dakikalarda alman orneklerden izole edilen total RNA’lardan 5 pg total RNA
formaldehit jele yiiklenerek Northern Blotlama yapilmistir. Ancak MPK4 cDNA
probu ile yapilan blotlamada herhangi bir sonu¢ almamamistir. Bununla beraber
katalaz cDNA probu ile yapilan northern blot hibridizasyonu beklenen biiytikliikte
sinyaller olusturmustur (Sekil.3.24).

A B.
("ENEVECE- AN 1 2 3 4 |5 6 7

Sekil 3.24: MPK4 ve Katalaz Geni I¢cin Total RNA Orneklerinden Yapilan ikinci
Northern Blot Analizi: A.: Total RNA érneklerinin formaldehit jeldeki gériintiisii: M:
RiboRuler RNA Ladder, High Range, Fermentas SM1821.1: 23°C’de biiyiitiilmiis hiicrelerden 5
ug total RNA, 2: 37°C’de biyiitiilmiis hiicrelerden 5 pg total RNA, 3: 30°C’de biiyiitiilmiis
hiicrelerden 5 pg total RNA, 4: 30°C’de biiyiitiilmiis hiicrelerden 10 pg total RNA. 5,6,7: 30°C’de
biiyiitiilmiis hiicrelerden sirasiyla 0, 15 ve 30’uncu dakikalarda izole edilen 5 pg total RNA B.:
Northern Blot sonrast membran goriintiisii: MPK4 cDNA probu ile yapilan hibridizasyon 1,2,3
ve 4 numarali kuyucuklarda herhangi bir sinyal olusturmamustir. Ktalaz cDNA probu ile yapilan
hibridizasyonda 5,6 ve 7 numarali kuyucuklarda ilgili transkripte ait sinyal elde edilmistir. C.:
RiboRuler RNA Ladder, High Range markirinin ilgili bant biiyiikliikleri.

Farkli kosullarda biiyiitiilen hiicrelerden izole edilen total RNA’larm farkli
konsantrasyonlari ile yapilan Northern Blot hibridizasyonlarinda MPK4 geni i¢in
herhangi bir sonu¢ almamamis olmasi bu genin transkriptom i¢inde northern
blotla tespit edilmesi gii¢ olan diisiik bir seviyede bulundugunu diistindiirmiistiir.
Ekspresyon seviyesi diisiik genlerie ait transkriptlerin hibridizasyon yontemi ile
tespit edilmesine alternatif bir yontem olarak cDNA havuzunun hibridizasyonda
hedef molekiil olarak kullanilmasi teklif edilmistir [145]. Buna gore Sug total
RNA’dan oligo dT primerleri kullanilarak olusturulan ¢cDNA toplulugu standart
Southern Blot’lama yontemi ile MPK4 ¢cDNA probu ile hibridize edilmis ancak

herhangi bir sinyal tespit edilememistir.
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3.2.11. MPK4’iin Rekombinant Protein Olarak Uretilebilmesi i¢in Gerekli
Olan Coklu Mutasyonlarin MPK4 ¢cDNA’s1 Uzerinde PZR Yontemiyle

Gerceklestirilmesi

MPK4’tin E. coli’de ftretilebilmesi i¢in 16 adet nokta mutasyonu
gergeklestirilmesi gerekmektedir. MPK4’iin DNA dizisinde icinde bu 16 adet
nokta mutasyonunun yeri Sekil 3.25’de biiylik harflerle goésterilmistir. Bunun
sebebi ise 7. thermophila’nin kodon sozliiglinde, TAA ve TAG kodonlari
glutamini (Q) kodlamaktayken, E. coli’de translasyonu durdurucu kodon (STOP
yani DUR) olarak kullanilmasidir. Cok fazla mutasyon s6z konusu oldugu i¢in
tercih edilen teknik ‘PZR ile birden fazla nokta mutasyon’ olarak bilinmekte
olup bu yaklagimla TAA ve TAG’lerdeki T (timin)’lerin hepsi C (sitozin)’lere
cevrilmesi planlanmistir. PZR ile birden fazla nokta mutasyon ydntemi icin
gerekli olan 22 adet primer Sekil 3.25°de siyah (Geri Primer) ve gri (Ileri Primer)
olarak renklendirilmis bolgelerdir. Bu bolgelerde ileri primerlerde T yerine C ve
ayni pozisyonun geri primerinde A yerine G yerlestirilerek mutasyon primerleri
hazirlanmistir. Bazi durumlarda, primerlerden bir kismini birden fazla mutasyonu
tastyacak sekilde tasarlamak zorunlulugu dogmustur. Bu yaklasima ragmen 16
adet mutasyonun varlig1 ve bunlardan bir kisminin birbirlerine ¢ok yakin olmasi,

PZR deneyinin 3 biiyiik asamada gerceklestirmesini zorunlu kilmistir.
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-50 aagaatttttttagctaaaatttatttaaactgtaaaaatcatagaaaga -1
ttcttaaaaaaatcgattttaaataaatttgacatttttagtatctttct
M S S N E E I E P H I L R K F E I I Q K
1 atgagcagcaacgaagaaattgaaccacatattttaagaaagtttgaaatcattcaaaaa 60
tactcgtcgttgcttctttaacttggtgtataaaattctttcaaactttagtaagttttt
L G K G A Y G I VW K A F C K K S K O I
61 ttgggtaaaggagcttatggtattgtttggaaagcattttgcaagaagtcaaagcaaata 120
aacccatttcctcgaataccataacaaacctttcgtaaaacgttcttcagtttegtttat
v AL K K v F D A F H N A T D A Q R T F
121 gttgctttaaaaaaagtattcgatgcattccataacgctactgatgctcaaagaacattc 180
caacgaaatttttttcataagctacgtaaggtattgcgatgactacgagtttcttgtaag
R E VM F L. O E L NG HE N I I R L I N
181 cgtgaagtaatgttcttgcaagagcttaatggacacgagaatatcattaggctaatcaac 240
gcacttcattacaagaacgttctcgaattacctgtgctcttatagtaatccgattagttyg
I T K A E N N K D L Y M V F D F M E T D
241 atcatcaaagcagaaaataataaagatttgtacatggtttttgacttcatggaaactgat 300
tagtagtttcgtcttttattatttctaaacatgtaccaaaaactgaagtacctttgacta
L H AV I R AN I L E E I H K * Y V V Y
301 ttacatgctgttattagagcaaatatattagaagaaatacacaaaTagtatgttgtctat 360
aatgtacgacaataatctcgtttatataatcttctttgata
* I L K A M K Y I H S G E L I H R D L K
361 Taaattcttaaagctatgaaatacattcattcaggtgaactgatccatcgtgacttgaag 420
tttatgtaagtaagtccacttgactaggtagcactgaacttc
p s NI L L N S E C L VvV K L A D F G L A
421 ccatctaatatcctcctaaatagcgaatgcttggttaaattagctgattttggacttgec 480
ggtagattataggaggatttatcgcttacgaaccaatttaatcgactaaaacctgaacgg
R s v A vV T D D D DN P V R T E Y V A T
481 cgttccgttgcagttaccgatgatgatgacaatcctgtcagaacagagtatgttgctact 540
gcaaggcaacgtcaatggctactactactgttaggacagtcttgtctcatacaacgatga
R W Y R A P E I L L G S T K Y A K A V D
541 cgttggtatcgtgcccctgaaatcttattaggtagtactaaatatgctaaggctgttgat 600
gcaaccatagcacggggactttagaataatccatcatgatttatacgattccgacaacta
M w s I 6 ¢ I v 6 E L I T N R A I F P G
601 atgtggagcatcggctgcatagtaggagaacttataactaacagagctatcttcccaggt 660
tacacctcgtagccgacgtatcatcctcttgaatattgattgtctcgatagaagggtcca
N S T L N Q I E K V L E L T G K P T * E
661 aattccactctcaatcaaattgaaaaagttttagaattgactggtaaacccactTaggaa 720
ttaaggtgagagttagtttaactttttcaaaatcttaactgaccattt
p I E S L E S Q L A W N I I S S I N V *
721 gatattgagtcgttagaatcccaactagcatggaatatcataagttcaattaatgttTaa 780
caatcttagggttgatcgtaccttatagtattcaagttaa
K K K T F H * M F P G A S E E A I D L I
781 aagaaaaaaacattccatTaaatgttccctggtgcaagcgaagaagcaattgatctcatc 840
TR - - ST NPT PVl pYeTeR Y[R - - - ot taactagagtag
K K L L. ¢ F N P K N R L T V E * A L E H
841 aagaaactcctctgtttcaaccctaaaaatcgtcttacagttgaaTaageccttagagcat 900
ttctttgaggagacaaagttgggatttttagcagaa
P Yy V X Db F H CPE EE I V C G R V I P
901 ccttacgttaaagacttccactgtcctgaagaagaaattgtttgcggaagagtcatccce 960
ggaatgcaatttctgaaggtgacaggacttcttctttaacaaacgccttctcagtagggg
I s M N D N K K F S I K E Y R E A L Y N
961 atcagcatgaacgacaataaaaaattctcaatcaaagaatacagagaagcactttataat 1020
tagtcgtacttgectgttattttttaagagttagtttcttatgtetettegtlEErinennes
* I ¥y * ¥ K R I K R * * N R D I Y L K Q
1021 TaaatttacTaagaaaagagaatcaaacgcTaaTaaaacagagacatttaccttaagcaa 1080
AtttaaatgAttcttttctCiutemdgcgAttAttttgtctctgtaaatggEimdcgtt
* ¥ x* 1T T T T G N G * V s * A G * S S 0
1081 TaaTaaTaaattactacaactggaaatgggTaggtttctTaagctggaTaatcttcccaa 1140
ccAtccaaaquttcqacctAttaqaaqqgt
PV S S H K YL P L L N L L N H L *

1141 ccagtttcatcccacaaataccttcctcttcttaatctacttaatcatctgtgactcaat 1200
ggtcaaagtagggtgtttatggaaggagaagaattagatgaattag
1201 agtaatagcaataatagcagtaagaaaaaagcaagaaccaatatcaaagc 1250

e et at tatcgtcattettttttegttettggttatagttteg

Sekil 3.25: MPK4 geninin rekombinant protein olarak ifade edilecek bolgesinde yer alan
mutasyonlarm konumu (* ) ve tasarlanmis primerlerin konumu (gri ve siyah) olarak vurgulanmistir
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Tiim nokta mutasyonlarii yapabilmek i¢in dnceden de deginildigi gibi ii¢ biiyiik
adimli strateji gelistirilmistir. Temelde yatan mantik; nokta mutasyonu
primerlerinin orijinal DNA ipligine kalip gibi davranmasi yoluyla, orijinal iplikte
degisiklige sebep olmaktwr. Bunu gerceklestirmek i¢in tasarlanmi primerler;
degisikligin olmasi istenilen pozisyondaki baza degil de bu bazin yerine ge¢mesi
umulan baza sahiptir. Mutasyon yapilacak nokta sayis1 fazlalastik¢ca primer sayisi
da artacaktr. Tasarlanan primerler ile bir PZR reaksiyonu kuruldugunda
kullanilan primer ¢ifti sayisinca par¢a olusacaktir. Mutasyonlu parcalarin daha
sonra birlestirilmeis islemi ise yine primer tasarimi sirasinda dikkate alinan bir
ayrit1 ile gergeklesir. Bu da primerlerin birbirleri ile ortiisecek sekilde tasarlanmis
olmasidir. Bdylelikle primerlele c¢ogaltilan her par¢ca komsu parga ile
birlesebilecegi, oOrtiisen bir bdlge icerecektir. Birlestime isleminde ise bu
parcalarm birbirlerine primer gibi davranmalarimi kolaylastiracak sartlar saglanir.

Bu yolla birden fazla adimda nokta mutasyolar1 gergeklestirilebilir.

MPK4 geni lizerinde yapilacak nokta mutasyonlari i¢cin 3 biiyiikk asama
tasarlanmistir. Her biiyilk asamanin sonunda biitiin bir MPK4 geni elde
edilecektir. Ancak en son asamada elde edilecek olan iirlin tiim mutasyonlari
tamamlanmis hedeflenen gen parcasi olacaktir. Deneysel olarak gergeklestirilen

lic asamaya ait strateji asagidaki gibidir;

1. Birinci Asama: Bu asamada oncelikli olarak 2F4/R2, F2/R4, F4/R6 ve F6/2R4
setleri ile dort parcalik PZR reaksiyonu kurulmustur. Daha sonra elde edilen
parcalar ii¢ adimda birlestirilerek 4 mutasyon vyerlestirilerek birinci asama
tamamlanmistir. Reaksiyonlar1 6zetleyen diyagram ve elde edilen reaksiyonlara
ait sonuclar Sekil 3.26.” da goriilmektedir. Birinci asamada elde edilen dort parca
(1,2,3 ve 4) jelden kesilerek saflastirilmis ve lic adimda birlestirilerek alt1 adet
nokta mutasyonu yerlestirilmistir. Birlestirme adimlar1 ve elde edilen yeni

iirlinlere ait diyagram ve jel fotograflar1 asagidadir:
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a. > 2+3

b. > 24344

«<{2R4

-1 5% b,
_

Sekil 3.26: MPK4 geninin nokta mutasyonlar1 i¢in olusturulan PZR stratejisi Birinci
Asama: A) Birinci asamay1 6zetleyen diyagram ve iiriinlere ait jel goriintiileri: 1:2F4-R2
primer seti ile 773 bg, 2:F2-R4 primer seti ile 181 bg, 3:F4-R7 primer seti ile 185 ve 4:F7-2R4
primer seti ile 150 b¢’lik parcalar tiretilmistir. %1°lik Agaroz Jel lizerinde M: GeneRuler™ 50 bp
DNA Ladder, ready-to-use, Fermentas, SM037]. B) Birinci asamada elde edilen iiriinlerin
birlestirilmesi PZR reaksiyonlar1 ve elde edilen iiriinler: a: 2 ve 3 numarali {iriinlerin F2/R7
primer seti ile birlestirilmesi ile elde edilen iiriin, b: Elde edilen iriin a’nin (2+3) 4 numaralt
iiriinle F2/2R4 primer seti ile birlestirilmesi sonucu elde edilen iiriin, ¢: Uriin b’nin (2+3+4),
2F4/2R4 primer seti kullanilarak 1 numarali parga ile birlestirilmesi resksiyonu ve elde edilen son
riin.
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2. ikinci Asama: Birinci asamanin sonunda elde edilen 1+2+3+4 iiriiniiniin kalip
olarak kullanildig1 ikinci asamaya gegilmistir. Toplamda dort nokta mutasyonu
iceren 2F4/4RS, 4F5/4R6 ve 4F6/2R4 primer ciftleri kullanilarak; beklenen
biiytikleri sirasiyla yaklasik olarak 1044 bg, 130 bg. ve 120 bg. olan ii¢ parca
olusturulmustur (Sekil 3.27). Olusturulan pargalar jelden saflastirilmis ve iki

adimdan olusan birlestirme PZR reaksiyonlarinda kullanilmistir.

e R

Sekil 3.27: MPK4 geninin nokta mutasyonlari i¢in olusturulan PZR stratejisi Ikinci
Asama: A) ikinci asama ilk adim o6zetleyen diyagram ve iiriinlere ait jel goriintiileri: 5:
2F4/R5 primer seti ile elde edilen 1044 bg’lik {irlin, 6: F5/R8 primer seti ile elde edilen 130 bg’lik
iiriin, 7: F8/2R4 primer seti ile elde edilen 120 b¢’lik iiriin. B) ilk adimda elde edilen iiriinlerin
birlestirilmesi ve elde edilen iiriinler: d: 6 ve 7 numarali triinlerin F5/2R4 primer seti ile
birlestirilmesi ile elde edilen iiriin, e: Uriin d’nin (6+7), 2F4/2R4 primer seti kullanilarak 5
numarali driinle Dbirlestirilmesi ile elde edilen son birlestirme {irlin. M1: Lambda
DNA/EcoRI+HindIII Marker, Fermentas, #SM0191 M2: GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder, ready-
to-use, Fermentas, SM0371.
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3. Ugiincii Asama: ikinci asamanmn sonunda elde edilen ve toplamda 9 nokta
mutasyonu igeren iiriiniiniin kalip olarak kullanildig: iiglincii asamada iki adimda
gerceklestirilimistir. 2F4/4RS, 4F5/4R6 ve 4F6/2R4 primer ¢iftleri kullanilmastir.
Beklenen biiyiikleri sirasiyla yaklasik olarak 380 bg, 460 bg., 320 bg. ve 135 bg.
olan dort parca olusturulmustur (Sekil 3.28).

A,
R4 Fil> 30> P
Rt “GRrR3 <qR7 ] 23R4
8
]
3O be. 10
mhg. A
320 b, 11
1 by
B. f F3 D> 10+11
~430 bg. < 2Rr4
9 2Fa D> B4+
~800 be. 4 RrR3
h 2F4 > 8+9+10+11
~4200 be. <« 2r4

M f g h M
Raad ]
-4 12008
b

Sekil 3.28: MPK4 geninin nokta mutasyonlar1 icin olusturulan PZR stratejisi
I"Jg:iincii Asama: A) Uciincii asama ilk adimi o6zetleyen diyagram ve iiriinlere ait jel
goriintiileri: 8: 2F4/R1 primer seti ile elde edilen 380 bg’lik {irlin, 9: F1/R3 primer seti ile elde
edilen 460 bg’lik iirlin, 10: F3/R7 primer seti ile elde edilen 320 bg’lik iiriin, 11: 4F7/2F4 primer
seti ile elde edilen 135 b¢’lik iiriin B) ilk adimda elde edilen iiriinlerin birlestirilmesi ve elde
edilen iiriinler: f: 10 ve 11 numarali iiriinlerin F3/2R4 primer seti ile birlestirilmesi ile elde edilen
iiriin, g: Uriin £in (10+11), 2F4/R3 primer seti kullanilarak 5 numarah iiriinle birlestirilmesi ile
elde edilen on iiriin, h: (8+9) ile (10+11) pargalarmin 2F4/2R4 primer seti ile birlestirilmesi ile
elde edilen tiim nokta mutasyonlar1 yerlestirilmis son {irtin.
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Boylelikle ii¢lincii asamanin son adiminda elde edilen yaklasik 1200 bg.’lik son
iirlin lizerinde MPK4 geninin E.coli’de ekspres edilebilmesi i¢cin gerekli olan 16
nokta mutasyonunu yerlestirmek icin tasarlanan tiim reaksiyonlar

gerceklestirilmistir ve yeni tirtin reMPK4 olarak isimlendirilmistir.

3.2.12. PZR Coklu Mutasyon Yoéntemiyle ile Uretilen reMPK4’iin pGEM

T-Easy Plazmitine Klonlanmasi

Nokta mutasyonlarinin tamamlandigir distiniilen MPK4 c¢DNA’simin
klonlama plazmitii olan pGEM T-Easy plazmitine asagidaki asamalarla
klonlanmasi planlanmistir. Pfu DNA Polimeraz enzimiyle ger¢eklestirilen PZR
reaksiyonlar1 sonucunda elde edilen reMPK4 kiit ucludur. Bunun sebebi
kullanilan Pfu polimeraz enziminin olusturdugu iirtinlerin, 3’ ucunda olusturdugu
sarkan adenin bazini1 ekzoniikleaz aktivitesi ile uzaklastirmis olmasidir. TA
klonlama i¢in gerekli olan sarkan adenin bazinin eklenmesi i¢cin, reMPK4 iirlinii
jelden saflastirildiktan sonra Taq Polimeraz enzimi ile reaksiyonuna almmustir.
Bu reaksiyon sonucunda elde edilen iiriin direk olarak ligasyon reaksiyonuna
almmis ve daha sonra pGEM T-Easy plazmitine standart klonlama prosediirii
uygulanarak aktarilmistir. Elde edilen beyaz koloniler, koloni PZR’1 yapilarak
kontrol edilmistir ve sonug olarak sekiz koloniden yapilan PZR reaksiyonu ile

beklenen biiytikliikte {iriinlesme elde edilmistir (Sekil 3.29).

1375 be.

947 be.

Sekil 3.29: Koloni PZR’si ile elde edilen sonuglari. 1-8: Koloni PZR’si ile kontrol edilen
beyaz kolonilerin numaralari M: Lambda DNA/EcoRI+HindIll Marker, Fermentas,
SM0191 Markir1. K: Genomik DNA’dan kurulan pozitif kontrol PZR’si.

Koloni PZR reaksiyonu ile pozitif sonu¢ veren kolonilere ait plazmitler
restriksiyon kesim analizine alinmistir ancak kolonilerden sadece iki adedi

beklenen biiytikliikte (1200 bg) bant vermistir (Sekil 3.30).
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Sekil 3.30: Koloni PZR’si ile reMPK4 varh@ konfime edilen plazmitlerin EcoRI

enzimi ile kesim reaksiyonu: 3,5,7: Koloni numaralari M: Lambda DNA/EcoRI+HindIII
Marker, Fermentas, SM0191.Markir1.

Igerisinde reMPK4 geni oldugu koloni PZR’si ve restriksiyon kesimi ile
onaylanan iki plazmit DNA dizi analizine tabi tutulmus ancak herhangi bir sonug
almamamistir. Dizi analizleri farkl i¢ primerlerle tekrar edilmis ancak yine bir
sonu¢ alinamamigtir. Bunun lizerine reMPK4 iirlinlinii gliglendirmek i¢in pozitif
plazmitlerden kesilerek tekrar saflastirilmis ve PZR reaksiyonuna tabi tutulmustur

ancak herhangi bir bantlasma olmadig tespit edilmistir (Sekil 3.31).

Sekil 3.31: Plazmitten izole edilen reMPK4 genin PZR sonuglari: 3, 5, 7: Koloni
numaralart M: Lambda DNA/EcoRI+HindIII Marker, Fermentas, SM0191.Markir1.

Bu durumu bertaraf etmek i¢in iki farkli nokta mutasyon stratejisi daha denenmis,
sonu¢ olarak elde edilen son iirlinler klonlanmis host (XL1-blue), host bir kez
degistirilmis (E.coli SURE) ancak son iirlinler higbir zaman PZR ile
cogaltilamamistir. Dolayisiyla deneyin nihai amaci olan ve reMPK4 geninin

ekspresyonunu i¢eren agamasi tamamlanamamistir.

100



3.3. Biyoinformatik Analiz Bulgulan

T.thermophila SB210 makroniikleer genom projesinden elde edilen
bilgilerin biyoinformatik araclar yardimiyla degerlendirilerek, bu organizmadaki
olas1t MAPK lerin tespit edilmesi ve olas1 biyolojik fonksiyonlar: iizerinde fikir
yiiriitebilmek maksadiyla bir takim biyoinformatik analizler gergeklestirilmistir.
Analizlerin diger bir amaci ise gliniimiizde kullanilan MAPK smiflandirilmasinin
elde edilen yeni MAPK dizilerini igerecek sekilde revize edilmesi gerekliligine bir
katk1 saglamak maksadiyla gerceklestirilmistir. Bu analizle hem genel MAPK
smiflandirilmas1 hem de protista MAPK’lerinin birbirleri ile olan mukayesesi

hedeflenmistir.

3.3.1.T.thermophila MAPK Ailesi Uyelerinin Protein Kinaz Motiflerinin
Tespiti
Tipik protein kinazlarin katalitik bolgeleri 250-300 aminoasitten
olugsmaktadir. Bu bolge 12 alt kisma ayrilmistir. Bu alt boliimler karakteristik
aminoasit motifleri tasirlar ve de ¢ok nadiren biiyilk aminoasit girdileriyle
boliiniirler. Protein kinaz domainleri iki loblu bir yap1 olusturmaktadir. I ve IV.
altdomainleri iceren ve de yapica daha kiiciik olan NH, terminal lobu;
niikleotidlerin tutulmasi1 ve oryantasyonu olaylarina birincil olarak katk:
saglamakatadir. Niikleotitlere baglanan proteinler arasinda 6zel olan antiparalel 3
tabakalar, bu lobun yapisinda buluna hakim sekonder olusumlardir. Daha biiyiik
olna COOH- terminal lobu, altdomain VIA-XI ‘u icermektedir. Peptit substratina
baglanma ve fosfotransferin baslatilmasi olaylarmin gerceklesmesi biiyiik 6lgiide
bu lob tarafindan olusturulmaktadir. Baskin olan sekonder yapi a-helikal
sekonder olusumlardir. Alt domain V iki lob arasinda uzanmaktadir ve iki lob
arasindaki derin yarik “kataliz bolgesi” olarak tanimlanmistir [19]. Sekil.3.32°de
BoxShade programi kullanilarak yapilan dikey hizalama sonucu ve bahsi gegen

domainlerin yerleri gésterilmektedir.
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GXGXXGXV AXK E
2mapk GOGAYGVVSIRAMDVATKKIINAFDOINTNANKR TERELKEHLRIFL T Y[@VSETLMET DL
MPK2 < BN KR TERELRETLRINL TYNMVSELMET DL
3mapk
S5mapk
MPK1
4mapk
MPK3
MPK4
ERK7A
ERK7C
Imapk

2mapk
MPK2
3mapk §HRDLKPENELVUNSBC

5mapk i HRDLKPSNILVNENCILKMCDEGLARTEY
MPK1
4mapk EMFOTE T YME S AT T HRDEK P SN T LENENCINT KERDN 1A RTH'Y
MPK3 CIVRMCDFGLERTEY
MPK4 oYMV YO1LYIHSERET HRDLKPSNILENSC KLHDFGLARTEY
ERK7A
ERK7C HIGOYEMY O T T HSGEN T HRDLKEASN I LYNSBC
1mapk QNEINEEHIQFLMYQIIYMHS‘

2mapk
MPK2
SUEYY S (Y RAPELLL YA B DMWEWGC T FEE L IUR K PRI PGl SHT.N O LA BINTANGIE P AT D
Smapk RWYRAPEVILYTKEIDVWSIGCIFAELLGREPLFPGKDYLEQIQRII

T

MPK1 RiWYRAPEMAL YMOAVDEWSMGC IAE LEERINPEF PGB BOVORV T

VARV SN v R A PE T LL Y SKEE DEWSIGC I FAEFMER KT F RGNS MUN OLIBR T T IMGEPAID
MPK3 RYYRAPEIHLYSKAVDEWSEGCHEAE LESTOME F RSN O Tl 1 [PNNHCYPAL D
MPK4 RWYRAPEILLYIKAVDMWSEGC IEE LENRIL F PGS LN QHMKVLINE Glap A D
ERK7A

ERK7C

Imapk

Sekil.3.32: T.thermophila MAPK ailesi iiyelerinin dikey hizalamasi: Genom analizi ile
T.thermophila’da bulunan MAPK {iyelerine ait katalitik bolgeler ClustalW kullanilarak dikey
hizalanmistir. Diizensiz ya da uyumsuz hizalanan bolgeler GBlocks Server kullanilarak
uzaklastirildiktan ve manuel olarak kontrol edilmis ve sonra Box Shade programi
(http://www.ch.embnet.org/software/BOX _form.html)  kullanilarak  hizalama son haline
geitirlmistir. MAPK Kkatalitik bolgelerinde bulunana imza dizileri hizalama bloklarmin iizerinde
igaret edilmistir.

T.thermophila MAPK enzim ailesi iiyelerinin protein kinaz katalitik

domainlerinin pozisyonlar1 ise Sekil.3.33” deki gibidir:
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Sekil.3.33: T.thermophila MAPK ailesi iiyelerinin protein kinazlarimn bdélgesel
konumlarmin grafik gosterimi: Protein kinaz domainleri mavi renk ile vurgulanmistir.

3.3.2.T.thermophila MAPK Ailesi Uyelerinin Protein Kinaz Alt-Aile
Motiflerinin Tespiti Ve Analizi

Elimizde bulunan MAPK ailesine ait proteinlerin, kinaz fonksiyonuna
sahip olmalarina sebep olan kor domainleri iizerinde yapilan motif taramalariile
aile tiyelerinin dahil oldugu alt aileler tespit edilmeye calisilmistir [23]. Buna gore
motifleri taranan alt ailelere ait referans sinyal dizileri Cizelge 3.4°de
goriilmektedir. Bu motiflere gore yapilan taramada elde edilen veriler elde
Cizelge 3.5’de gosterilmektedir. Koyu sar1 ile gosterilen bdlgeler pozitif uyum
gosteren motifleri gostermektedir. Buna gore, 6rnegin; 1mapk protein dizisinde
bulunan 3 ayr1 motif tespit edilmistir. Bunlar PERK MAPK(As), YERK2
FUS3(Sc) ve ERK1 ERKa(Dm) motifleridir. Mesela;
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Cizelge 3.4: Kiiltz’iin MAPK simiflandirmasi ile olusturdugu MAPK alt ailelerine ait
sinyal motifleri.

Alt Aile Sinyal Motifi
SAPK1 a) LSRPFQNXTHAKRAY
SAPK(Ce) b) MXLDHXR[LIVMISYLLYQM
SAPK? ¢) LL[KRIX[LIVM]XHEN[LIVM]IXLLDVF[TS]P
p38(Ce) d) AVNEDCEL[KR][LIVM]LDF
e) MKPFSTXVLAKRTY
YSAPK f) AEMIEGKPLFPG
STY1(Sp) g) DLPV[ED]TW[KR]VMMYSE
PERK h) ELMDTDLHXII[KR]SXQ
MAPK(As) 1) HCX[FYJF[LIVM][FY]Q[LIVM]LRGL[KR]Y[LIVM]HSAN
YERK1 .
FUS3(Sc) 1) LSXDHXQYFXYQXLRA
j) ISPFEHQT[FY]CQRTL
ERK1 k) K[TS]JQXLSNDH[LIVM]CYFLY
ERKa(Dm) 1) NRP[LIVM]FPGKHYLDQLN
YERK2
SLT2(Sc) m) CKRX[LIVM]RELKX[LIVM]XXF[KR]GHKN

n) EQGXLXEEHA[KR]LFMY
MAPK3 0) I[LIVM]DXHYSHKGXLSEG
MAPK3(Hs) p) LFAGAHELEQMQL

PERK MAPK(As) imzasina uyumluluk icin iki adet motife uyumluluk
gerekmektedir. Bu  motifler swrasiyla;, ELMDTDLHXII[KR]SXQ ve
HCX[FY]F[LIVM][FY]Q[LIVM]LRGL[KR]Y[LIVM]HSAN’dir. 1mapk’nin her
iki motife de uyumluluk yilizdesi 62°dir bu cizelgeda belirtilmistir. %50’nin

altindaki benzerlik ylizdesi gosteren imza dizileri ¢izelgeya dahil edilmemistir.
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Cizelge 3.5: T.thermophila MAPK ailesi iiyelerinin Kiiltz’iin simflandirmasina gore
motif analizi

SAPK1 SAPK2 YSAPK PERK YERK1 ERK1 YERK2 MAPK3
SAPK p38 STY1 MAPK FUS3 ERKa SLT2
al/b C/d e/ f/ h/1 i j/l ki1 m n/o/
1mapk : 62/ 62 84 -/58/- g
2mapk 67/62 | -/64/- 82/100 67
3mapk 68 /70 86/ 63 75 -/56/-
4mapk 64 / - -/51/- 54/ -
Smapk 65/53 | -/56/- 78 / 80 85 -/64/57 -/-/52
ERK7a -/58 /- - /64 58
ERK7¢ - /63 70/ 60 69
MPK1 76 /54 | -/56/-| T71/87 84 -/57/58
MPK2 61/62 82 /94 67
MPK3 53 /80 67
MPK4 55/59 67

Cizelge 3.5°de de goriilecegi gibi 11 mapk sirasiyla; SAPK2 p38(Ce), PERK
MAPK(As) ve YERKI FUS3(Sc) imza dizilerine uyumluk agisindan
yogunlagmistir.  Her bir imza dizisinin MAPK iyeleri iizerindeki detayl

karsilastirmasi asagida goriilmektedir.

1. SAPK2 p38(Ce)

MOTIF ¢ .) LL[KR]X[LIVM]XHEN[LIVM]IXLLDVF[TS]P

Imapk 50%<
2mapk (75-93) PKSRE--EFDDIYCVSELMETDLQQITIKS-DQQLTQ 67%
MPK2 (94-112) LRELRLLRLLK-HENIIG PRSRE--KFEDIYVVSELMETDLASIIKS-EQPLTD 61%
3mapk (303-321) LREIKILKALE—H SPVPKE--KLEDIYIISQLMDTDLHQIIAS-DQILSE 68%
4mapk (2411-2429) LREIKLLKE@N-H| PEMPT--GYKDIYLVLEYMEIDLDKTINS-EQALSP 64%
Smapk (340-354) VREIKILKF D-HENITALED| PEQRT--DYNDIYIVTELMETDLHRVIYS-RQELTD 78%
MPK1 (122-130) VREIKLLKEF E—HINIISLLD PNAPV--GDEDIYMVFDLMETDLHRVIYS-RQELSD 76%
ERK7a VMFLOELNGRE - HEN I VKL LNSRRSA - — — — - — NNKDLYLVFDFMETDLHAVIRA-D-ILEE 50%<
ERK7c FREIMBL@ELD-HENT T KNSBNVIRRAK — - — —— NDRDIYVVFEYMDTDLHAVIRV-N-ILED 50%<
MPK4 FREVMBL@ELNGHENT TRTASNSRNSAT — - — —— NNKDLYMVEFDFMETDLHAVIRA-N-ILEE 50%<
MPK3 LREI LRYLV—HENIIQL D DEDENQEFGTIYLVTINYMEIDLYQVIKS-DQKLSD 50%<
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MOTIF d.) AVNEDCEL[KR][LIVM]LDF

148-167

Imapk )
158-170)
)
)

2mapk
MPK2
3mapk
4mapk
Smapk (391-403)
MPK1 (195-207)
ERK7a
ERK7c(142-154)
MPK4

MPK3

177-189
396-408

TYQILSA-=——=—————— LFFLHSOQNVYHTQLRLSNI
IYOQILRG-—==——————— LKYIHSANVIHRDLKPRNL DFGLARSVAN---
LYQILRG-====————— LKYIHSAKVVHRDLKPRNL DEGLARTIIP---
IYQLLCGLKYVNQIYYFLKYIHSAGVFHRDLKPGNL DEGLARTVDT---
MWQLLNG---=-————-— IFYMHSADITHRDIKPSNI DMNLARKFDVEQS
LYQTLRG-====————— MLYIHSANVMHRDLKPSNI GLARGFEF---
VYQILRG-===—————— LLYIHSANVIHRDLKPSNI
MYQILKA-————————— LKYMHSGDLIHRDLKPSNI
MYQIFRA-————————— IKYIHSGELIHRDLKASNI
VYQILKA MKYIHSGELIHRDLKPSNI

FTQIVNG-====————— LAYIHSRNITHRDLKPSNI

oo kK P

DETLSRONTTANF

1. PERK MAPK(As)

MOTIF h.) ELMDTDLHXII[KR]SXQ

62%
62%
70%
50%<
53%
54%
50%<
63%
50%<
50%<

lmapk (128-142) HFK-HENISSNLHIMM------- ESKNLYIVRE 62%
2mapk (107-121) LLT-HENVIGLESILLPKSRE--EFDDIYCVSELMETDLBOIIKS-DQOLTOD 82%
MPK2 (126-140) LLK-HENIIGINTLLLPRSRE--KFEDIYVVSELMETDLESIIKS-EQPLTDE 82%
3mapk (335-349) ALE-HDNIISIRDVLSPVPKE--KLEDIYIISELMDTDLHQII 86%
4mapk (2443-2457)FCN-HPNIIKLKDIIKPEMPT--GYKDIYLVLE 54%
Smapk (340-354) FFD-HENIIALHDIIVPEQRT--DYNDIYIVTELMETDLH 78%
MPK1 (144-158) FFE-HDNIISLLDVIKPNAPV--GDEDIYMVEBLMETDLH 71%
ERK7a e 50%<
ERK7c (92-106)  ELD-HENIIKVINVIRAK----- 70%
MPK4  (255-269) ELNGHENIIRLINIIKAE-----NNKDLYMVE 55%
MPK2 HLS-HPNVMKIQNIYYNKELH—NFDRIYIVM-E 50%<
MPK3  (121-135) YLV-HENILQLSDILYDDEDENQEFGTIYLVT DLEOMIKS-DOKLSDO 53%
* .

MOTIF 1.) HCX[FY]F[LIVM][FY]Q[LIVM]LRGL[KR]Y[LIVM]HSAN
1mapk (148-167) EIQYFlYQILI LiLHSINVYHTQLRLSNILLNKNCDLKISRF———— 62%
2mapk (127-146)  H--CKFFIYQILRG- -LKYIHSANVIHRDLKPRNLLVNSNCDLKICDFGLAR 100%
MPK2 (146-165)  H--CQFFLYQILRG---------- LKYIHSARVVHRDLKPRNLLVNSNCDLKICDFGLAR 94%
3mapk (355-374)  H--[OFFIYOLLBGLKYVNQIYYFLKYIHSABVFHRDLKPGNLLVNSDCVLKICDFGLAR 63%
4mapk --BxElvlEor L NG---------- IfvMHESAT THRDIKPSNILLNKNCTLKLADMNLAR 50%<
Smapk (360-379)  H--BOYFLYQELRG---------- YIHSANVMHRDLKPSNILVNKNCDLKVCDLGLAR 80%
MPK1 (164-183)  H-- QYFVYQILRG —————————— LBYIHSANVIHRDLKPSNILLNKNCDLKICDFGLAR 87%
ERK7a (18-37) H-- YOILEl---------- LKYMHSEBLIHRDLKPSNILLNSECHVKLADFGLAR 64%
ERK7c (111-130)  H-- YOIFREM---------- KYTHSEELIHRDLKASNILVNSDCMVKVADFGLVR 60%
MPK4 (274-293)  H-- YOILBAM---------- KYTHS@ELIHRDLKPSNILLNSECLVKLADFGLAR 59%
MPK3 (141-160)  H-- QY 80%

IYQIL G-—————————~ LKYLHSANIIHRDLKPSNLLATEKCAIRMCDFGLSR
cakk . .
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3.YERK1 FUS3(Sc)
MOTIF i.) LSXDHXQYFXYQXLRA

LSxDH xQYFxYQxXLRA

Imapk (144-159) ESKNLYIVREFIDTDLHRVNFS-KQEL@MDDH--IOYFTYOILSA-----———-— LFFLH 84%
2mapk (123-138) EFDDIYCVSELMETDLQQIIKS-DQOLMODH--CEEFIYOILRE ——-—---——-— LKYIH 67%
MPK2 (351-366) KFEDIYVVSELMETDLASIIKS-EQPLEDEH--COBFLYOILRG---———----— LKYIH 67%
3mapk (335-349) KLEDIYIISQLMDTDLHQIIAS-DQI LKYVNQIYYFLKYIH 75%
4mapk GYKDIYLVLEYMEIDLDKTINS-EQALS PEE-— TINEMENOTLTNE - ————————-— IFYMH 50%<
Smapk (356-371) DYNDIYIVTELMETDLHRVIYS-RQE 85%
MPK1 (160-175) GDEDIYMVFDLMETDLHRVIYS-RQE 84%
ERK7a (14-29)  —-—====————-- METDLHAVIRA-D-I 58%
ERK7c (107-122) NDRDIYVVFEYMDTDLHAVIRV-N-I 69%
MPK4 (270-285) NNKDLYMVFDFMETDLHAVIRA-N-I 67%
MPK3 (137-152) EFGTIYLVINYMEIDLYQVIKS-DQOKLSD@H--IOYMIYOILRE - --———-—---— LKYLH 67%

3.2.3. T.thermophila MAPK ailesi iiyelerinin gen yapisi analizi

T.thermophila’ya ait MAPK dizilerine ait genomik DNA ve cDNA bilgisi
TIGR resmi internet sitesinden (http://www.tigr.org/tdb/e2k1/ttg/) elde edilmistir.
Bu bilgiye dayali olarak asagidaki mukayeseli cizelge (Cizelge 3.3) ve ekson
intron bilgisinin grafik gosterimi (Sekil 3.34) elde edilmistir MAPK proteinlerinin
subseliiler lokalizasyonlar1 ise web tabanli CELLO V.2.5 programi
(http://cello.life.nctu.edu.tw/) kullanilarak tahmin edilmistir.

Cizelge 3.6: T.thermophila’ya ait MAPK dizilerine ait genomik DNA ve cDNA
bilgisi

Erisim Numarasi Kod AA gDNA/cDNA | Intron Subseliiler Alt Aile
uzunlugu | uzunlugu(bg) | Sayist Lokalizasyonu
TTHERM 00204120 | 1mapk 420 1263 - 1263 0 Niikleus ERK
TTHERM_00760270 | 2mapk 539 3517 - 1620 10 Niikleus ERK
TTHERM 00689900 | 3mapk 795 3067 - 2388 9 Niikleus ERK
TTHERM 00492370 | 4mapk 3043 12498-9132 18 Niikleus ERK
TTHERM 00195990 | Smapk 608 2612 - 1827 4 Niikleus ERK
TTHERM 00469230 | MPK1 394 1185-1185 0 Stoplazma/Niikleus ERK
TTHERM 00760190 | MPK2 403 2236 - 1212 7 Niikleus ERK
TTHERM 00660130 | MPK3 482 2714 - 1449 2 Niikleus Unclassified
TTHERM 00575520 | MPK4 944 3155-2835 4 Niikleus ERK7
TTHERM 00355550 | ERK7A 626 1881 - 1881 0 Niikleus ERK7
TTHERM 00537240 | ERK7C 1119 3975 - 3360 1 Niikleus ERK7
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Sekil 3.34:T.thermophila’ya ait MAPK dizilerine ait genomik DNA ve cDNA
bilgisinin grafik gosterimi: Genlerde bulunan ekson bélgeleri koyu ¢izgilerle, intronlar ise
ince ¢izgilerle gosterilmistir.

3.2.4. T.thermophila MPK4 geninin ve diger MAPK seti iiyelerinin tahmini

protein yapilarinin analizi

11 MAPK protein dizisi, internet tabanli Swiss-Model servisi kullanilarak
[63] First Approach yaklasimai ile {i¢ boyutlu olarak modellenmistir. Elde edilen
modellemeler i¢cin kalip olarak se¢ilen model proteinler ve bu proteinlere

benzerlik yiizdeleri Cizelge 3.7°de 6zetlenmistir.
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Cizelge 3.7: SwissProt servisinin yaptigi homoloji modellemesine gore kullamlan
kalip proteinler ve hedef proteinler arasindaki kiyaslama cizelgesu.

Hedef Kalip Dizi e Degeri Modellenen Protein
Benzerligi Aminoasit Biiyiikliigii
(%) Arahgi (aa)
2mapk 3erkA 48 1.04322 ™ 24-352 539
3mapk 3erkA 46 3.69326e-83 247 - 596 795
4mapk 3erkA 39 4.66861e-58 2349 - 2700 3043
Smapk 3erkA 51 7.24e-96 249 - 588 608
Erk7A 47 1.39e-57 1-227 394
Erk7cC 45 2.42696e-72 12 -321 403
MPK1 3erkA 50 3.07776e-92 55 -392 482
MPK2 3erkA 45 8.52085e-81 34 -397 944
MPK3 1p38A 47 2.98266e-37 24 -193 626
MPK4 46 5.36808e-74 174 - 472 1119

Elde edilen modellemelerden Erk7A ve MPK3 i¢in tiim aminoasit dizisini
kapsayacak sekilde biitiinsel bir model elde edilememistir. Bununla birlikte
modellemeler i¢in kalip olarak; 3erkA, 2gphA ve 1p38A modelleri kullanilmistir.
Goriintilleme modilii olarak DeepView/Swiss-PdbViewer [67] kullanilmistir.
Elde edilen modellerin ¢ogu klasik MAPK katlanmasina uygun olarak

olusturulmustur.

3.2.4. T.thermophila MPK4 geninin ve diger MAPK seti iiyelerinin

susbstrat baglanma bdlgelerinin analizi

T.thermophila MAPK enzim ailesi seti liyelerine ait aminoasit dizileri ve
diger protista iiyelerine ait MAPK iiyeleri aminoasit dizilerinin karboksil terminal
uclarmin, igerdikleri muhtemel baglanma bdolgeleri (MAPKK ve substrat)
bakimmdan biyoinformatik analizinde 79 aminoasit dizisi kullanilmistrr. Ilk
olarak, MAPK’lerin substratlar1 ve aktivatorleri ile etkilesimlerinde onemli bir
yeri olan CD bdlgesi arastirilmistir. Bunun igin CD bolgesi deneysel olarak
belirlenmis bazi MAPK’lerin C terminal uglari, bu analizde referans dizileri
olarak kullanilmistir. Sekil 3.35’de bu analizlerde kullanilan referans dizileri ve

icerdikleri CD bolgesi motifleri dikey hizalanmis bir sekilde goriilmektedir.
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JNK2b2 (Hs) HPYITVWYDPAEAEA
JNK1b2 (Hs) HPYINVWYDPSEAEA
JNK3a2 (Hs) HPYINVWYDPAEVEA
FUS3 (Sc) HPYLQTYHDPNDEPE
SUR1 (Ce) HPYLEQYYDPGDEPV
ERK1 (Rn) HPYLEQYYDPTDEPV
ERK1 (Hs) HPYLEQYYDPSDEPI
p38(Ce) HEYLAAYHDETDEPI
SPK1 (Sp) HPYVAAYHDASDEPT
SPM1 (Sp) HPYLAVWHDPSDEPV
ERK6 (Hs) HPYFESLHDTEDEPQ
HOG1 (Sp) HNYLAPYHDPTDEPV
HOG1 (Sc) HPYSAPYHDPTDEPV
p38(Cf) HAYFAQYHDPDDEPV
p38b (Hs) HAYFSQYHDPEDEPE

Sekil 3.35: C terminal uc¢larimin hizalanmasinda kullanilan referans dizilerine ait dikey
hizalama klasik: MAPK CD motifi Dxx(DE) iceren bolgeler kalm ve alti g¢izili olarak
vurgulanmistir.

Arastirilan CD bdlgesi aminoasit dizilerinin C terminalinde oldugu i¢in sadece
karboksil uglar1 kullanilmistir. Karboksil ucu smirindan itibaren analize alman
diziler Oncelikli olarak internet tabanli ExPASy sitesindeki “3 of 5 Complex
Pattern Search” programi [64] kullanilarak uzlasma dizisinin varligi Dxx[DE] i¢in
taranmistir. Analiz sonucunda 14 referans dizisi disinda sadece 28 dizide bu
motife rastlanilmistir. Bu da dizilerin yaklasik olarak yarisinda Dxx[DE] motifinin
oldugu anlamina gelmektedir. Tespit edilen motiflerin karboksil terminali
iizerindeki konumlarmin birbilerine gére mukayesesi i¢in ve de bilinen CD motifi
-Dxx[DE]- disinda olugsmus olabilecek asidik karakterli aminoasitlerin dagilimini

gorebilmek icin tiim diziler Clustal W programi kullanilarak dikey hizalanmigtir

(Sekil 3.36 ).
Tth 4mpk HEYFKDFDKSQIKA-CNHKFDWTFDEIQERNDLIQRAIYNESCQFHQD
MAPK_Ta HPYLSNFHKNTPLPRLSRAISIPVCDNVKYDLINYRHLIYKFIQSNSN
MAPK Bb HEYFREFYKPQHVEIPTEQLVTPENDWINMSESQLRYAFLREIQRYHP
MAPKE_Tp HPYFKSISKPRNNEDSIPKVTLPENDWVNMSESQLRYSFLREIQRYHK
MAPK2 Ta HPYFKSISKPRSNEDSIPKVTLPENDWVNMSESQLRYSFLREIQRYHK
MAPK4:Tb HAYFAKFRNPAAETGAKEPYVWRHNEGLTLEGLREEMWRIILAHSPGP
Tth 3mpk HPFFEGIRESEFEVEAKV-KFDFDFEREDITLDELKDAIYQEMLKEFHP
MPKE_Pt HPMLOKVRDKKKEIVAPG-PIILDFEQEGELQIPRLRELFLREISKYK
MPK13 Pt HPMLOKVRDKKKEIVAPG-PIILDFEQEGELQIPRLRELFLREISKYK
MPKl2:Pt HPMLOKVRDKKKETAAPG-PIYLDFEQEGDLQIPRLRELFLREISKYK
MPK10 Pt HPMLQOKVRDKKKEIVAPG-PIYLDFEQEGDLQIPRLRELFLREISKYK
ERK3 N HPYMSIYSFPTDEPISSHPF-HIEDEVDDINWERYHDCQFSEHDWPIH
Tth MPK3 HPYFQOSIRDVQEEIKFTG-TINFDFETDSEITIESLRKQILEEVNHFR
MAPE2_PV HPYLKDVRKTKLESFTASKIILPFDDWMMLSETQLRYIFLKEIQSFHP
MAPK2 Pf HPYLKDVRKENLENFSTEKIILPFDDWMVLSETQLRYIFLKEIQSFHA
ERK7 - HPYVORFHCPDREWTRGSDVRLPVHEGDQLSAPEYRNRLYOMILERRR

Sekil 3.36 : Clustal W kullanilarak yapilan dikey hizalamda CD bélgesi motifi Dxx[DE] tiim
hizalama i¢inde YESIL ile vurgulanmistir. Bunun disinda CD motifi olusturmasi muhtemel asidik
kiimelegmelerin tespiti igin asidik karakterli D ve E aminoasitleri SARI renk ile vurgulanmistir.
Dxx[DE]’den farklilik gosteren ancak diziler arasinda korunmus oldugu belirlenen [DE]xx[DE]
motifleri MOR ile vurgulanmustir.
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MAPKp_Bb
MAPK2_ Lm
Tth_MPK2
Tth Imapk
ERK7c
ERK7a
MPK19_ Pt
MPK21_ Pt
ERK8
Tth_MPK1
ERK1_Pt
MPK16_Pt
MPK14_ Pt
MPK1_Pt
MPK22_ Pt
MAPK3_Tg
MPK7_Pt
MPK24 Pt
MPK9_Pt
MPK11_ Pt
MAPK2_Tb
Tth 2mapk
Tth_MPK4
MPK2_Pt
MPK8_Pt
MPK23_Pt
MPK3_Pt
MPK4_Pt
MAPK2_Tg
MPK15_ Pt
MPK5_Pt
MPK18_Pt
MPK20_Pt
ERK2_G1
Tth 5Smpk
ERK2_Pt
ERK3_Pt
ERK4_Pt
ERK5_Pt
ERK6_Pt
ERK7_Pt
ERK2_G1
Tth Imapk
MPK17_Pt
JNK2b2_(Hs)
JNK1b2_(Hs)
JNK3a2 (Hs)
FUS3_Sc
SUR1_ (Ce)
ERK1_(Rn)
ERK1_(Hs)
p38_(Ce)
SPK1_SCHPO
SPM1_SCHPO
ERK6_ (Hs)

HOG1 SCHPO (Sty)

HOG1 Sc
p38_(Cf)
p38b_ (Hs)
MAPK4 Lm
SMK1_Sc

HPYVRSFHKSNDSIPVMYKAVKIPICDNVKYDVANYRRLIYKFIEEKR
HPYVAAFHRPDEEAVAPEPITVSLPDSQRLPLAKYRDAIYEQIAALRR
HPYLSELHFPEDEPTCEPVSKLDFEFEEHNLTLOQLKGKIITSKEVSK
HPYLSDLHLPEDEPSRSEVPFYEFEFEMHSNLTRQQYKDLVYEEILLY
HPYVRQFHNPNDEPVCGRIIQIPLDDNKKYSMREYRDKLYYEISPRKN
HRYVAEFHNPAEEHVCSKPIQIPLNDHEKFSIRKYRESLYADINERKK
HPYLKEFYNPKEEITFKGQLMLKLODDKQYPVSQYRDLLYKQONLDLNK
HPYLKEFYNPKEEITFKGQLILKLODDKQYPVSSYRDLLYKQONLDLTK
HPYVOQRFHCPSDEWAREADVRPRAHEGVQLSVPEYRSRVYQMILECGG
HPYFEGLHYPDEEPECEQVFDWSWDKFTPTKEILOKMIYQEAKSFHPI
HPYFEGLHNPEEEPICECTFDWGWDSFKPTEAILKQMVYEESLSFHPL
HRYVKEFKNCEDETKRDSPFETYMDDNRKYSIKEYONFLYNRIVQOKKR
HPYVKEFKGTEDEISRESPIETYMDDNHKFQVNQYRDALYSHIMOKRK
HPYMAEFAGSEEETVIDFPVQTFMDDNVQYSIEEYMTALYQHINQKTQ
HPYIAEFAGSEDENVIDFPIQTFMDDNVQYSIEEYMTTLYQHINQKNT
HPFFKEVRIAEVETNATEKVRLPENDWMNMDEPQLRYAFVKEIQRYHP
HPYFSKFHNEVDEPSSEKIITLAIDDNQKESAN; KLYEEIA----
HPYFSNFHNVDEEPISDKIITLAIDDNEKETAN; KLYEEIA----
HPYVNAFHNEQQEPTANP-IKISMNDNKKESIK] LYLEITKKYD
HPYVGAFHHNNQEGTTNP-IIISMDDNKKESIK] LYLQISKKYE
HPYVAAFHKPQDEPSAPAPITISLPDDTRETMQ RLYQEIANARR
HPFFEGIRESEFEVEAKV-KFDFDFEREDITLD IYQEMLKFHP
HPYVKDFHCPEEEIVCGRVIPISMNDNKKESIK] LYNQIYQEKR
HPYVKDFKGTEDEISRDSPIETFMDDNHKY SVK] INLYAHINQKKK
HKYLKEFSSPDEEIECSEPIRIPMNDNKKESIK] LYNDINRRKK
HKYLKEFSSPDEEIECSEPIRIPMNDNKKESIK] LYNDINRRKK
HKYVRDFSSPDEEIVCQHPIRITMNDNKKETIK] LYADISQRKK
HKYVRDFSSPDEEIVCQHPLRITMNDNKKETIK] LYADISQRKK
HPYVRQFHSPEDEPVCGKIIAIPIDDNTKYSVE KVYSEVIKKKH
HKYVIEFSQPDEEIVSLOPFKISMNDNKKETIK! SLYSDISKRKK
HOIMMEFANTEEEKTLKONIKIPEFNENKKLTIK! KITLNCEQILQ
HOILMKEFSNTEDEKTLKSIIRIPFSENKKLTIK: KITLNCEQILQ
HSIMKEFANTEDEKTLKSIIRIPEFNENKKLTIK! KITLNCEQILQ
HPYLSKFHDPATEPSAPGPIKISI KRSVS LLYSEILRKKK
HPYFEGLHNPEDEPTCPEVEFDWAW LTKERLQGMVYDEAIDYQKV
HPYFDGLHSKDDEPICDSVEDWSW LKKEILQSAVYDEATQWQOQOK
HPYFDGLHSKDDEPICDSVEDWSW LKKEILQSAVYDEATQWQOQOK
HPYFEGLHSKEDEPRCNSYFDWAW LKKEILQQTVYDEANQWQOK
HDYFDGLHNPEAEPRCDKVEDWGW LKRETLOKMVYEESLQEFNPV
HPYFDELHNPDEEPLSGKAFDWSW PTKELLONMIYQESLSFNDE
HPYFDELHNPDEEPLSGKAFDWS PTKELLONMIYQESLSFNDE
HPYLSKFHDPATEPSAPGPIKISI KRSVS-LLYSEILRKKK
ECDVKFDHSQFQIGLNEDEIMKEIYFEVEKSYQK
STTNPIIISMDDNKKEFSIKEYREALYLEISKKYET
APPPQIYDAQLEEREHAIE LIYKEV

APPPKIPDKQLDEREHTIE LIYKEV

APPPQIYDKQLDEREHTIE LIYKEVMNSEE
EPEGEPIPPSFFEFDHYKEALTTKDLKKLIWNEIFS
EPVCEEPFTLEMEFDDLPKEKLKELIWEEAEAHHRR
EPVAEEPFTFDMELDDLPKERLKELIFQETARFQPG
EPTAEAPFKFDMELDDLPKEKLKELIFEETARFQPG
EPTAEEMDLNDDVRADTIDEWKKIIWEEISDFQKN-
EPTASPMPPNLVDLYCNKEDLEIPVLKALIFREVNF
EPVCDSVEDFSFEYIEDANE-LRRVILDEVLNEFRQK
EPQVOKYDDSFDDVDRTLDEWKRVTYKEVLSFKPP-
EPVADEVEDWSFQDNDLPVETWKVMMY SEVLSEFHNM
EPVADAKFDWHFNDADLPVDTWRVMMY SEILDFHKI
EPVADPYDQSFESRDLLIDEWKSLTYDEVVSEF-VPP
EPEAEPYDESVEAKERTLEEWKELTYQEVLSF-KPP
EADAPDPEFVWNHSHIETKEQLREDLWRVVEAHSQLN
HPFLNEVRKPDDEPVCLQGPFDFTYESELNSMSKLRDYLVEEVKNEKT

Sekil 3.36 (Devam): Protista MAPK leri ile CD Bolgesi Tamimlanmis MAPK Dizilerin C
Terminal Uclarimin Dikey Hizalamasi: Clustal W kullanilarak yapilan dikey hizalamda CD
bolgesi motifi Dxx[DE] tiim hizalama iginde YESIL ile vurgulanmistir. Bunun disinda CD motifi
olusturmasi muhtemel asidik kiimelesmelerin tespiti i¢in asidik karakterli D ve E aminoasitleri
SARI renk ile vurgulanmistir. Dxx[DE]’den farklilik gdsteren ancak diziler arasinda korunmus
oldugu belirlenen [DE]Jxx[DE] motifleri MOR ile vurgulanmistir.
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Hizalama sonucunda onceden tespit edilen CD motiflerinin ¢cogunun referans
dizilerinin icerdigi motifi ile ile ayn1 pozisyonda olmadig1 gorilmiistiir. Protist
dizilerinden sadece MAPK4(Lm), MPKI17(Pt), Tth Imapk dizilerinin ayni
konumda CD motifine sahip oldugu belirlenmistir. Geri kalan CD motifleri
referans dizilerindeki motiflere gore daha uzak bdlgelerde hizalanmistir. CD
motifine sahip olmayan dizilerde goriilen asidik aminoasitlerin (D ve E) dikey
hizalamada olusturdugu kiimelesmeler, bilinen CD motifinin konumuna
yakinliklar1 bakimindan dikkate alindiginda ise iki grup kiimelesmenin belirgin
oldugu dikkat ¢ekmistir. Bunun disinda genel olarak C terminal ucunda c¢ok
sayida asidik aminoasitin bulundugu ve genellikle konumsal olarak benzer
pozisyonlarda bulunduklar1 gézlemlenmistir. Sonug olarak CD bdlgesini olusturan
bilinen asidik yama Dxx[DE] motifinin konumu disinda asidik yama olusturmaya
uygun olusumlarin konumlandig1r iki c¢esit gruplasma belirlenmistir. Bu
kiimelesmeler motif formatinda [DE]xx[DE] ve [DE][DEJE olarak ifade
edilebilirler. Bu bolgelere ilave olarak Dxx[DE] motifini olusturan ancak konum
bakimindan klasik CD bdlgesinden uzakta olusan bir grup daha vardir.
Gozlemlenen tiim belirgin gruplasmalar tez boyunca kolaylik olmasi bakimimdan
Uzak CD: (Dxx[DE]), Grup I: ([DE][DE]JE) ve Grup II: [DE]xx[DE] olmak
iizere ii¢ baglik altinda toplanmistir.

Uzak CD: Klasik CD baglanma motifi Dxx[DE]’dir. Konumu
bakimimdan olmas1 gereken pozisyonda bulunan ve bu bdlgeden uzakta olanlar
olmak tizere iki grup olusum s6z konusudur. Sekil 3.37°de dogru pozisyonlu ve

uzak pozisyonlu CD bolgeleri goriilmektedir.

MPK5 Pt HOIMMEFANTEEEKTLKONIKIPEFNENKKLTIKDYRDKITLNCEQILQ
MPKlg_Pt HOLMKEFSNTEDEKTLKSIIRIPFSENKKLTIKDYRDKITLNCEQILQ
MPK20 Pt HSLMKEFANTEDEKTLKSIIRIPEFNENKKLTIKDYRDKITLNCEQILQ
MPK24:Pt HPYFSNFHNVDEEPISDKIITLAIDDNEKFTANEYRDKLYEEIA-——-
Tth Smpk HPYFEGLHNPEDEPTCPEVEDWAWDDFELTKERLQGMVYDEAIDYQKV
ERKZ_Pt HPYFEGLHSKEDEPRCNSYFDWAWDKME LKKEILQQTVYDEANQWQQOK
ERK2 Gl HPYLSKFHDPATEPSAPGPIKISIDDDDKRSVSEYRDLLYSEILRKKK
JNK2b2 (Hs) HPYITVWYRZNIAEAPPPOIYDAQLEEREHAIEEWKELIYKEVMDWEE
FUS3 Sc HPYLQTYHISWRE PEGEPIPPSFFEFDHYKEALTTKDLKKLIWNEIFE'S
SURl:(Ce) HPYLEQYYRZENF PVCEEPFTLEMEFDDLPKEKLKELIWEEAEAHHRR
ERK1 (Hs) HPYLEQYYIESINEPTAEAPFKFDMELDDLPKEKLKELIFEETARFQPG

Sekil 3.37: Protist MAPK ailesi iiyelerinin C terminal u¢clarimin hizalanmasinda belirlenen
klasik CD ve Uzak CD bélgeleri: Referans dizileri STYAH ile vurgulanirken CD motifi igeren
diger bolgeler GRI ile vurgulanmistir. Referans dizileri ile digerleri yatay bir ¢izgi ile birbirinden
ayrilmistir.
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Hizalamalarda da goriildiigii gibi klasik CD motifi referans dizilerindeki
pozisyonu ile kiyaslandiginda daha uzakta konumlanmiglardir. Bu bolgelerin, CD
bolgesi’nin olmasi gereken hidrofobik olukta bulunup bulunmadigmin ve de
MAPK  substratlar1 ve aktivatorleriyle elektrostatik  etkilesime — girip
giremeyeceginin teorik olarak tahmin edilebimesi i¢in TthSmapk ve MPK18 Pt
temsilci diziler olarak secilmis ve Swiss Prot, Project yaklasimiyla homolog
modelleri olusturulmustur. Dizilerin modellenmesinde referans dizi olarak ERK2
(PDB ID:2GPH) kullanilmistir. Zhou, T ve arkadaslarmin [65] yaptigi
kristalografi caligmasi ile elde edilen bu modelde ERK2; CD bélgesine baglanmis
sentetik bir peptit (2GPH _B) ile birliktedir. Peptid MAPK substratlar1 ve
aktivatorlerine ait D bolgesi uzlagsma dizisini ((R/K);2-(X),-6-Da-X-O5p) igeren 16
aminoasitlik bir peptittir (RLQERRGSNVALMLDC) [65]. Elde edilen sonuglara
gore Tth Smapk dizisinde bulunan ve CD bdlgesine uygun motif tasiyan
bolgedeki DDFE dizisi Sekil 3.38°de de goriilebilecegi gibi (Ok2,Yesil Bolge) tic
boyutlu modellemede TxY fosforilasyon motifine (Ok3, Kirmiz1 bolge) ¢ok yakin
bir bolgede konumlanmistir. Halbuki klasik MAPK’lerde CD bolgesi, ED
bolgesine (Ok1, A¢ik Mavi Bolge) yakin bir yerde yani TXY motifinin bulundugu

bdlgenin sirt kisminda yer almasi beklenen bir bolgedir.

HPYFEGLHNPEDEPTCPEVFDWAWDDFELTKERLQGMVYDEAIDYQKYV

Sekil 3.38: Tth_Smapk aminoasit dizisinin 3B modeli iizerinde potansiyel CD
bolgelerinin gosterimi: A: Tth5mapk’in ERK2 model alinarak olusturulan modellemesinin
kurdela gostermi. B: TthSmapk’in ERK2 model alinarak olusturulan modellemesinin yiizey
gostermi. 1: Substrat baglanma bolgelerinden biri olan ED bdlgesinin muhtemel pozisyonu (Agik
Mavi). 2: Dxx[DE] motifine uygun DDFE dizisinin muhtemel pozisyonu (Yesil), 3: TxY
fosforilasyon motifinin muhtemel pozisyonu (Kirmizi), sbs: D bdlgesi baglanma dizisine ait
uzlagma dizisini tagiyan peptitin pozisyonu.
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Ayni sekilde MPK18 Pt’de goriilen DYRD dizisi de protein tizerindeki muhtemel
pozisyonu bakimindan analiz edilmistir. Buna goére DYRD dizisi yine TXY
motifine yakin bir bdlgede konumlanmistir (Sekil 3.39).

Sekil 3.39: MPK18 Pt aminoasit dizisinin
3B modeli iizerinde potansiyel CD
bolgelerinin gosterimi: MPK18 Pt’in ERK2
model almarak olusturulan modellemesinin
kurdela  gostermi.  Substrat  baglanma
bolgesinde (CD) olmasi gereken 2 ile isaretli
DYRD bolgesi TXY fosforilasyon bdlgesine
yakin goriilmektedir.1: Substrat baglanma
bolgelerinden biri olan ED  bdlgesinin
muhtemel pozisyonu (Ag¢ik Mavi). 2:
Dxx[DE] motifine uygun DDFE dizisinin
muhtemel pozisyonu (Yesil), 3: TxY
fosforilasyon motifinin muhtemel pozisyonu
(Kirmizi), sbs: D bolgesi baglanma dizisine
ait uzlasma dizisini tagtyan peptitin pozisyonu.

[ HALMKEFSNTEDEKTLKSIR IPFSENKKLTIKDYROKITLNCEQILG. . ]

Elde edilen bu bulgular 1s1ginda klasik DXX[DE] motifinin CD bdlgesinde yer
alabilmesi i¢in karboksil ucunun baslangi¢ smirindan itibaren yaklasik on
aminoasit sonra baglamasi1 gerekli gibi goriilmektedir. Cilinkii ayn1 motifi iceren
ancak bu bolgeden uzak motiflerin CD bdlgesinden uaklasarak TXY fosforilasyon
bolgesine yaklagsmaktadir. Dolayisiyla da “Uzak CD* grubuna giren DXX[DE]
motifli bolgeler CD bolgesi olusturmaya uygun olmayabilir.

Grup I: [DE][DEJE motifi ile ifade edilebilecek kiimelesmeler, dikey
hizalamalarda DXX[DE] motifi ile hemen hemen ayni siitun {iizeride

hizalanmaktadir (Sekil 3.40).

MPK5 Pt HOIMMEFANTEEEKTLKONIKIPEFNENKKLTIKDYRDKITLNCEQILQ
MPK18 Pt HOLMKEFSNTEDEKTLKSIIRIPFSENKKLTIKDYRDKITLNCEQILQ
MPK20 Pt HSLMKEFANTEDEKTLKSIIRIPFNENKKLTIKDYRDKITLNCEQILQ
MPK24 Pt HPYFSNFHNVDEEPISDKIITLAIDDNEKFTANEYRDKLYEEIA-——--
Tth 5Smpk HPYFEGLHNPEDEPTCPEVEFDWAWDDFELTKERLQGMVYDEAIDYQKV
ERK4 Pt HPYFEGLHSKEDEPRCNSYFDWAWDKMELKKEILQQTVYDEANQWQQOK
JNK2b2 (Hs) HPYITVWYRZNIAEAPPPOIYDAQLEEREHAIEEWKELIYKEVMDWEE
FUS3_Sc HPYLQTYHISWSE PEGEPIPPSFFEFDHYKEALTTKDLKKLIWNEIFE'S
SUR1 (Ce) HPYLEQYYRZENF PVCEEPFTLEMEFDDLPKEKLKELIWEEAEAHHRR
ERK1 (Hs) HPYLEQYYEINF P TAEAPFKFDMELDDLPKEKLKELIFEETARFQPG

Sekil 3.40: Protist MAPK ailesi iiyelerinin C terminal uclarimin hizalanmasinda belirlenen
klasik CD ve Grup I bélgeleri:Klasik CD motifi iceren referans dizileri SIYAH ile
vurgulanmugtir. Grup I bolgeleri ise GRI ile vurgulanmustir. Referans dizileri ile digerleri yatay bir
¢izgi ile birbirinden ayrilmistir.
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“Uzak CD” bolgelerinin ii¢ boyutlu modeller iizerindeki konumlarinin tespitinde
kullanilan yontemin aynisi ile bu defa [DE][DE]E motifi tasiyan bu bolgeler
analiz edilmistir. Bu analiz sonucunda protein iizerindeki [DE][DE]E motifi
iceren bolgelerin substrat baglanma bolgesi olan CD bdlgesi olmaya en uygun
bolgeler olabilecegi tespit edilmistir. Diegr Uzak CD grubuna ait bolgeler TXY
motifine yakin ¢ikarken, [DE][DE]JE motifi i¢eren bélgeler tam olarak CD
bolgesinin olmas1 gereken bolgede goriiliislerdir. Analiz i¢in kalip olarak
MPK18 Pt ve Tth Smapk’in kalip olarak kullanildig1 bu analizde her ikisi ile de

ayni sonug elde edilmis bu sebeple sadece Tth Smapk’e ait sonular gosterilmistir.

Sekil 3.41°de Tth Smapk’in kalip olarak kullanildig1 modelleme analizine ait

Sekil 3.41: Tth_Smapk proteininin tahmini yiizey yapisi iizerinde Grup I motifinin
konumsal analizi. 1: Substrat baglanma bélgelerinden biri olan ED bdlgesinin muhtemel
pozisyonu (Ag¢ik Mavi). 2: “Grup I” motifi motifine uygun [DE][DE]JE dizisinin protein yiizeyi
iizerindeki muhtemel pozisyonu (Sar1), 3: TxY fosforilasyon motifinin muhtemel pozisyonu
(Kirmizi), sbs: D bolgesi baglanma dizisine ait uzlasma dizisini tagiyan pepdit. Modellemeler ve
ilgili sekiller DeepView / Swiss-Pdb Viewer v4.0.1 kullanilarak olusturulmustur.

sonug goriilmektedir. Tth Smapk tizerindeki EDE dizisinin substrat ile elektrostatik
bir etkilesime gireme olasiligin1 gorsellestirebilmek i¢in, olusabilecek muhtemel
hidrojen baglar1 ve elektrosatik alalar1 hesap ettirilerek yeni bir sekil
olusturulmustur (Sekil 3.42). Sonu¢ olarak EDE dizisinin substratla
etkilesebilecegi gozlemlenmistir. Modellemeni miimkiin olabildigince gercege
yakin olabilmesini saglamak i¢in program yardimiyla Oncelikle hidrojen
baglarmin olusum olasiliklar1 hesaplatilmis, daha sonra yine programa MUSCLE

algoritmasi [66] kullandiritilarak hedef protein ile kalip proteinler hizalanmigtir.
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Sekil 3.41: Tth_Smapk proteininin tahmini yiizey yapis1 iizerindeki EDE dizisinin
substrat ile olusabilecek etkilesimi. A: CD/D etkilesiminin genel goriiniimii. Substrat C
iskeleti olarak gosterilmistir B: CD/D etkilesiminin yakin gériiniimii. Substrat, CD ve ED boélgeleri
Van der Waals kiirecikleri ile gosterilmistir. 1: [DE][DE]E motifine uygun EDE dizisinin
pozisyonu (Sar1), 2: ED bolgesi (A¢ik Mavi). sbs: D bolgesi baglanma dizisine ait uzlasma dizisini
tastyan pepdit. Modellemeler ve ilgili sekiller DeepView / Swiss-Pdb Viewer v4.0.1 kullanilarak
olusturulmustur

Hizalama sonunda hedef ve kalip proteinler yine program yardimiyla {ist iiste
bindirilmis ve proteinlerin son halleri Ramachandran plotu ile incelenerek s6z
konusu motfi bolgelerini, ED bdlgesini, TXY fosforilasyon bdlgesini olusturan
aminoasitlerin Psi-Phi torsiyon acgilar1 bakimindan tolore edilebilir aralikta olup

olmadiklar1 kontrol edilmistir.

Grup II: Grubu olusturan iiyelerde bulunan [DE]YR[DE] motifi iic grup
icinde karboksil ucunun baslangi¢ smirma en uzak motif olmustur ( Sekil 3.42).
Bu guruba ait iiyelerin kalip olarak kullanildigi ti¢ boyutlu modellemeler bu motifi
icermemistir. Dolayisiyla da bu grubun ii¢ boyutlu yap1 analizi yapilamamaistir.
Ancak oOnceki modellemelerde goriildiigii gibi proteinin  karboksil ucuna
yaklastikca olusan katlanma sebebiyle TXY fosforilasyon motifine de
yaklagilmaktadir. Bu da bilinen CD bdlgesinden fiziksel olarak yar1 bir bolgeyi
icermektedir. Dolayisiyla bu bolgenin tipki Uzak CD grubundaki bolgeler gibi
CD bdlgesie uzak bir katlanma yapmasi olasidir.
MPK4 icin yapilan biitlinsel analizde, klasik DXX(D/E) motifine sadece bir
bdlgede rastlanmistir. Asp'>*-Asp"’ arasindaki DDDD bolgesi her ne kadar
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DXX(D/E) motifine uygun olsa da konumu acisindan CD bdlgesi olabilecek
uygunluga sahip degildir ¢iinkii DDDD dizisi, VII. Alt-bolgenin karboksil ucuna
yakin bir yerde bulunmaktadir. Halbuki CD bdlgesi katalitik bolgenin karboksil

MPK23 Pt HKYLKEFSSPDEEIECSEPIRIPMNDNKKESIKEYREALYNDINRRKK
MPK15 Pt HKYVIEFSQPDEEIVSLOQPFKISMNDNKKEFTIKDYRESLYSDISKRKK
MPK3 Pt HKYVRDFSSPDEEIVCQHPIRITMNDNKKEFTIKEYREALYADISQRKK
MPKS5 Pt HOIMMEFANTEEEKTLKONIKIPENENKKLTIKDYRDKITLNCEQILQ
MPK18 Pt HOLMKEFSNTEDEKTLKSIIRIPFSENKKLTIKDYRDKITLNCEQILQ
MPK20 Pt HSLMKEFANTEDEKTLKSIIRIPENENKKLTIKDYRDKITLNCEQILQ
MPK'7_ Pt HPYFSKFHNEVDEPSSEKIITLAIDDNQKFSANEYRDKLYEEIA-—--
MPK24 Pt HPYFSNFHNVDEEPISDKIITLAIDDNEKFTANEYRDKLYEEIA-—--
ERKZ Gl HPYLSKFHDPATEPSAPGPIKISIDDDDKRSVSEYRDLLYSEILRKKK
ERK2 Gl HPYLSKFHDPATEPSAPGPIKISIDDDDKRSVSEYRDLLYSEILRKKK
JNK2b2 (Hs) HPYITVWYDPAEAEAPPPQIYDAQLEEREHATIEEWKELIYKEVMDWEE

Sekil 3.42: Protist MAPK ailesi iiyelerinin C terminal uclarinin hizalanmasinda belirlenen
klasik CD ve Grup II motif bolgeleri: Grup I Motifi olan [DE]YR[DE] bdlgelerine uyumlu
yerler GRI ile vurgulanmistir. Referans dizsi ise yatay bir ¢izgi ile digerlerinden ayrilmustir.

ucuna dogru ve katalitik bolgenin disinda L16’nin N terminal ucunda yer
almaktadir. Ancak olasi ii¢ boyutlu MPK4 modelinin ERK2 ve p38 modelleriyle
iist iiste bindirilmesiyle referans proteinlerin bilinen CD bdlgesine karsilik gelen
MPK4 proteinine ait hidrofobik 6zellikli kisim tespit edilmistir. Bu bolgede
beklendigi gibi negatif yiiklii aminoasitlerin olusturdugu bir kiime ve bu kiimeyi
cevreleyen hidrofobik aminoasitlerin varligi, buranin CD bolgesi olarak gorev
yapabilecegi fikrini uyandirmistir. Muhtemel MPK4 CD bolgesi; 291-
KDFHCPEEEIVCGR -304 aminoasitlerinden olusmaktadir ve burada bulunan
EEE dizisi, asidik yama olmaya en uygun aday dizidir. Asidik yamanin etrafinda
olmas1 gereken hidrofobik aminoasitler de bu dizide bulunmaktadir. Ancak tiim
bunlara ragmen gercek kristalografik veriler olmadan ve de baglanma bdlgesi
oldugu tahmin edilen bdlgeler iizerinde fonksiyonel mutasyonlarla protein
aktivitesi ve baglanma 6zgilliigl iizerinde deneyler yapmadan bu yargiya varmak
miimkiin degildir. Sonug olarak protistaya ait MAPK {iyeleri genel olarak, bilinen
CD domaini motifi olan Dxx(DE)’y1 uygun pozisyonda i¢cermiyor goriilmektedir.
Bununla birlikte D bolgeleri ile uygun sterik etkilesimlere girebilecekleri asidik
yamalar analiz edildiginde [DE][DE]E motifi izerinde pozisyonel olarak genel bir

uzlagma oldugu goriilmektedir.
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3.2.5. T.thermophila MAPK Ailesi Uyeleri Filogenetik Aga¢c Analizi

Kiiltz’tin olusturdugu SAPK, ERK ve MAPK3 siniflandirma sisteminin
dayandig1i “temel imza” dizileri kullanilarak (Bkz.Bulgular kisim 3.3.2),
T.thermophila kinaz ailesi iiyeleri taranmis ancak MAPK smiflandirmasi igindeki
yerlerini  kesinlestirememistir. Temel imza motif dizilerine dayanarak
siniflandirma yapilacak olursa MAPK genlerinin on tanesini Kiiltz’iin ERK
grubuna (B Grubu) girerken sadece bir tanesi (4mapk) SAPK grubuna (A Grubu)
yakinlik gostermistir. Tetrahymena’nin 10 MAP Kinazinin ERK grubunu
olusturan alt gruplar i¢indeki dagilimi ise sirasiyla en fazla YERK1 (Maya ERKI)
ve sonra PERK (Bitki ERK1) alt gruplarina olmustur. Tetrahymena MAP
Kinazlarinin imza dizilerinin, ERK alt gruplarinin imza dizilerine benzerligi
ortalama olarak %50 ile %80 arasinda degismektedir. Kiiltz {in protistleri de dahil
ettigt MAPK3 grubu i¢in belirlenmis imza dizileri, Tetrahymena’nin MAPK imza
dizilerine yakimnlik gostermemektedir. Imza dizilerinin kiyaslanmasma dayali bu
bulgular, Kiiltz’iin 6nerdigi smiflandirma sisteminin 7.thermophila ve olasilikla
protista MAPK ailesi liyelerinin simifandirmasi i¢in yeterli olmadigini isaret
etmektedir fakat filogenetik analiz gibi ilave yontemlerle durumun tekrar
arastirilmasi gerekliligini ortaya ¢ikarmaistir.

Protista MAPK iiyelerinin genel MAPK smiflandirmast i¢indeki yeri,
Kiiltz’iin smiflandirmada kullandigt MAPK’lerle birlikte toplam 133 (Ek-3) dizi
kullanilarak; Maksimum Siklik (Maximum Parsimony, MP), Komsularin
Birlesmesi (Neighbor-Joining, NJ) ve Minimum Evrim (Minimum Evolution,
ME) algoritmalar1 temelinde filogenetik agac analiziyle arastirilmistir. Filogenetik
agac olusturulmadan dnce Tetrahymena ve Paramecium’a ait MAPK dizilerinin
hem tiimii hem de katalitik bolgeleri Clustal W ile dikey hizalanarak, BioEdit
Ver.7.0.9 yardimiyla “dizi benzerlik matriksi” (Sequence Identity Matrix)
olusturulmustur. Birbirlerine benzerlikleri %90’1n iizerinde olan diziler filogenetik
analize dahil edilmemistir. 7.thermophila MAPK ailesi iiyelerinden herhangi bir
cikarma yapilamazken, Paramecium MAPK’lerini olusturan 31 MAPK’den 8
tanesi birbirine %90’1n lizerinde benzerlik gosterdigi icin filogenetik analize dahil
edilmemistir (Ek-4).

Filogenetik analiz i¢cin 6ncelikle MAPK’lerin “kinaz bélgeleri” Clustal W
programi (EBI web server) kullanilarak dikey hizalanmistir. Elde edilen hizalama
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icinde eksilme ve eklenmelerden 6tiirii iyi hizalanmamis bolgeleri belirlemek ve
silerek ayiklamak ic¢in internet tabanlt Gblocks Version 0.91b programi [69] ile
tekrar diizenlenmistir (Ek.5). Elde edilen son dikey hizalama kullanilarak
MEGA4 programi [70] yardimiyla yukarida belirtilen ii¢ algoritmaya dayali
olarak filogenetik aga¢ analizleri yapilmis ve goriintiilenmistir. Filogenetik agag
olusturulmasinda 1000 tekrarli Se¢ Bagla (Bootstrap) testi MP, NJ ve ME
algoritmalar1 ile olusturulan konsenslis agaclarmin  giivenilirliklerinin
sinanmasinda kullanilmistir [73].

Test edilen veri seti i¢indeki iiyelerin birbirlerine olan benzerliklerine gore
olusturulan toplam dallanma uzunluklar1 ortalamasi en diisiik olan agaci secen
minimum evolution kriterine dayali olarak NJ metodu [72] ile olusturulan agac
(Sekil 3.43) verilerin yorumlanmasinda temel alinmistir. Bunun sebebi NJ
metodunun, evrimsel uzakliklari mesele olmadig1 sorularin
cevaplandirilmasinda; minimum evolution, maximum parsimony ve maximum
likelihood gibi diger metotlara kiyasla daha anlamli bir aga¢ olusturmasidir [74].
Ayrica istatistiki olarak tutarliligi da kanitlanmis bir metot olan NJ ile olusturulan
agaca gore; Kiiltz’iin tim MAPK ’lar i¢in olusturdugu filogenetik agactaki A, B ve
C gruplarma ilave olarak, protista MAPK’lerinin en az iki biiyiik ilave grup
olusturabilecegi goriilmektedir (Sekil 3.44). Bu da tiim MAPK ’lerin toplamda bes
grup olusturabilecegi anlamima gelmektedir. NJ metodu her ne kadar “minimum
evolution” kriterine dayali bir algoritma ile ¢alisiyor olsa da adim adim ilerleme
prensibi bakimindan dallanma mesafeleri toplami en kii¢iikk olan agaci tam bir
kesinlikle olusturabilme olasilig1 nispeten diisiiktiir [75]. Bu ylizden ilave olarak
ME metodu kullanilarak da bir aga¢ olusturulmustur (Sekil 3.45). Sonug olarak
meydana gelen agac; NJ metodu ile olusturulan agacla (Sekil 3.43) cok biiyiik bir
yiizde ile ortiismektedir. Bu durum yukarida onerilen bes grup varligim1 daha da
giiclendirmistir. Ug farkli algoritma ile olusturulan filogenetik agaclarda genel
topoloji biiylik oranda degismeden kalmis ve toplamda bes belirgin grup oldugu
belirlenmistir. Kiiltz’iin belirledigi MAPK3 grubu her ii¢ agacda da belirgin bir
grup olusturmamis ancak diger dort grupdan ayrilarak dagmik bir kiimelesme
olusturmustur. Sec-Bagla degerleri dikkate alindiginda P1 isimli protist grubu
haricinde ana dallanmalardaki se¢-bagla degerlerinin genellikle %50’ nin altinda

oldugu gozlenirken (NJ agacma (Sekil 3.43) gore P1 protist grubunda bu oran
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%96°d1r), grup ici dallanmalarda se¢ bagla degerleri genellikle %50’ nin {izerinde

oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.43: MAPK ailesi iiyeleri icin NJ metodu ile olusturulan filogenetik agac:
Evrimsel aga¢ Neighbor-Joining metodu kullanilarak yapilmistir. Analiz edilen taksonlarmn
agactaki konumlart 1000 tekrarli Bootstrep konsensiis agacindan hareketle olusturulmustur.
Agacin  olusturulmasinda ClustalW server, Gblocks Server ve MEGA4 programimdan
yararlanilmistir. Agag tizerinde bulunan elemanlar Kiiltz’{in smniflandirmasina uygun bir bigimde
renklendirilmistir. Sar1 : SAPK, Yesil: ERK, Mavi: MAPK3 Kirmmz1 Daire : T.thermophila
MAPK ‘leri ve Kirmizi Cember ve Ucgenler: Protist MAPK’leri. Kirmizi Cember:
Paramecium MAPK leri. Filogenetik agacin olusturulmasinda kullanilan MAPK’lara ait erigim
numaralar1 EK3’dedir.
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Sekil 3.44: MAPK ailesi iiyeleri icin ME metodu ile olusturulan filogenetik agac:
Evrimsel aga¢ Minimum Evolution metodu kullanilarak yapilmistir. Analiz edilen taksonlarin
agactaki konumlart 1000 tekrarli Bootstrep konsensiis agacindan hareketle olusturulmustur.
Agacin  olusturulmasinda ClustalW server, Gblocks Server ve MEGA4 programimdan
yararlanilmistir. Agag tizerinde bulunan elemanlar Kiiltz’iin smiflandirmasina uygun bir bigimde
renklendirilmistir. Sari1 : SAPK, Yesil: ERK, Mavi: MAPK3 ve Kirmmzi Daire : T.thermophila
MAPK ‘leri, Kirnmz1 Cember: Protist MAPK ’leri. Filogenetik agacin olusturulmasinda kullanilan
MAPK ’lara ait erisim numaralart EK3’dedir.

Farkli organizmalardan gelen MAPK iyelerinin toplu halde filogenetik
analizinden ayr1 olarak, sadece protistaya ait MAPK ailesi iiyelerinin kendi
iclerinde olusturacaklar1 gruplasmalar da ii¢ farkli metot (NJ, MP ve ME) ile
filogenetik agag olusturularak analiz edilmistir (Sekil 3.46). Sekilde de goriildigi
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Sekil 3.45: MAPK ailesi iiyeleri icin MP metodu ile olusturulan filogenetik agac:
Evrimsel aga¢ Maximum Parsimony (MP) metodu kullanilarak yapilmistir. Analiz edilen
taksonlarin agacgtaki konumlart 1000 tekrarli Bootstrep konsensiis agacindan hareketle
olusturulmustur. MP agaci Close-Neighbor-Interchange algoritmasi kullanilarak elde edilmistir.
Agacin  olusturulmasinda ClustalW server, Gblocks Server ve MEGA4 programindan
yararlanilmistir. Sar1 : SAPK, Yesil: ERK, Mavi: MAPK3 ve Kirmizi1 Ucgen: T.thermophila
MAPK ‘leri, Kirnmz1 Cember: Protist MAPK ’leri. Filogenetik agacin olusturulmasinda kullanilan
MAPK ’lara ait erisim numaralart EK3’dedir.

gibi her lic metotla olusturulan agaclar topolojik olarak benzerlik gostermekte her

ticlinde de iki ana grup olugsmaktadir.
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NJ s MP i ME

Sekil 3.46: NJ, MP ve ME metotlari ile olusturulan protista MAPK ailesi iiyeleri filogenetik
agaclarimin kiyaslamasi: Her {i¢ metotla da olusturulan agaclar 1000 tekrarli bagla-birak
degerlendirmesine dayali olarak olusturulmustur. NJ: Neigbourhood Joining — Komsularin
Birlestirilmesi, MP: Maiimum Parcimony- Maksimum Sikiik, ME: Minimal Evolution-
Minimum Evrim. Agaglarin detayh biiyiik formu EK 6’dadir.

Ayrica bu gruplarm iki ile ii¢ arasinda degisen alt gruplagmalar icerdigini de
soylemek miimkiindiir. Lacey ve arkadaslarinin protist gruplart MAPK’leri igin
yaptiklar1 ¢aligmada protist MAPK’leri kendi aralarinda siniflandirildiginda en az
iki grup olustugunu ancak tgiinci bir gruptan da bahsedilebilecegini
belirtmislerdir. Lacey ve arkadaslarmin yaptig1r calismada olusturulan agaglarin
istatistiki olarak miimkiin olabilecek en yiiksek gilivenilirligi tagimasi istendigi
icin, birbirlerine benzerligi yiliksek olan az sayida protein dizisi kullanilarak
yapilmistir. Bu amaca ydnelik olarak protista gruplarindan gelen MAPK dizileri
biiyiik oranda apicomplexa’dan geliyor olmasi sebebiyle ¢alismadan elde edinilen
sonuglarin tiim protistler i¢in gecerli olmayabilinecegi ayrica bildirilmistir.
Protistaya ait MAPK lerin kendi aralarinda olusturdugu ana gruplasmalar dikkate
alindiginda biitiinsel MAPK siniflandirmasinda 5 grup olabilecegini 6ne siirmek

miimkiin goriilmektedir (Sekil 3.47 ).
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Sekil 3.47: MAPK aile iiyelerinin dagilimi: Filogenetik agag, 1000 tekrarli seg-birak
uygulanarak NJ metoduyla olusturulmustur. Kiiltz’iin belirledigi MAPK gruplar: literatiirdeki
siiflandirmaya uygun olarak A,B ve C olarak isaret edilmistir. Protist MAPK’lerinin olusturdugu
iki biiyiik grup ise P1 ve P2 olarak gdsterilmistir. Filogenetik agacin olusturulmasmda kullanilan
MAPK ’lara ait erisim numaralart EK3’dedir.

T.thermophila MAPK ailesi iiyelerinin olas1 biyolojik fonksiyonlar1 hakkinda bir
ongoriide bulunabilmek agisindan biyolojik fonksiyonlar1 bilinen bir grup MAPK
kullanilarak, T7.thermophila MAPK ailesi lyeleri ile birlikte filogenetik agag
olusturulmustur. Filogenetik agaca ERK7 ve ERKS {iyeleri de dahil edilerek

agacin glivenilirligi artirilmistir.
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Sekil 3.48: T.thermophila MAPK ailesi iiyeleri ile biyolojik fonksiyonlar1 bilinen
MAPK’lerin birlikte degerlendirildigi NJ filogenetik agaci: Filogenetik agag, 1000
tekrarli bagla-birak uygulanarak NJ metoduyla olusturulmustur. Kirmizt; T.thermophila MAPK
iyelerini temsil etmektedir. Yegsil, feremona cevapta etkin olan MAPK c¢iftesme-eslesme
homologlarini isaret etmektedir. A¢tk Mavi iiyeler soguk, tuz ve kuruluk gibi birden fazla strese
cevapta etkin olan MAPK leri isaret ederken Mavi liyeler sogukta etkin olan MAPK iiyelerini
igsaret etmektedir. Sart renkle isaretlenen iiyeler ise Osmotik Stres, Sporulasyon ve Hiicre duvari
olusumunda etkin olan MAPK iiyelerini igaret etmektedir. ERK7 ve ERKS iiyeleri ise Renksiz
Ucgenler olarak gosterilmistir.

Sekil 3.48’de goriilecegi gibi T.thermophila MAPK ailesi iiyeleri agac i¢inde
farkli stres homologlar1 ile gruplasmalar olusturmuslardir. Sadece Tetrahymena
ERK7a, ERK7¢c ve MPK4; ERK7-8 grubu ile se¢ bagla degerleri ve topolojik
olarak desteklenerek dallanmistir. Bunun disinda; MPK1 ve Smapk ciftlesme;
3mapk, tuz ve kuruluga karsi direng; 1mapk, 2mapk ve MPK2 ozmatik stres ve
sporulasyonda aktif olan MAPK iyeleri ile topolojik olarak gruplagsma
gostermelerine ragmen se¢ bagla degerleri ile desteklenmemektedir. MPK3 ve 4

mapk ise birlikte dallanma yaparak herhangi bir gruba katilmamastir.
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Elde edilen filogenetik bulgular asagidaki gibi 6zetlenebilir;

Kiiltz’tin A grubuna (SAPK), T.thermophila MAPK’leri dahil hicbir
protist MAPK’s1 dahil olmamistir. Bu durum olusturulan her iig
filogenetik agag ile de dogrulanmaktadir

Kiiltz’tin 6nerdigi B grubuna (ERK) T.thermophila ‘ya ait ic MAPK ailesi
iiyesi hari¢ higbir protist MAPK’s1 dahil olmamistir. Bu guruba giren
MAPK iiyeleri ise MPK2, 1mapk ve 2mpk her ii¢ filogenetik agag
topolojisinde de yerini korumustur.

Genel filogenetik agaca dahil edilen protist MAPK’lerinden sadece bir
tanesi -7.thermophila 3mapk- diisiik bagla-birak degeri (%20-%30) ile de
olsa Kiiltz’iin 6nerdigi C grubuna (MAPK3) katilmistir. Bununla birlikte
Kiiltz’tin, C grubu i¢in tespit ettigi belirsizlik, filogenetik agaca katilan

yeni protist dizilerine ragmen devam etmistir.
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4. TARTISMA

MAPK ailesi iiyelerinin fonksiyonelligi ve cesitliligi hakkindaki bilgi
genellikle hayvan, bitki ve mayalardan gelmektedir. Yapilan calismalar bu agidan
sinirli kalmistir. Evrimsel agidan birbirinden oldukc¢a farklilasmig iiyelere sahip
olan Protistaya ait MAPK bilgilerinin artryor olmasi, literatiirde bilinen MAPK
ailesi hakkindaki bilginin gilincellestirilmesini gerekli kilmaktadir. Makroniikleer
genom projesi 2006 yilinda tamamlanmis olan 7.thermophila, strese karsi olusan
cevapta onemli bir rol alan MAPK ailesi liyelerinin “tek-hiicreli organizma
seviyesinde” arastirilmasmna olanak saglayabilecek ©Onemli bir model

organizmadir.

Mevcut MAPK literatiiriine, elde edilen O6n verilerle genel bir katki
saglamak maksadiyla yapilan bu calisma, temelde asagidaki sorulara cevap

vermek tlizere tasarlanmistir;

1. Protista ve T.thermophila MAPK ailesi iiyelerinin MAPK ailesi i¢indeki
konumu nedir?
it.  Protista MAPK ailesi {iyelerinin diger organizma guruplarma ait yapisal
farklilik ya da benzerlikleri var midir?
1. T.thermophila MAPK ailesi iiyeleri farkli stres kosullar1 altinda

olusturulan cevapta mRNA diizeyinde temsil edilirler mi?

4.1. Protista ve T.thermophila MAPK Ailesi Uyelerinin MAPK Ailesi icindeki

Konumu Nedir?

MAPK ailesi tiyelerini siniflandirmak tlizere yapilan ilk ¢aligmalar; tiyelerin
fonksiyonel karakterleri ile ilgili verilerin doyurucu diizeyde olmamasi nedeniyle
aminoasit dizilerinin kiyaslamasma dayandirilmistir. Smiflandirmaya katilan
protista MAPK dizileri sayica az olmasma ragmen ana MAPK gruplar1 yaninda
yeni bir grup olusturma egilimi Kiiltz tarafindan belirlenmistir [23]. Kiiltz’iin bu
ongoriisii, yeni protista MAPK dizilerinin de i¢ine dahil edildigi bir ¢alisma ile
tekrar arastirilmig, ancak smiflandirmanin heniiz tam olarak nasil yapilmasi

gerektigi netlik kazanmamaistir [79].
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Literatiire gore ti¢ sinifa (A, B ve C) ayrilmis olan MAPK ailesi iiyelerine
42 yeni protista MAPK aile liyesi eklenmesiyle filogenetik analizler bu ¢caliymada
tekrarlanmis ve MAPK ana ailesinin bes alt gruba boliindiigii goriilmiistiir. Elde
edilen filogenetik agaclarin ortak olarak sergiledigi profile gore Kiiltz’iin
belirlemis oldugu A, B ve C guruplar1 iyi bir sekilde korunmustur. Bununla
birlikte Kiiltz’iin smiflandirmasinda belirli bir sinif olusturmayan az sayidaki
protista MAPK tiiyeleri, smiflandirmaya kazandirilan yeni iiyelerle birlikte A,B ve
C smiflarindan ayr1 iki gurup olusturacak sekilde kiimelemistir. Sadece protistaya
ait MAPK’lerin kullanildig1 filogenetik agaclar da bu veriyle uyumlu sonuglar
vermigtir. Nitekim Lacey ve arkadaslarinin protist guruplart MAPK’leri i¢in
yaptiklar1 calismada da [79] protist MAPK’leri kendi aralarinda
smiflandirildiginda en az iki gurup olusturmusturlar. Ayrica protist ve metazoan
MAPK lerinin topluca da smiflandirildig1 bu ¢alisma; tim MAPK lerin toplamda
en az dort biiylik gurup olabilecegini teklif etmektedir. Yapilan bu ¢alisma bu
yoniiyle de bu tezde elde edilen verileri desteklemektedir.  Lacey ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada olusturulan agaglarin istatistiki olarak miimkiin
olabilecek en yliksek giivenilirligi tasimasi istendigi i¢in, birbirlerine benzerligi
yiiksek olan az sayida protein dizisi kullanilarak yapilmistir. Bu amaca yonelik
olarak protista guruplarindan alman MAPK dizileri biiyilk oranda
apicomplexa’dan geldigi i¢cin yaymda da belirtildigi gibi elde edinilen sonuglar
tim protistler i¢in gegerli olmayabilir. Bununla birlikte bu tezde miimkiin
oldugunca c¢ok protista gurubunu temsil edebilecek Olciide dizi, filogenetik agag
analizine alinmistir ve elde edilen sonuglar yukarida da deginildigi gibi Lacey ve

arkadaslarinin verileri ile uyum i¢indedir.

Tetrahymena thermophila MAPK ailesi iiyeleri i¢cin farkli algoritmalar
kullanilarak olusturulan filogenetik agaclar birlikte degerlendirildiginde (Sekil
4.1) 11 iiyeden hi¢ birisi 6nceden tanimlanan A grubuna (SAPK) déhil olmadig1
goriilmektedir. Erk7a, Erk7c ve MPK4 her lic aga¢c modelinde Protistlerin
olusturdugu iki gruptan 1 numarali gruba girmektedir. Ayni sekilde 3mapk de,
her ii¢ agagta da Kiiltz’iin tanimladigi C grubuna katilirken; 4mapk, Smapk ve
MPK3 de 2 numarali protist grubuna girmektedir. Bunula birlikte 1mapk, 2mapk

ve MPK2 ise, tipki Kiiltz’lin siniflandirmasinda belirgin bir yer bulamayan bazi
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protist MAPK’ler1 gibi, iki agacta C grubuna yakin lokalitelerde dallanma
yaparken MP agacinda B grubunda yer almaktadir.

A. B
ME | NJ | mP 1
Erk7a 1 1 1 /Erk?a
Erk7c 1 1 1
Erk7¢
MPKe |1 1 |1
MPKL |2 2 |B \ MPK4
MPK3 |2 2 |2 &w/
smapk |2 |2 |2 ) T
Smapk |2 |2 |2 / '(apk Nmapk
Smapk | c |¢ 3mapk 2mapk MPK1 Smapk
imapk | C? Q| B MPK2 /
2mapk | @@ | @ |B \_> \ MPK3
.
MPK2 (@@ | |B B

Sekil 4.1: Tetrahymena MAPK ailesi iiyelerinin ii¢ farkh algoritma ile olusturulan
filogenetik agactaki konsensiis konumlari: A: Bir ¢izelge i¢inde ii¢ farkli algoritmaya gore
(Minimum Evrim-ME, Komsularin Birlesmesi-NJ, Maksimum Sikilik-MP) olusturulan agacta
MAPK ailesi tiyelerinin aldigi konumlar gosterilmektedir. Soru isareti olan gruplar belirsizligi
ifade etmektedir. B: A’daki ¢izelgenun venn diyagrami olarak gésterimi.

Sekil 4.1°de goriilen gruplasmalar, T.thermophila MAPK ailesi tiyeleri ile
biyolojik fonksiyonlar1 bilinen MAPK’lerin birlikte degerlendirildigi NJ
filogenetik agacinda (Sekil 3.51) konumlanan MAPK’lerle birlikte
degerlendirildiginde benzer gruplasmalar oldugu goze ¢arpmaktadir. Ornegin;
Sekil 3.51°de Osmatik Stres / Sporulasyon biyolojik fonksiyonu gosteren
MAPK’ler grubuna dahil olan MPK2, 1mapk ve 2mapk Sekil 4.1°’de de goriildigi
gibi her ilic agacta da ayni sekilde dallanma yapmislardir. Benzer sekilde
Ciftlesme/Soguk/Tuz grubuna giren MPK3, 4MAPK ve MPK3 yine her ii¢ agagta
da birlikte dallanma yapmislar; ERK7/8 grubuna giren MAPK’ler de 1 numarali
Protist grubuna birlikte katilmiglardir. Bu veriler elde edilen filogenetik agaclarin
dogrulugunu giiclendirmektedir. Dolayisiyla prtist MAPK’lerinin kendi i¢inde 2
grup olustururken tiim MAPK ler birlikte degerlendirildiginde 5 grup olustugunu
sOylemek miimkiin goriilmektedir. Dolayisiyla bu ¢alisma ile literatiirde heniiz
cevap bulmayan protist MAPK’lerinin genel MAPK ailesi i¢indeki konumu, kag
grup olusturduklar1 ve genelde MAPK ailesini olusturan gruplarin sayisi

hakkindaki baz1 sorularin cevaplanmasina katki saglamaistir.
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4.2. Tetrahymena MAPK Ailesi Uyelerinin Diger Organizma MAPK Ailesi
Uyeleri ile Yapisal Benzerlik ya da Farkhliklar1 Var midir?

Kiiltz’iin olusturdugu smiflandirma sisteminin baglica amaglarindan birisi
de yeni tanimlanan MAPK iiyelerinin A,B,C guruplarindan hangisine dahil
oldugunu belirlemek suretiyle islevsel oldugu biyolojik proses hakkinda olas1 bir
on tahminde bulunmaktir. Bunun i¢in her aileyi ve alt aileleri belirleyen temel
imza dizileri tanimlanmigtir. Aminoasit dizileri tizerindeki kisa spesifik bdlgeleri
tanimlayan bu imza dizileri Tetrahymena MAPK ailesi iiyelerinin iizerinde
tarandiginda benzerligin diger guruplara nazaran en yiiksek oldugu gurubun ERK
gurubu (Gurup B) oldugu saptanmistir. ERK alt guruplar1 i¢inde en biiylik
yigilmanin ise sirastyla maya ERK ve bitkisel ERK alt guruplarinda oldugu
belirlenmistir. Sonu¢ olarak MAPK genlerinin on tanesi Kiintz’iin B gurubu
olarak taniladigi ERK gurubunda toplanirken sadece bir tanesi (4mapk) SAPK
gurubuna yakmlik gostermistir. Filogenetik aga¢ analizi ile de desteklenen bu
durum fonksiyonu bilinen MAPK f{iyelerinin C terminal uglar1 ile protista iiyeleri
C terminal uglar1 arasindaki kiyaslamada da ¢ok net bir sekilde belirlenmistir. C
terminal uclarmmin tasidigi asidik aminoasitlerin dagilimi bakimindan referans
gurubunu olusturan KSS, FUS, HOGI gibi liyelerden klasik CD bodlgesi motifini
tasimiyor olmasiyla da ayrilan SMKI1, protist MAPK {yelerinde CD bdlgesi
olarak gorev yapiyor olmasi muhtemel bolge olarak tespit edilen [DE][DE]E
motifine uygun pozisyonda tasidigt DDE motifi ile benzerlik gdstermektedir.
Kiiltz’lin olusturdugu filogenetik agagta uygun bir yerlesim bulamayan SMKI1 bu
calismada olusturulan agaclarda sadece protista MAPK’lerinin olusturdugu
guruplardan birisine dahil olmustur. Tiim bu bulgular birlikte degerlendirildiginde
SMKI1 ile ¢ogu protist MAPK’lerinin arasinda ortoloji iliskisi olabilecegi

diisiincesi dogurmaktadir.

CD bolgesinin sigan ERK7 ve insan ERKS8’inde olmamasi bu motifi
tasimayan MAPK’lerin fonksiyonel olarak ERK7/8 gurubuna yakim olabilecegini
de diisiindiirmektedir. Ayrica MAPK’lerin simdiye kadar tespit edilen iist ve alt
gurup etkilesim elemanlarindan farkli birtakim proteinlerle de etkilesiyor
olabilecegi diisiiniilebilir [80]. ERK7 otonom olarak aktive olan bir MAPK dir ve
MAPKK ’lere ihtiya¢c duymadan normalden daha uzun olan C terminal ucunda

bulunan bir¢ok bolge ile kendi kinaz aktivitesini regiile etmektedir. Dolayisiyla
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ERK?7 kendi kinaz aktivitesini C terminal kisminda yaygin dagilis gosteren asidik
bolgelerle gergeklestirmektedir. Protista’ya ait MAPK’lerin ¢ogundaki C terminal
bolgesinin bu sekilde bir asidik bolge dagilimi benzerlige sahip olmasi, ve diger
organizmalara ait klasik MAPK’lerden bu ozellikleriyle belirgin bir sekilde
ayriliyor olmalari, kendi kendini fosforile eden ERK guruplar1 ile atasal bir

ortaklik tagiyor olabileceklerini de diistindiirmektedir.

4.3. T.thermophila MAPK ailesi Uyeleri Farkh Stres Kosullari Altinda
Olusturulan Cevapta mRNA Diizeyinde Temsil Edilirler mi?

Farkli kosullara maruz birakilan Tetrahymena hiicreleri MAPK iiyeleri i¢in
gerceklestirilen mRNA ifadesi varlik analizlerinde; 1mapk ve 2mapk higbir kosul
altinda varlik gOstermemistir. Ancak ayni genlerin genomik DNA’dan da

cogaltilamamis olmasi iki olasilig1 akla getirmektedir;

i. Imapk ve 2mapk icin tasarlanan primerler ya da olusturulan PZR kosullar1
bu genlerin iiriin olarak ¢ogaltilabilmesi i¢cin uygun degildir.

ii. lmapk ve 2 mapk organizmanin hayat dongiisii icinde kisa bir zaman
dilimi i¢in gerekli olup, makroniikleer gelisim esnasinda genomdan elemine

edilmektedir [ 146, 147].

4.3.1.S1cakhk ve Soguk Soku Kosullarinda Tetrahymena MAPK Uyelerinin
mRNA ifadeleri:

Dogal ortamindaki optimum ortam sicakligi lizerinde ya da altindaki
sicakliklarda Tetrahymena’nin protein sentezinde degisiklikler oldugu, yapilan
calismalarla tespit edilmistir. 30°C—37°C ve 30°C—42°C vyapilan sicaklik
degisikliklerine kars1 bant yogunluklar1 gorsel olarak analiz edilen T.thermophila
MAPK ailesi iiyelerinin davraniglar1 birlikte degerlendirildiginde, yiikselen
sicakliklara geciste genel anlamda bir diisiis oldugu belirlenmistir. Bu durum
thermophila pyriformis’in 28°C° den 34°C’° dereceye ve 39°C’den 41°C’ye
sicaklik soklarinda yapilan sicaklik degisimine normal hiicresel proteinlerinin
sentezinde siddetli bir sekilde disiisle cevap vermesi ile benzesmektedir.
T.thermophila MAPK ailesi iiylerinde goriilen bu diisiisiin 6zellikle de ikinci 15
dakikalik dilim i¢inde gerceklesiyor olmasi T.thermophila’da yiiksek sicaklik

131



diizeylerine yapilan sicaklik degisikligine karsi kodlanan mRNA ‘larin kisa bir
omre sahip olduklar1 bilgisini de akla getirmektedir. Buna ilave olarak 4mapk,

Erk7a ve MPK3’de soguk gecis streslerinde artis gostermislerdir.

Ancak, bant yogunluklarinda meydana gelen degisikliklerin gozle
degerlendirilmesi ve de bant yogunluklarinda goriintiilemeden kaynaklanabilecek
asir1 doygunluk probleminin bertaraf edilmemis olmasi sebebiyle tiim bu
yorumlar deneysel anlamda bir kesinlik tasimamakla birlikte, Real Time PCR gibi

hassas yontemlerle desteklenmesi gerekmektedir.

4.3.2.A¢chk, Tokluk, 30°C ve 37°C’lerde Gelisim, Hidrojenperoksit ve
Konjugasyon Evrelerinde MAPK Uyelerinin mRNA ifadeleri

Cesitli organizma gruplarina ait MAPK ailesi iiyeleri ve bu iiyelerin
biyolojik fonksiyonlar1 ile ilgili bir ¢ok calisma mevcuttur ancak Tetrahymena
MAPK ailesi iiyelerine ait literatiir kayitlar1 sadece MPK1, MPK2 ve MPK3 ile
simirlt olup, bu genlerin biyolojik fonksiyonlar1 hakkinda herhangi bir kayit da
bulunmamaktadir. Bu calisma ile literatiire ilave 8 Tetrahymena MAPK bilgisi
sunulmakla birlikte toplamda 11 MAPK’in olas1 biyolojik fonksiyonlar1 hakkinda
bir 6n bilgi sunulmaktadir. Ornegin; hidrojen peroksit ve 20mM tuz stresinde
kars1t MPK3 disinda hicbir MAPK geni gerceklestirilen deneysel kosullar altinda
varlik gostermemistir. MPK3 geni denenen tiim stres kosullar1 altinda mRNA
seviyesinde ifade edilmektedir. Aclik ve aglik sonrasi besleme durumlarinda;
4mapk, Erk7a, MPK1, MPK2 ve MPK3 genlerinin her iki halde de bulundugu
belirlenmistir.  Konjugasyonun 1,5 ve 3’ilincli saatlerinde oldugu belirlenen
3mapk, 4mapk, Erk7a, MPK1, MPK2 ve MPK3’e, 8’inci saatte MPK4, 9’uncu
saatte ise Smapk katilmistir. Bunula beraber MPK4 ve Smapk’in sicaklik stresleri
disinda varlik gosterdikleri tek durum konjugasyonunun bahsi gecen saatleri
olmustur. MAPK genlerinin test edilen deneysel kosullar altinda mRNA ifadesi

olarak varlik gosterdigi durumlar Cizelge4.1’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.1: Tetrhymena MAPK’lerinin mRNA diizeyinde ifade buldugu belirlenen

stres kosullar:

Hidrojen Peroksit

MPK3

20 mM Tuz Stresi

MPK3

100 mM Tuz Stresi

3mapk,4mapk,Erk7a,MPK1,MPK2,MPK3

Aclik

4mapk,Erk7a,MPK1,MPK2,MPK3

Doyurulma

4mapk,Erk7a,MPK1,MPK2,MPK3

Konjugasyon 1,5 saat

3mapk,4mapk,Erk7a,MPK1,MPK2,MPK3

Konjugasyon 3 saat

3mapk,4mapk,Erk7a,MPK1,MPK2,MPK3

Konjugasyon 8 saat

3mapk,4mapk,Erk7a,Erk7c,MPK1,MPK2,MPK3,MPK4

Konjugasyon 9 saat

4mapk,5mapk,Erk7a,MPK1,MPK2,MPK3

30C°

3mapk,4mapk,5mapk,Erk7a,Erk7c,MPK1,MPK2,MPK3,MPK4

37C°

3mapk,4mapk,Erk7a,Erk7c,MPK1,MPK2,MPK3

Ancak unutulmamalidir ki bir genin mRNA seviyesinde ifade ediliyor olmas1 her

zaman ayni kosullar altinda protein olarak ifade edildigi anlamina

gelmeyebilmektedir.
4.3.3. Tetrahymena thermophila MAPK sinyal yollarina biitiinsel bakis

T.thermophila’da MAPK sinyal yolunu olusturan MAPK ailesi iiyelerinin
icin MAPK disinda,
basamaklarinda bulundugu diisiiniilen MAPKK ve MAPKKK ailesi tiyeleri de bu

biitiinsel olarak analizi incelenen 11 yolagin st
calismada taranmistir. Bunun i¢in 6ncelikli olarak bilinen klasik MAPKK ve
MAPKKK domainlerin igeren proteinler 7-thermophila makroniikleer genom veri
tabant BLAST programu ile taranmistir. Elde edilen yiiksek benzerlik gdsteren
diziler secilerek KEGG veritabaninda T.thermophila veritabani kullnilarak
paralog gen taramasi yapilmistir. Tespit edilen paralog genler igerdikleri
domainler bakimindan tek tek incelenmis ve MAPKK ya da MAPKKK’lere
yiiksek benzerlik gosteren diziler ayiklanarak aymi veritabaninda ortolog
taramasina sokulmus ve MAPKK ya da MAPKKK’lerle yiiksek benzerlik
gosteren diziler se¢ilmistir. Bu asamalar sonucunda toplam 8 MAPKKK ve 4
MAPKK tespit edilmistir. Simdiye kadar insanda tespit edilen MAPKKK,
MAPKK ve MAPK sayisi swrasiyla 14, 7 ve 12 iken, mayada 7,4 ve 6’dir.
T.thermophila’da ise bu say1 bu tezde yapilan analizlere gore 10, 4 ve 12’dir.

Yapilan analizlerde ayrica tiglii MAPK sinyal yolagini aktive ettigi bilinen ve ilk
kez mayada tespit edilmis olan Ste20 kinaz’lara [148] homoloji gdsteren dort adet
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protein belirlenmistir. Tespit edilen MAPKKK, MAPKK ve Ste20 honologlar1
(MAPK4K’ler) Cizelge 4.2.’de goriilmektedir

Cizelge 4.2: T.thermophila MAPKK, MAPKKK ve MAPK4K iiyeleri: KEGG ve NCBI
Genom veri tabanlarinin taranmasi sonucuna belirlenen 4 MAPKK ve 12 MAPKKK ailesi iiyesi
ve 4 Ste20 homologu goriilmektedir. Tabloda yukaridan asagiya sirasiyla MAP4K, MAPKKK ve
MAPKK ’ler siralanmistir.

Onerilen Gen

Erigim Genom Projesi aa
Numarasi Kodlamas biiyiikliigii Ismi
1 | XP 001026112 | TTHERM 00971920 1330 MAP4K 1
2 | XP 001021866 | TTHERM 00933100 947 MAP4K 2
3 | XP 001029922 | TTHERM 01246760 1193 MAP4K 3
4 | XP 001022946 | TTHERM 00580440 1108 MAP4K 4
1 | XP 001030096 | TTHERM 01142670 1203 MAPKKK 1
2 | XP 001017092 | TTHERM 00193390 775 MAPKKK 2
3 | XP 001029452 | TTHERM 01502010 645 MAPKKK 3
4 | XP 001012355 | TTHERM 00107120 1235 MAPKKK 4
5 | XP 001008712 | TTHERM_ 00170550 1153 MAPKKK 5
6 | XP 001014875 | TTHERM_ 00051780 945 MAPKKK 6
7 | XP 001013206 | TTHERM 00295740 794 MAPKKK 7
8 | XP 001033277 | TTHERM 00420220 854 MAPKKK 8
1 | XP 001012851 | TTHERM_ 00093970 381 MAPKK 1
2 | XP 001025937 | TTHERM 01111050 2001 MAPKK 2
3 | XP 001011119 | TTHERM_ 00143800 422 MAPKK 3
4 | XP 001025620 | TTHERM 00697080 381 MAPKK 4
5. SONUC

Yapilan arastirma biitlinsel olarak degerlendirildiginde elde edilen sonuglari

asagidaki sekilde siralamak miimkiindiir;

1. Protist MAPK’leri en az iki grup olusturmaktadir. Bir {icilincii grup
Kiiltz’iin de bildirdigi gibi A ve B gruplar1 arasinda belirgin olmayan bir
kiimelesme olusturan az sayida iiyeden olugsmaktadir.

2. Genel MAPK ailesi en az 5 gruptan olusmaktadir. Ancak; olusacak aile
sayisinin tam olarak belirlenmesi i¢in daha fazla sayida ve ¢esitlilikte
MAPK iiyesinin filogenetik aga¢ olusumuna katilmasi gerekmektedir.
Paralog ve Ortologlarin tayin edilmesi; gen duplikasyonlar1 ve MAPK
ailesi iiyesi proteinlerin evrimsel orijini hakkinda bir takim c¢ikarimlar
yapilmasima yardimci olacaktir

3. Tetrhymena MAPK ’leri ii¢ grupta toplanmaktadir.
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4. Protista MAPK’leri en az iki gurup olusturmaktadir. Protist MAPK ailesi
iyelerini diger organizmalardan aywran Onemli Ozelliklerden birisi de
karboksil terminal uclarindaki ortak farkliliklaridir. Bu bolgede protistaya
0zel bir motif olma olasiligi olan [DE][DE]E dizisi tespit edilmistir.

5. T.thermophila’ya ait 11 MAPK ailesi liyesinin en az 9 adedi bu ¢aligmada
denenen kosullar altinda ekspres edilmektedir.

Tez oOncesinde yapilan arastrmalar ve bilimsel makalelere paralellik
saglayabilmek amaciyla MAPK ailesi lyelerinin gen ve protein seviyesinde
isimlendirilmesi, biyolojik fonksiyona bagli olmaksizin “Tefrahymena ve
Paramecium gen isimlendirme kuralina” bagh olarak asagidaki tabloda
verildigi sekilde oOnerilmektedir [149]. MPK’nin agilimi Mitojenlerle Aktive
Edilen Protein Kinaz olup farkl tiirlerin MAP Kinazlar1 da MPK ve takip eden
bir numara ile isimlendirildiginden, diger tiirlerden ayirabilmek i¢cin Tetrahymena
thermophila’nin kisaltmasi olan“Tt”nin MPK kisaltmasindan once kullanilmas1

tavsiye edilir.

Cizelge 5.1: T.thermophila Makroniikleer Genom MAPK Enzim Ailesi Uyeleri i¢in
Isimlendirme Onerisi: Genlere ait erisim numarasi, tezde kullanilan isimlendirme ¢izelgeda
goriilmektedir..

Erigim Genom Projesi Tezde (")neljilen Onerilen
Numarasi Kodlamast _Kullamlan Gen Ismi Pifotein
Isimlendirme Ismi

1 | XP_001025119 | TTHERM 00469230 MPK1 MPK1 Mpklp
2 | XP_001031635 | TTHERM 00760190 MPK2 MPK2 Mpk2p
3 | XP_001020076 | TTHERM 00660130 MPK3 MPK3 Mpk3p
4 | XP_001009345 | TTHERM 00575520 MPK4 MPK4 Mpk4p
5 | XP_001010007 | TTHERM 01332120 Imapk MPK5 Mpk5p
6 | XP_001031643 | TTHERM 00760270 2mapk MPK6 Mpkop
7 | XP_001026993 | TTHERM 00689900 3mapk MPK7 Mpk7p
8 | XP_001023129 | TTHERM 00492370 4mapk MPKS Mpk8p
9 | XP_001017253 | TTHERM 00195990 Smapk MPK9 Mpk9p
10 | XP_001010453 | TTHERM 00355550 ERK7A MPK10 | Mpkl0p
11 | XP_001023534 | TTHERM 00537240 ERK7C MPKI11 | Mpkllp
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EK 1. T.thermophila MAPK ailesi iiyelerine ait gen, erisim numarasi, primer
seti, aminoasit dizisi bilgileri.

UYARI: Asagida bilgileri bulunan TTHERM 00204120 kodlu gen, ger¢cek bir MAPK
degildir. Tez’de vapilan deneysel calismalarda bu gen icin tasarlanan primerler
kullanilmustir.  Kinaz veritabanindaki bir hatadan dolayi gercek bir MAPK olan ancak
“unclassified” olarak tanimlanan bir MAPK geni (TTHERM 01332120) daha sonra
belirlenmis ve biyoinformatik analizlerde “1mapk” adi altinda bu gen kullanilmistir.
Sonradan belirlenen bu gene ait bilgiler sayfa 147°de bulunabilir.

Gegici Gen Ismi: 1mapk
TGD Erisim Numarasi: TTHERM 00204120

NCBI Erisim Numarasi: XP_001007098

Genomik Lokalizasyonu (5°-3%): Tiimleske 8254815, 613007 — 614269 bg.leri arasi.
Intron Sayisi: 0

Genomik Dizi Biiyiikliigii: 1263 bg.

c¢DNA Biiyiikliigii: 1263 bg.

Protein Biiyiikliigii: 420 Aa.

Geri PZR realsiyonlari ile Cogaltilan Bolge Biiyiikliigii: 1291 bg.

Tleri Primer Dizisi : 5’-atgtagaacctttctaattttgattcattatctc-3 (1-35)

Geri Primer Dizisi: 5’-cctaaattaatattttataatttatatttcataaatcttc-3* (1252-1291)

Primer Seti Optimum Tm Degeri :

¢DNA Dizisi Uzerinde Primer Oturma Bolgeleri ve Translasyon Karsihgi:

M ¢ N L S N F D S L S Q S O L QO A F S 0O
1 atgtagaacctttctaattttgattcattatctcaatctcaattataggcttttagttaa 60
TACATCTTGGAAAGATTAAAACTAAGTAATAGAGttagagttaatatccgaaaatcaatt

Q N P L R F L S F Q Y T E N D L H S F N
61 taaaatcctttaagatttttgtcattttaatacactgaaaacgatttacattcttttaat 120
attttaggaaattctaaaaacagtaaaattatgtgacttttgctaaatgtaagaaaatta

Yy vy T s v Y K I E K R ¥ R I L K o I G F
121 tattatactagtgtttataagatagagaaaagatatcgaattttaaaataaataggcttt 180
ataatatgatcacaaatattctatctcttttctatagcttaaaattttatttatccgaaa

G F N P T F T A I D Q E Y G Q K V I I E
181 ggttttaatcctactttcactgcgattgatcaagaatatggataaaaagtaataattgaa 240
ccaaaattaggatgaaagtgacgctaactagttcttatacctatttttcattattaactt

v I K I E N D D L I Y M N Q L I R @ I K
241 gtaataaaaattgaaaatgatgatttgatttatatgaattaactaattagataaataaaa 300
cattatttttaacttttactactaaactaaatatacttaattgattaatctatttatttt

I ¢ NH F K H E N I S S N L H I M M E S

301 atagaaaaccattttaagcatgaaaatatttcttctaatctacatataatgatggaatct 360
tatcttttggtaaaattcgtacttttataaagaagattagatgtatattactaccttaga
K N L ¥y I V R E F I D T D L H R V N F S

361 aaaaatctctacatagtaagagagttcattgatacagatttgcatagagttaatttctct 420
tttttagagatgtatcattctctcaagtaactatgtctaaacgtatctcaattaaagaga

K 0 E L T D DU H I OQ VY F T Y 0 I L S A L
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421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

aaataagaattaactgatgatcatatctaatattttacttattaaatattaagcgctctt
tttattcttaattgactactagtatagattataaaatgaataatttataattcgcgagaa

F F L H S 9 N VvV Y H T 0 L R L S N I L L
ttttttttgcattcctaaaatgtttaccacacttaattgagactttctaatatattatta
aaaaaaaacgtaaggattttacaaatggtgtgaattaactctgaaagattatataataat

N K N ¢C DL K I s R F I G T N F P N E I
aataaaaattgcgatttgaaaataagccgttttataggtactaatttccctaatgaaatt
ttatttttaacgctaaacttttattcggcaaaatatccatgattaaagggattactttaa

Yy s ¢y 1 T s DY ¥F L S P QO O I L N L P
tattcataatatataacgagtgactatttcttatctccataataaattttaaatttacct
ataagtattatatattgctcactgataaagaatagaggtattatttaaaatttaaatgga

K N L s K T b I W H Vv G v I I L G L I N
aaaaatttatctaaaactgatatatggcatgttggagtaattattttagggctaattaat
tttttaaatagattttgactatataccgtacaacctcattaataaaatcccgattaatta

R DT F F S N L S N Q L G G G Y L G L I
agagatactttcttttccaatctttctaattagcttggtggaggctatttgggacttata
tctctatgaaagaaaaggttagaaagattaatcgaaccacctccgataaaccctgaatat

N A I F s Yy I G T P S G E E L L Q Y O D
aatgctattttttcttacataggaactccttcaggagaggaacttttataatattaagat
ttacgataaaaaagaatgtatccttgaggaagtcctctccttgaaaatattataattcta

Yy K 6 L Yy 9 vy I I K ¥ S K K S W Q D V F
tataaaggtttgtattaatatatcattaaatatagtaaaaaatcttggtaggatgtattt
atatttccaaacataattatatagtaatttatatcattttttagaaccatcctacataaa

Pp b ANUPUL L CDUL L D KMUL V F N E D
ccagatgcaaatcctttattatgtgatctattagataaaatgctcgttttcaatgaagat
ggtctacgtttaggaaataatacactagataatctattttacgagcaaaagttacttcta

K R Yy T Vv K E ¢ L Q H P Y F E D L Y D L
aagcgctatactgtgaaagaatgcttacaacatccatactttgaagatttatacgatttg
ttcgcgatatgacactttcttacgaatgttgtaggtatgaaacttctaaatatgctaaac

p b I1I D ECDV K F DH S Q F O I G L N
gatgatattgatgagtgtgatgtaaagtttgatcactcttaattttaaattggcctaaat
ctactataactactcacactacatttcaaactagtgagaattaaaatttaaccggattta

E D E I M K E I Y F E V E K S Y QO K O Q
gaagatgaaataatgaaggagatttattttgaagttgaaaaaagttattaaaaatagtaa
cttctactttattacttcctctaaataaaacttcaacttttttcaataatttttatcatt

K ¢ K L K R Y ©Q I 9 I I 9 N I A F Q K H
aagtagaagctaaaaagatattaaatataaataatttaaaatattgctttttaaaagcac
ttcatcttcgatttttctataatttatatttattaaattttataacgaaaaattttcgtg

L A Do I P L N P K L I F Y N L Y E D L
ttagctgattaaattcctcttaatcctaaattaatattttataatttatatGAAGATTTA
aatcgactaatttaaggagaattaggatttaattataaaatattaaatatacttctaaat

Q
TGAAATATAAATTATAAAATATTAATTTAGG

actttatatttaatattttataattaaatcc

146

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1291



Gegici Gen Ismi: 1mapk

DIKKAT: Bkz. Uvari, sf.145.

TGD Erisim Numarasi: TTHERM 01332120

NCBI Erisim Numarasi: XP_001010007.1

Genomik Lokalizasyonu (5’-3”): Tiimleske: 8254766, Bolge: 31968 — 34095 be.
intron Sayisi: 6

Genomik Dizi Biiyiikliigii: 2128 bg.

c¢DNA Biiyiikliigii: 1266 bg.

Protein Biiyiikliigii: 421 aa.

Primer Setinin PZR ile Cogaltacagi Bolge Biiyiikliigii:

Primer Setinin Geri PZR ile Cogaltilan Bolge Biiyiikliigii: 638 bg
fleri Primer Dizisi : 5’ ggagatttaaaaatatgtgactttgg 3> (26 bg)
Geri Primer Dizisi: 5° gtgggaataaacgctttaaccc 3° (22 bg)

¢DNA Dizisi Uzerinde Primer Oturma Bolgeleri ve Translasyon Karsihig:

M D I K R N M E T T K I DY S K Y I N E
1 atggatattaaaagaaatatggaaacaactaaaatagattatagcaagtatataaatgag 60
tacctataattttctttatacctttgttgattttatctaatatcgttcatatatttactc

K p F T K w K L N D I E F Y M E S S I Q
61 aagccattcacaaaatggaaattaaatgacatagagttttacatggaatctagcatccaa 120
ttcggtaagtgttttacctttaatttactgtatctcaaaatgtaccttagatcgtaggtt

N L 0 I K A G Q GG T F G V V V A C QO D K
121 aatttataaattaaagcgggataaggtacctttggtgtagttgttgcatgttaggataaa 180
ttaaatatttaatttcgccctattccatggaaaccacatcaacaacgtacaatcctattt

E X E F F D E D S D F V A I K K I E R A
181 gaaaaagagttttttgatgaggatagtgattttgtagcaattaaaaaaatagaaagagca 240
ctttttctcaaaaaactactcctatcactaaaacatcgttaatttttttatctttctcecgt

F E H T Q ¥ A I R T I R E I K L Q R M L
241 tttgagcacacataatacgcaattagaacaattagagagattaaattacaaagaatgtta 300
aaactcgtgtgtattatgcgttaatcttgttaatctctctaatttaatgtttcttacaat

A H E N L L L P K S R E O M N D I Y L V
301 gctcacgaaaatctattgctaccaaaatctagagaataaatgaatgacatatatttagtt 360
cgagtgcttttagataacgatggttttagatctcttatttacttactgtatataaatcaa

E p L. M T S D L R A I I N S Q N E I N E
361 gaacctctcatgacgagtgatctaagagcaatcatcaattcttaaaatgaaattaatgaa 420
cttggagagtactgctcactagattctcgttagtagttaagaattttactttaattactt

E H I 0 F L MY @ I I R G L K Y M H S A
421 gaacatatttaatttttaatgtatcaaattataagaggtcttaaatatatgcattctgca 480
cttgtataaattaaaaattacatagtttaatattctccagaatttatatacgtaagacgt

g I v H R D L K P K N V L S N E Q G D L

481 cagatagtccatagagatttgaaacctaagaatgttctttcaaatgaataaGGAGATTTA 540
gtctatcaggtatctctaaactttggattcttacaagaaagtttacttattcctctaaat
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541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

K 1 ¢ b F G F A R H I Q K N R V N D L S
AAAATATGTGACTTTGGatttgctagacatatttaaaagaatagagtaaatgatctaagt
ttttatacactgaaacctaaacgatctgtataaattttcttatctcatttactagattca

E vy v T AR W Y R A P E I L L S Y K K Y
gagtatgtaacagctagatggtatagagctcctgaaatattgttgtcatataaaaaatat
ctcatacattgtcgatctaccatatctcgaggactttataacaacagtatattttttata

p I AV DMW S C G I I M A E L L K R Q
gacatagcagttgacatgtggtcttgtggaattataatggctgaacttttgaaaagatag
ctgtatcgtcaactgtacaccagaacaccttaatattaccgacttgaaaacttttctatc

p 1T I R G A S T DD OMUR O I L QQ L I G
ccaattattagaggtgcttcaacagatgattaaatgagacaaattctacaattaattgga
ggttaataatctccacgaagttgtctactaatttactctgtttaagatgttaattaacct

s p D E Y Q VK D P E Y K K L L S Y F P
agtccagatgaatatcaagtaaaggaccctgaatataaaaagctgctttcttatttccca
tcaggtctacttatagttcatttcctgggacttatatttttcgacgaaagaataaagggt

y ¢ p G K N F K L I F P N A S S QO C L D
tactgtcctggaaaaaattttaaacttatatttccaaatgcttcatcgtagtgtttagat
atgacaggaccttttttaaaatttgaatataaaggtttacgaagtagcatcacaaatcta

L L K K L L. 0 I b P S Q R I T A E Q A L
ctacttaaaaagcttttgtaaattgatccttcataaagaataactgcggaataagcgcta
gatgaatttttcgaaaacatttaactaggaagtatttcttattgacgccttattcgcgat

A H P F F EM L H D P S D E P D C E P I
gctcatccgttttttgaaatgcttcacgatccctctgatgaacctgattgtgageccaatt
cgagtaggcaaaaaactttacgaagtgctagggagactacttggactaacactcggttaa

N O A E F E Y E N Y D L N D Q O L K D I
aattaagccgagtttgagtacgaaaattatgacttaaatgattaataactaaaagacata
ttaattcggctcaaactcatgcttttaatactgaatttactaattattgattttctgtat

L vy B E I L L Y N S P E F R E QO Y Y E K
ttatatgaagagatattgctatacaactctcctgaattcagagaataatattatgagaag
aatatacttctctataacgatatgttgagaggacttaagtctcttattataatactcttc

L K K G g S vy S H I I G D V E D N D N
ctcaaaaaGGGTTAAAGCGTTTATTCCCACataataggtgatgtagaagacaatgacaac
gagtttttcccaatttcgcaaataagggtgtattatccactacatcttctgttactgttg

by b b bbDEE DEEE D D D E T K K T
gactatgacgatgatgatgaagaagatgaagaagaggacgatgatgaaactaaaaagaca
ctgatactgctactactacttcttctacttcttctecctgctactactttgatttttctgt

N *

aattga
ttaact

148

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1266



Gegici Gen Ismi: 2mapk

TGD Erisim Numarasi: TTHERM 00760270

NCBI Erisim Numarasi: XP_001031643

Genomik Lokalizasyonu (5’-3”): Tiimleske: 8254370, Bolge: 41152 — 37636 bg.
Intron Sayisi: 10

Genomik Dizi Biiyiikliigii: 3517 bg.

c¢DNA Biiyiikliigii: 1620 bg.

Protein Biiyiikliigii: 540 Aa.

Primer Setinin PZR ile Cogaltacag1 Bolge Biiyiikliigii: 1620 bg.
Primer Setinin Geri PZR ile Cogaltilan Bolge Biiyiikliigii: 1620 bg
fleri Primer Dizisi : 5°- atggatacagctaatttagttge-3° (1-24)

Geri Primer Dizisi: 5°- tcattttaagtttaattgacatgagcc-3’ (1594-1620)
Primer Seti Optimum Tm Degeri :

¢DNA Dizisi Uzerinde Primer Oturma Bolgeleri ve Translasyon Karsihgi:
M D TADNTILV AKTEV V EY Y QP Y R H

1 atggatacagctaatttagttgcaaaagaagttgtagaatactactagccatacagacat 60
TACCTATGTCGATTAAATCAACGttttcttcaacatcttatgatgatcggtatgtctgta

K N E R Y R I L E K I G Q G A Y G V V S
61 aaaaatgaacgctatagaattctagagaaaattggacaaggagcctatggagttgtttca 120
tttttacttgcgatatcttaagatctcttttaacctgttcctcggatacctcaacaaagt

A A I D Q V K R K S V A I K K I E K A F
121 gctgcaattgattaagtaaaaagaaaaagtgttgcaattaagaaaattgaaaaggccttt 180
cgacgttaactaattcatttttctttttcacaacgttaattcttttaacttttccggaaa

D Q R I Yy T K R T L R E L K L L R L L T
181 gattaaagaatttataccaagcgtactcttcgtgaacttaagcttcttcecgtctectcact 240
ctaatttcttaaatatggttcgcatgagaagcacttgaattcgaagaagcagaggagtga

H E NV I G L E S I L L P K S R E E F D
241 cacgaaaatgtgataggtctagaaagtattctccttcctaagtcaagagaagagttcgat 300
gtgcttttacactatccagatctttcataagaggaaggattcagttctcttctcaagcta

p I vy ¢c v s £E L M E T D L Q @ I I K S D
301 gatatctactgcgtttcagagttaatggaaacagatctttaataaattattaagtcagac 360
ctatagatgacgcaaagtctcaattacctttgtctagaaattatttaataattcagtctg

Q9 0 L T Q D HC K F F I ¥ Q I L R G L K
361 taataattgacttaagatcattgcaaattctttatctactaaattcttcgtgggttaaaa 420
attattaactgaattctagtaacgtttaagaaatagatgatttaagaagcacccaatttt

Yy I H S A N Vv I H R D L K P R N L L V N
421 tacattcattcagctaatgttattcatagagatctgaaaccaagaaaccttttggttaac 480
atgtaagtaagtcgattacaataagtatctctagactttggttctttggaaaaccaattg

s N ¢ b L K I ¢ D F G L A R S V A N T K
481 tctaattgcgatttaaagatttgcgatttcggtcttgctagatctgtagctaacaccaaa 540
agattaacgctaaatttctaaacgctaaagccagaacgatctagacatcgattgtggttt

N D L T D Y Vv T T R W Y R P P E L L L S

541 aatgatttaactgattatgtcacaactcgttggtatagacctcctgagcttttattgtca 600
ttactaaattgactaatacagtgttgagcaaccatatctggaggactcgaaaataacagt
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w T b Yy T ¢ A M DV W S vV G I I F A E L
tggacagattacacatgcgcaatggatgtttggtctgttggtattatttttgcagagcta
acctgtctaatgtgtacgcgttacctacaaaccagacaaccataataaaaacgtctcgat

I K R K p L L. P G S S S S D O L L R I F
ataaaaagaaagccccttttaccaggctcaagctcatcagattagecttctaagaatattt
tatttttctttcggggaaaatggtccgagttcgagtagtctaatcgaagattcttataaa

p L. 1 6 T P L E N E I O M I P Y D E Y R
gatttaataggtactccattagaaaatgaaatataaatgataccatatgatgaatatcgt
ctaaattatccatgaggtaatcttttactttatatttactatggtatactacttatagca

K P I R E L P K R E P K Q F E K I F S K
aaatttattagagaattaccaaagagagagcctaaatagtttgaaaaaatcttttctaag
tttaaataatctcttaatggtttctctctcggatttatcaaacttttttagaaaagattc

A P K E AL DL L K KM L T F D F N K R
gcaccaaaagaggctttagatttacttaaaaaaatgttaacatttgattttaataaacgt
cgtggttttctccgaaatctaaatgaatttttttacaattgtaaactaaaattatttgceca

I T v E E A L K H P Y L S D L H L P E D
attactgttgaagaagctctcaagcacccttacttgagtgatcttcatttacctgaagat
taatgacaacttcttcgagagttcgtgggaatgaactcactagaagtaaatggacttcta

E P S R S E V P F Y E F E F E M H S N L
gaaccttctagaagtgaagttcctttctatgaatttgaattcgaaatgcactccaactta
cttggaagatcttcacttcaaggaaagatacttaaacttaagctttacgtgaggttgaat

T R ¢ ¢ Yy K DL V Y E E I L L Y H Y P D
acaagataataatacaaagatcttgtgtatgaagaaatcctcctttatcactaccctgat
tgttctattattatgtttctagaacacatacttctttaggaggaaatagtgatgggacta

F K K K ¥ L b K I 9 NN Q S V M Q H I F
ttcaaaaagaagtatttagataagatttaaaataaccaatctgttatgtagcacatattt
aagtttttcttcataaatctattctaaattttattggttagacaatacatcgtgtataaa

b N A NI KNI I I D S E C I F S O I G N
gataatgctaataaaaatataattattgatagtgaatgcatttttagttaaattggaaat
ctattacgattatttttatattaataactatcacttacgtaaaaatcaatttaaccttta

K sSs ¥y N 0 N Y F K NCOQO S S N N C G I G
aagtcttataattaaaattattttaaaaattgttaaagttcaaacaattgtgggataggt
ttcagaatattaattttaataaaatttttaacaatttcaagtttgttaacaccctatcca

c Q F C AV D SN SN S Y K CN L C F E
tgctaattttgtgcagtagactctaacagcaattcttacaaatgcaacctttgttttgag
acgattaaaacacgtcatctgagattgtcgttaagaatgtttacgttggaaacaaaactc

G Yy o F DS S NNV C VY Q K C L D N F
ggttactaatttgatagctcaaataatgtttgcgtttactaaaaatgcttagataacttc
ccaatgattaaactatcgagtttattacaaacgcaaatgatttttacgaatctattgaag

Yy F 0O I N E N S NN D S N G S C V s I C
tacttctaaattaatgaaaattctaataacgattcaaatggaagttgtgtatctatttgt
atgaagatttaattacttttaagattattgctaagtttaccttcaacacatagataaaca

N P L Yy I G D L I 0 K V C K K L I o C S
aatccactctatataggcgatctcatttaaaaagtatgcaaaaagcttatctaatgttca
ttaggtgagatatatccgctagagtaaatttttcatacgtttttcgaatagattacaagt

s s ¥ A T Q P N F I G I DI A Q D F F V
tcctcatttgctacttaaccaaattttattggtattgacatagcttaagacttttttgtt
aggagtaaacgatgaattggtttaaaataaccataactgtatcgaattctgaaaaaacaa

Y 0 K DY Y VvV A I Q QQ G S C QO L N L K 0
tattagaaagattattatgtagcaatatagtaaGGCTCATGTCAATTAAACTTAAAATGA
ataatctttctaataatacatcgttatatcattccgagtacagttaatttgaattttact
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Gegici Gen Ismi: 3mapk

TGD Erisim Numarasi: TTHERM_00689900

NCBI Erisim Numarasi: XP_001026993

Genomik Lokalizasyonu (5°-3”): Tiimleske: 8253915, Bolge: bg. 260220 — 257154

Intron Sayisi: 9

Genomik Dizi Biiyiikliigii: 3067 bg.

c¢DNA Biiyiikliigii: 2388 bg.

Protein Biiyiikliigii: 795 Aa.

Primer Setinin PZR ile Cogaltacag1 Bolge Biiyiikliigii: 1368 bg.

Primer Setinin Geri PZR ile Cogaltilan Bolge Biiyiikliigii: 1003 bg.

Tleri Primer Dizisi : 5’-gggaatccaaactattagtcagee-3’ (571-595)

Geri Primer Dizisi: 5’-agggtgaggcatttgg -3’ (1558-1574)

Primer Seti Optimum Tm Degeri :

¢DNA Dizisi Uzerinde Primer Oturma Bolgeleri ve Translasyon Karsihg:
M HP N QFE QE K Y GM QAN RMNDN P T

1 atgcatccaaattaagagcaagaaaagtatggaatgcaagcaaatcgcatgaacccaact 60
tacgtaggtttaattctcgttcttttcataccttacgttcgtttagegtacttgggttga

A G NM V D QS K O D I MY Q N N F N G
61 gctggaaacatggtagactaaagcaaacaggatattatgtatcagaataattttaatgga 120
cgacctttgtaccatctgatttcgtttgtcctataatacatagtcttattaaaattacct

G NN P N EMNY Y R NNOIL O QO O N F
121 ggaaataatcctaatgaaatgaactattataggaataattagcttcaatagcagaatttt 180
cctttattaggattactttacttgataatatccttattaatcgaagttatcgtcttaaaa

I ENNNNMYA A ANNDNTINMMUV M P P Q
181 attgaaaataataataacatgtatgctgcaaataacataaatatggtaatgccgccttag 240
taacttttattattattgtacatacgacgtttattgtatttataccattacggcggaatc

G 9 Y I 0 D P N A OV I HOQ Q Q QO Y D D
241 ggttaatatatctaagacccaaacgcttaggttattcattagtagtaataatatgatgat 300
ccaattatatagattctgggtttgcgaatccaataagtaatcatcattattatactacta

Q N Y Y PMNGUVNTIOQOQNUOOQQH Q F V
301 taaaattattatcctatgaatggagtgaatacttaacaaaactagtagcatcagtttgtg 360
attttaataataggatacttacctcacttatgaattgttttgatcatcgtagtcaaacac

N M Q G DM QDN OQ Q I L K QO G N DF Q 0
361 aatatgcaaggtgatatgcaaaatcaataaatattgaaatagggaaatgacttttaataa 420
ttatacgttccactatacgttttagttatttataactttatccctttactgaaaattatt

I o Yy M M G G G E G V 0 I D H QY T M Y
421 atttaatatatgatgggtggtggagaaggtgtataaatagatcatcaatatactatgtac 480
taaattatatactacccaccacctcttccacatatttatctagtagttatatgatacatg

N Q L Q N H Q F D Q N Y G M N N D L K P
481 aattaactctaaaatcattagtttgactaaaattatggtatgaacaacgatttaaagcct 540
ttaattgagattttagtaatcaaactgattttaataccatacttgttgctaaatttcgga

A T V N S Q Y P O I G N P N Y Q S A Q F
541 gctactgtcaattcttaatatccttaaatagggaatccaaactattagtcagcctagttt 600
cgatgacagttaagaattataggaatttatCCCTTAGGTTTGATAATCAGTCGGatcaaa
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Y 0 K 9 0 H L N T L Q E Q N QO K Q N N 0
tactagaagcagtagcatttaaatactttataggaataaaaccaaaaatagaataattaa
atgatcttcgtcatcgtaaatttatgaaatatccttattttggtttttatcttattaatt

E v K L X 9 0 p N s DT E D P Y F N S I
gaagtaaaactcaaacaacaaccaaatagcgacaccgaagatccctattttaactctata
cttcattttgagtttgttgttggtttatcgctgtggcttctagggataaaattgagatat

F I F Q N R F D Vv P K K Y O L L VvV P I G
ttcatattctagaataggtttgatgttcccaagaaatattagcttcttgtccctatagge
aagtataagatcttatccaaactacaagggttctttataatcgaagaacagggatatccg

I G G Y GV v A KA VF D Q E K QO D F V A
ataggaggttatggagttgttgctaaagcatttgattaagagaaataagattttgttgcet
tatcctccaatacctcaacaacgatttcgtaaactaattctctttattctaaaacaacga

I K K I F K P F L N P L E T K R I L R E
ataaaaaaaatatttaagcctttcttgaatccattagagacaaaaagaattttgagagaa
tattttttttataaattcggaaagaacttaggtaatctctgtttttcttaaaactctctt

I K I L. K A L E H D N I I S I R D V L S
attaaaatattaaaagctttagagcatgataacattattagtattagagatgttttatca
taattttataattttcgaaatctcgtactattgtaataatcataatctctacaaaatagt

p v P K E K L E D I ¥ I I s 9 L M D T D
cctgttcctaaagaaaaattagaagatatttatattatttcttaacttatggatactgat
ggacaaggatttctttttaatcttctataaatataataaagaattgaatacctatgacta

L H ¢ I I A s D @ I L S E D H I o F F I
ttacattaaattattgcttcagactaaattcttagtgaagatcacatataattttttatt
aatgtaatttaataacgaagtctgatttaagaatcacttctagtgtatattaaaaaataa

Yy o L. L. ¢ GG L K Y V N O I Y Y F L K Y I
tattaattgctatgcggtcttaaatatgttaactaaatttattatttcttaaagtacatt
ataattaacgatacgccagaatttatacaattgatttaaataataaagaatttcatgtaa

H s A GG VvV F H R DL K P G N L L V N S D
cattcagcaggagtattccatagagatttaaaaccaggcaatctattagtaaactcagac
gtaagtcgtcctcataaggtatctctaaattttggtccgttagataatcatttgagtctg

c v L K I ¢ b F G L A R T V D T K V N V
tgtgtgttgaagatatgtgattttggtcttgcaagaactgttgatacaaaggttaatgtc
acacacaacttctatacactaaaaccagaacgttcttgacaactatgtttccaattacag

r v . MM T E Y V A T R W Y R A P E L L L
ttggttctaatgacagaatatgtagctacgagatggtatagagcgcctgaattgctttta
aaccaagattactgtcttatacatcgatgctctaccatatctcgcggacttaacgaaaat

s w N K Yy T T A I D MW A V G C I F S E
tcttggaataagtacacaactgctatagatatgtgggctgttggttgcatttttagcgaa
agaaccttattcatgtgttgacgatatctatacacccgacaaccaacgtaaaaatcgctt

L Yy M R K P L L.P G E S Y L N O L I L T
ttatacatgagaaagcctttgttgccaggagaaagttacttaaattagctcattttaact
aatatgtactctttcggaaacaacggtcctctttcaatgaatttaatcgagtaaaattga

L N L T GG T P S K E D L E N I QQ S D R A
cttaatttaacaggtactccatctaaagaagatttagaaaatatacaaagtgatagagcc
gaattaaattgtccatgaggtagatttcttctaaatcttttatatgtttcactatctcgg

K o ¥ I I 5 L G N K A P K D L S K L I P
aaataattcattataagtttaggaaataaagctccaaaagatctttctaaattaataCCA
tttattaagtaatattcaaatcctttatttcgaggttttctagaaagatttaattatggt

N A S P Q A I DL I S K M I V F N P D K
AATGCCTCACCCTaggcaattgatcttattagcaaaatgatagtctttaatccagataaa
ttacggagtgggatccgttaactagaataatcgttttactatcagaaattaggtctattt

R I s A E E A L K H P F F E G I R E S E
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agaataagtgcagaagaagctcttaaacatcccttctttgaaggtattcgtgaatcagaa
tcttattcacgtcttcttcgagaatttgtagggaagaaacttccataagcacttagtcectt

F E V E A K V K ¥F D F D F E R E D I T L
tttgaagtagaagcaaaagttaaatttgattttgattttgaaagagaagatattacatta
aaacttcatcttcgttttcaatttaaactaaaactaaaactttctcttctataatgtaat

b E L K DA ATI Y Q E M L K F H P T F D E
gatgaattgaaagatgcaatttatcaagaaatgttaaagttccacccaacttttgatgaa
ctacttaactttctacgttaaatagttctttacaatttcaaggtgggttgaaaactactt

N N K E T Y H I P I K R D S D L F T L D
aataacaaggaaacataccacatccctattaaaagagattccgatttatttacacttgat
ttattgttcctttgtatggtgtagggataattttctctaaggctaaataaatgtgaacta

Yy b G s K I Y I DY K L G O N D QO P O Q
tatgatggttctaaaatatatatagattataagctaggatagaatgattagccataatag
atactaccaagattttatatatatctaatattcgatcctatcttactaatcggtattatc

v v.o N I 0 0 I N E K M V K D I I G V D
gtagtttaaaatatctaataaattaatgaaaagatggttaaagatataataggagtagat
catcaaattttatagattatttaattacttttctaccaatttctatattatcctcatcta

G NG K M I O D OQOPF I OM P Y Y N N T
ggaaatggtaaaatgatttaggactagcaattcatatagatgccttattataataacact
cctttaccattttactaaatcctgatcgttaagtatatctacggaataatattattgtga

I F S P S Q V E Q O N Y Q H Y QO O O 0O O
attttttcaccttcataagtggaatagcaaaattattagcactattaacaatagtagcaa
taaaaaagtggaagtattcaccttatcgttttaataatcgtgataattgttatcatcgtt

QL Y Q 9 N Y N V QO 0 Q 9 H O T D T QO N
tagctatattagtagaattataacgtataataacagtagcactaaaccgatacataaaat
atcgatataatcatcttaatattgcatattattgtcatcgtgatttggctatgtatttta

I E Y O 0 0 0 9 0 P H L QO H Q A V F N H
attgaatactagcaacaatagtaataaccacatttacagcactaggctgtgtttaaccat
taacttatgatcgttgttatcattattggtgtaaatgtcgtgatccgacacaaattggta

EG6G GGN QY M D I O QO Q0 Q0 O O 0 0 0 0 0
gaaggtggtaattaatatatggatatttagcagtaataataataataatagtaatagtag
cttccaccattaattatatacctataaatcgtcattattattattattatcattatcatc

Q Yy M M N Q H Y V D Y N NNDN Q V F I N
taatatatgatgaatcaacattatgtagattataataacaataatcaagtttttatcaat
attatatactacttagttgtaatacatctaatattattgttattagttcaaaaatagtta

o Q o E I D O N D T Q M R E E Q

cagcaataagaaattgatcaaaatgatacataaatgagagaagaatga
gtcgttattctttaactagttttactatgtatttactctcttcttact
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Gegici Gen Ismi: 4mapk

TGD Erisim Numarasi: TTHERM 00492370

NCBI Erisim Numarasi: XP_001023129

Genomik Lokalizasyonu (5°-3%): Tiimleske: 8254446, Bolge: 34922 — 22425

Intron Sayisi: 18

Genomik Dizi Bityiikliigii: 12498 bg.

c¢DNA Biiyiikliigii: 9132 bg.

Protein Biiyiikliigii: 3043 aa.

Primer Setinin PZR ile gDNA’dan Cogaltacag Bolge Biiyiikliigii: 1327 bg.

Primer Setinin PZR ile cDNA’dan Cogaltilacagi Bolge Biiyiikliigii: 811 bg.

Tleri Primer Dizisi : 5’- gggtcatttttattaaaaagge -3’ (6987-7009)

Geri Primer Dizisi: 5°- cgacaatttatcaaaatctgg -3’ (7777-7798)

Primer Seti Optimum Tm Degeri :

¢DNA Dizisi Uzerinde Primer Oturma Bolgeleri ve Translasyon Karsihig:
M N L Q A Q Q K TR K Q S K G Q I L E I

1 atgaatctctaagcatagtaaaaaacaagaaaatagtcgaaaggctaaattttagagata 60
tacttagagattcgtatcattttttgttcttttatcagctttccgatttaaaatctctat

F E 0 I K p T H Y I O D T A N G V S T K
61 tttgagtaaataaagcctactcattatatttaagacactgcaaatggtgtttcaaccaaa 120
aaactcatttatttcggatgagtaatataaattctgtgacgtttaccacaaagttggttt

s F T K 0 I R Y Q S 0 N P K M S N Q K E
121 tcatttacaaagtaaataagataccaaagtcagaatcctaaaatgagcaattaaaaagaa 180
agtaaatgtttcatttattctatggtttcagtcttaggattttactcgttaatttttctt

K R N Q E Y L F H I G N H A R T V S D I
181 aaaaggaatcaagagtatctctttcatattggaaatcatgcaagaactgtcagtgatatt 240
ttttccttagttctcatagagaaagtataacctttagtacgttcttgacagtcactataa

L K F R Y D QY K OO T L G Q Q E Q0 Q S E
241 ttgaagtttagatatgattaatataaacaaactttagggtaacaagagtagtagtcagaa 300
aacttcaaatctatactaattatatttgtttgaaatcccattgttctcatcatcagtctt

E Q QR M QY QN OO Q S I W QN S T T M
301 gagtaataaagaatgtagtattaaaatcaataatctatatggtaaaactctacaactatg 360
ctcattatttcttacatcataattttagttattagatataccattttgagatgttgatac

I 0 0Y Q Q YH QO AIOTESNTI KR S N T
361 atataataatactaataataccactaagcataagaatcaaatatcaagagatctaataca 420
tatattattatgattattatggtgattcgtattcttagtttatagttctctagattatgt

L S N L 9 S 0 K s G v K I C N S A S K Q
421 ctcagcaatttatagagttaaaaatcaggagttaaaatttgtaattctgctagcaaataa 480
gagtcgttaaatatctcaatttttagtcctcaattttaaacattaagacgatcgtttatt

s E K N 0 N T Q0 K L L Y K P A Q I QO S 0

481 agcgaaaaaaattaaaatacataaaagcttttatataagccagctcaaatacagtcttaa 540
tcgctttttttaattttatgtattttcgaaaatatattcggtcgagtttatgtcagaatt
K A I s s I L 6 S A E S N I S P I K K S

541 aaagctatctcttctattttaggaagcgctgaatcaaatatttcaccaataaaaaaatct 600
tttcgatagagaagataaaatccttcgcgacttagtttataaagtggttatttttttaga

Yy N E Db L A T AGDTIRDNF A S L S G
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tataatgaagatttggcaactgcaggagacacaagagataactttgcatctttaagtgga
atattacttctaaaccgttgacgtcctctgtgttctctattgaaacgtagaaattcacct

G s L K S N P NN F S F O D R K Y V S E
ggatctttaaaatcaaaccctaataatttttctttctaagatagaaaatatgttagtgaa
cctagaaattttagtttgggattattaaaaagaaagattctatcttttatacaatcactt

K by L s I ¢ R NL F D s I D T Q K N S
aaagactatttatccatttaaaggaacctttttgattctatagacacacaaaagaatagt
tttctgataaataggtaaatttccttggaaaaactaagatatctgtgtgttttcttatca

s I 9 N O ¢ ¢Cc s s I VvV Q S K K E s D E I
tctatttaaaattaacaatgttcttcaattgttcaatcaaaaaaagaatcagacgaaata
agataaattttaattgttacaagaagttaacaagttagtttttttcttagtctgctttat

b F N XK 0 S K L E K Q N N O T F N K E D
gatttcaataaataatctaaattagaaaagtaaaataatcaaacttttaacaaagaagat
ctaaagttatttattagatttaatcttttcattttattagtttgaaaattgtttcttcta

R L L ¢ S P A S L H L N Q K S O S O D Y
agattattataatctccagcatctttacatttaaattagaaatcataatcataagattac
tctaataatattagaggtcgtagaaatgtaaatttaatctttagtattagtattctaatg

L A Q K N P T Q0 Q 0 @ M s P H L I Q P S
ttggcataaaaaaatcctacataataacaataaatgagcccacatcttatttaacctage
aaccgtatttttttaggatgtattattgttatttactcgggtgtagaataaattggatcg

H L L F V D S Q O N Q N 0 I N Y P N Q F
catttgctcttcgtcgacagtcaataaaattaaaattagataaattatccaaaccaattt
gtaaacgagaagcagctgtcagttattttaattttaatctatttaataggtttggttaaa

I s s I s8S © T S G QQ O N O T QQ E QO F K I
atatcaagcatttcataaacctctggttaataaaattaaacataggaataattcaaaatt
tatagttcgtaaagtatttggagaccaattattttaatttgtatccttattaagttttaa

D Q F K NN QI N NNO K F L N O I N Y
gattaattcaaaaacaatcaaataaataataattaaaagtttttgaactaaataaattat
ctaattaagtttttgttagtttatttattattaattttcaaaaacttgatttatttaata

s ¢ Yy NS I P S L DI S Q A Q N K E G I
tcttaatataattcaattccttcgctagatataagctaagcttaaaataaggaaggtatc
agaattatattaagttaaggaagcgatctatattcgattcgaattttattccttccatag

I N T™ D I K P I QO K Y O E N L QQ S T S T
ataaatacagatattaagcctattcaaaaatattaagaaaatctgtagtcaacctcaaca
tatttatgtctataattcggataagtttttataattcttttagacatcagttggagttgt

I B T N O L A Q A N K I T E S K F T N F
atagaaactaattaattagcttaagcaaataaaattactgaatcaaaatttacaaatttt
tatctttgattaattaatcgaattcgtttattttaatgacttagttttaaatgtttaaaa

A K S N D OQ S o M Q S A S D I Y S F N Q
gctaaaagtaatgattagtcataaatgcaatcagcctctgatatatattcatttaattag
cgattttcattactaatcagtatttacgttagtcggagactatatataagtaaattaatc

p Yy s T s o I s s ¢ I L S T E R O F K I
ccatatagtactagctagataagttcccaaattctctctactgaaaggtaattcaaaata
ggtatatcatgatcgatctattcaagggtttaagagagatgactttccattaagttttat

K . T K I T K D sS ¢ I S E E Y QQ I N K S
aagctgactaaaattacaaaggattcttagatttcggaagaatatcagataaataaatct
ttcgactgattttaatgtttcctaagaatctaaagecttcttatagtctatttatttaga

p s s ¥ T 9 L EN K O D L L I K F A E A
ccttcatcttttacttaattagaaaataagtaagaccttttaatcaaattcgctgaagca
ggaagtagaaaatgaattaatcttttattcattctggaaaattagtttaagcgacttcgt

R K ¢ E H L N N L Y D DA OQ S D F S K T
agaaaataagagcatttaaataatttatatgatgatgcttaatcagatttttctaaaact
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2401
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tcttttattctcgtaaatttattaaatatactactacgaattagtctaaaaagattttga

P o T N K S E V I K R F K A S O I F D Q
ccttagacaaacaaatctgaggtaattaaaaggtttaaagcttctcaaatttttgattaa
ggaatctgtttgtttagactccattaattttccaaatttcgaagagtttaaaaactaatt

N Q9 S 9 A N S K P S Q N K S S QO I Y Y N
aattaatcataagcaaatagtaagccaagttagaataagtcttcataaatatattacaat
ttaattagtattcgtttatcattcggttcaatcttattcagaagtatttatataatgtta

N NS QY D F A N S V K E I N N E H K Y
aataatagctagtatgattttgcaaatagtgtcaaagaaataaataatgaacacaagtac
ttattatcgatcatactaaaacgtttatcacagtttctttatttattacttgtgttcatg

T N L. M S S A Q Q O N L S H @ I P T L S
acaaatttaatgtcatccgcttaacaataaaacttatcacactaaatacccaccttaagt
tgtttaaattacagtaggcgaattgttattttgaatagtgtgatttatgggtggaattca

G M G R I NN F I R K S Q E G N K QO S N
ggaatgggaagaattaacaattttattagaaaatcttaagaaggaaacaaataaagcaac
ccttacccttcttaattgttaaaataatcttttagaattcttcctttgtttatttegttg

Yy »r T 0 I S D S QQ I Q9 N A G N V T K Q S
tattttactcaaatttcagattcataaatttagaatgccggaaatgttacaaagtaatca
ataaaatgagtttaaagtctaagtatttaaatcttacggcctttacaatgtttcattagt

A S F N P N Y HL L E S Y T N S L V K Q
gcatcttttaatccaaactatcacttactagaaagctatactaatagtttagttaaacaa
cgtagaaaattaggtttgatagtgaatgatctttcgatatgattatcaaatcaatttgtt

N NN E T L N P L N T OQ N ©Q I K N L I D
aataataatgaaactttaaaccctcttaatacttaaaattaaataaagaatctgatcgat
ttattattactttgaaatttgggagaattatgaattttaatttatttcttagactagcta

Yy NS P K 0 N I 9 N I O A S G L Y N Q S
tataatagccccaaatagaatatttaaaatatctaagcatctggactttataatcagagt
atattatcggggtttatcttataaattttatagattcgtagacctgaaatattagtctca

s F 0 0 E T K s s L s M I K N I F E S T
tcattctaataagaaacaaaatctagtcttagtatgataaaaaatatttttgagagcacc
agtaagattattctttgttttagatcagaatcatactattttttataaaaactctcgtgg

L NN Q E N P S N O N L I S S S P K N L
ctaaacaactaagaaaatccatcaaattagaatttaatttcttcatctcccaagaattta
gatttgttgattcttttaggtagtttaatcttaaattaaagaagtagagggttcttaaat

E L NI I L S K Y O S N K E K O N L R Q
gaattaaatattattctgagtaagtattaatccaacaaagaaaaataaaatttaagataa
cttaatttataataagactcattcataattaggttgtttctttttattttaaattctatt

s s o F 0O 0 0T P S I 0 L E T K N S F A
agttcataattctagtaataaacaccttctatatagttggaaacaaagaactctttcgcec
tcaagtattaagatcattatttgtggaagatatatcaacctttgtttcttgagaaagcgg

K s I b H F S Q 0 N T R L S N T L A E
aaaagcattgactaacacttttcataacagaatacacgtttatcaaatacattagctgaa
ttttcgtaactgattgtgaaaagtattgtcttatgtgcaaatagtttatgtaatcgactt

L N o s S 9 v K N S L T VvV L E N QO K I Q
ttaaactaaagtagttaggtgaaaaatagcctcacagttcttgaaaactaaaaaatttag
aatttgatttcatcaatccactttttatcggagtgtcaagaacttttgattttttaaatc

o I M b b I 0 A K I S L K K S O S L E Q
caaattatggatgatatttaagccaaaatatctttaaaaaaatcataatctttagaataa
gtttaatacctactataaattcggttttatagaaatttttttagtattagaaatcttatt

s 6 I A M Q S S S N K F S QY F E K K T

tctggtatcgctatgtaatcatcttcaaataaattttcataatacttcgaaaagaaaact
agaccatagcgatacattagtagaagtttatttaaaagtattatgaagcttttcttttga
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s N s ¢ vIiI DNGMNE Q N G L I V S F
tcaaactcataagttattgataacggcatgaatgagtaaaatggtttaatagttagtttt
agtttgagtattcaataactattgccgtacttactcattttaccaaattatcaatcaaaa

AN N S L V G ©Q S T I E S S K N I A N Q
gcaaataattctctagtaggttaatctacaattgaatcctcaaaaaatattgcaaattaa
cgtttattaagagatcatccaattagatgttaacttaggagttttttataacgtttaatt

M N Y Y I N S A S ¢ I v I D E A Y N K Q
atgaattactatataaattcagcaagttaaattgtgattgatgaagcatacaataaataa
tacttaatgatatatttaagtcgttcaatttaacactaactacttcgtatgttatttatt

K I E K N P V S A QQ F I L Q D N O T A T
aaaatagaaaaaaatcctgtatctgcttagtttattttgtaagataatcaaactgcgaca
ttttatctttttttaggacatagacgaatcaaataaaacattctattagtttgacgctgt

s o T b s K K D I E N P T S Q N N Y N L
tcgtaaactgactcaaaaaaagatatagaaaatccaacttcataaaacaattataattta
agcatttgactgagtttttttctatatcttttaggttgaagtattttgttaatattaaat

T L £ G E Q N ¢ S D N P P S E R K K M H
actttagaaggtgaataaaattaaagcgataaccctccatctgaaagaaaaaaaatgcat
tgaaatcttccacttattttaatttcgctattgggaggtagactttcttttttttacgta

A D F S S DK S Q K G E O D K T F D S E
gcagacttctcttcagataaatcctaaaaaggtgagcaagataaaactttcgactcagaa
cgtctgaagagaagtctatttaggatttttccactcgttctattttgaaagctgagtctt

N R D EM S I K o T T O F E K K A E T L
aatagagatgaaatgagtataaaataaacaacttagttcgaaaagaaggcagaaacttta
ttatctctactttactcatattttatttgttgaatcaagcttttcttcecgtctttgaaat

s N T vy bM S ¢ L L C o T P L Q O H G Q
tcaaatacttacgatatgtcttagttgttatgctaaactcctttataatagcatggatag
agtttatgaatgctatacagaatcaacaatacgatttgaggaaatattatcgtacctatc

H I R L M S G G N M E H L T L N N S I Q
catattagattaatgagtggaggcaacatggaacatcttacattaaataactcaatataa
gtataatctaattactcacctccgttgtaccttgtagaatgtaatttattgagttatatt

s T F P F E QO I 9 S N O T T S Y N N Y S
tctactttcccatttgaataaattcaaagtaatcaaacaacaagttataataattacagt
agatgaaagggtaaacttatttaagtttcattagtttgttgttcaatattattaatgtca

N F T T S N N L Q S A N N H Q S K N Q E
aattttacaacttcaaacaacttacaaagtgctaacaatcactaatctaaaaattaagaa
ttaaaatgttgaagtttgttgaatgtttcacgattgttagtgattagatttttaattctt

v 6 L NL 9 NS F DN G E O N I O I Q V
gttggtttaaatttataaaattcttttgataatggtgagcagaatatttaaatttaagta
caaccaaatttaaatattttaagaaaactattaccactcgtcttataaatttaaattcat

K s s ¢ I T R Q S 0 E K R E O O N P E L
aaaagctcttaaattaccagacaatctcaagaaaaaagagaataataaaatccagaatta
ttttcgagaatttaatggtctgttagagttcttttttctcttattattttaggtcttaat

E L E K K s s K E I G R S 0 D S N L N T
gaattagagaagaagagttctaaagagattggaagatcataagattcaaatttgaacaca
cttaatctcttcttctcaagatttctctaaccttctagtattctaagtttaaacttgtgt

P 0 K ¢ s E N L Q 0 L L N D N QO O S K Y
cctcaaaagtgttcagaaaatctataataattattgaatgataattaataatctaaatat
ggagttttcacaagtcttttagatattattaataacttactattaattattagatttata

N T P Q T I V S A Q P N E L E N Q N I Y

aatactccttaaactattgtatcagcttaacctaatgagttagaaaaccaaaatatttat
ttatgaggaatttgataacatagtcgaattggattactcaatcttttggttttataaata
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4681

E D Q E V Q YV 9 T A T H DN Q E R E L Q
gaagaccaagaggtctaatatgtttaaactgctactcataatcaagaaagagaattgtaa
cttctggttctccagattatacaaatttgacgatgagtattagttctttctcttaacatt

E Yy b K 0 N F T NP E L L N Q S K O L Q
gaatatgataagtagaacttcactaatccagagttattaaattaaagcaaataattataa
cttatactattcatcttgaagtgattaggtctcaataatttaatttcgtttattaatatt

E S ¢ N R DL Q V Q A A HH DN K E K E L
gaatcataaaatagagatctataagtttaagctgctcatcataacaaagaaaaagagttg
cttagtattttatctctagatattcaaattcgacgagtagtattgtttctttttctcaac

O E Y NN O NI A N I E QO L N K S K O L
taagaatataataattaaaacattgctaatatagagtagcttaataaaagcaaataatta
attcttatattattaattttgtaacgattatatctcatcgaattattttcgtttattaat

O E S ¢ K G b N O Q E N S ML O G O I
taagaatcataaaaaggtgattaaaattaataagaaaatagcatgctttagggataaata
attcttagtatttttccactaattttaattattcttttatcgtacgaaatccctatttat

G E N E N E K Q K N I O K N I N H V R F
ggcgaaaatgaaaatgagaaataaaaaaatatttaaaagaacattaatcatgttagattt
ccgcttttacttttactctttatttttttataaattttcttgtaattagtacaatctaaa

N N L VXK O M Q E N S P C H N L G Y Y H
aataaccttgtaaagtagatgtaagaaaattcaccatgccataacttaggatattatcat
ttattggaacatttcatctacattcttttaagtggtacggtattgaatcctataatagta

Yy E T I N I D G K I L K D VvV Y QQ O T D N
tatgaaacaataaatattgatggaaaaatcttaaaagatgtttattagcaaacagataac
atactttgttatttataactacctttttagaattttctacaaataatcgtttgtctattg

I B K K E I s v.o T I E QQ S K R N s I F
atagaaaagaaagagatatctgtgtaaacaatcgaatagtctaaaagaaattctattttt
tatcttttctttctctatagacacatttgttagcttatcagattttctttaagataaaaa

p e ¢ T K L F s P K M K F I E P E F K D
gatgaatgcacaaaactattttctcctaaaatgaaatttattgaacccgagtttaaagat
ctacttacgtgttttgataaaagaggattttactttaaataacttgggctcaaatttcta

N E CMMIL NM S NN S S QY D H K D S
aatgaatgcatgatgcttaatatgtcaaataattcttcttaatatgatcataaagattca
ttacttacgtactacgaattatacagtttattaagaagaattatactagtatttctaagt

I K E Q H E G G F N Y D Q N QQ O K N L R
ataaaagaatagcatgaaggtggttttaattatgattaaaactagtaaaaaaatttaaga
tattttcttatcgtacttccaccaaaattaatactaattttgatcatttttttaaattct

K s b F F K Q0 Q P N QOQ O O O O O T S S N
aaatcagatttcttcaaatagtaacctaattagtaatagcaacaataaacttcttcaaac
tttagtctaaagaagtttatcattggattaatcattatcgttgttatttgaagaagtttg

G NH E T G I I N S S L Y N S Q K L A S
ggaaatcacgaaacaggtataattaattcttcattgtataactcacaaaagttggctagc
cctttagtgctttgtccatattaattaagaagtaacatattgagtgttttcaaccgatcg

b N E E VvV I K R Q Y 0 I Y D K I F D A G
gataatgaagaagtcattaaaaggtaatattaaatttatgataagatatttgatgctgga
ctattacttcttcagtaattttccattataatttaaatactattctataaactacgacct

E L p V VD CTE OO DNTI F K E W Y Q S
gaactccctgttgtagactgcacagagtaagataacatttttaaagagtggtattagtct
cttgagggacaacatctgacgtgtctcattctattgtaaaaatttctcaccataatcaga

b g S N F K N RIRY S N O I S D S E K K
gatcaaagtaattttaaaaacagaagatactctaactaaattagtgactctgagaaaaaa

ctagtttcattaaaatttttgtcttctatgagattgatttaatcactgagactctttttt

N I 0 0 0 I DN I V N KR AVY K N O 0 A
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aatatacaacaataaatagataacatagttaataagagagcttataaaaattaataagcc
ttatatgttgttatttatctattgtatcaattattctctcgaatatttttaattattcgg

L M N Q Q9 K N S Q9 s N Q P O I G K N K S
ttgatgaaccaacaaaaaaattctcagagcaattaaccttaaattggtaaaaataagagc
aactacttggttgtttttttaagagtctcgttaattggaatttaaccatttttattctcg

K ¢ ¢ T K v P N K 0 N O K S I K F N N K
aaatagtaaacaaaagtccccaataaataaaatcaaaagtctataaaattcaacaataaa
tttatcatttgttttcaggggttatttattttagttttcagatattttaagttgttattt

I B T R N I P K N S K QO K N S A I P G N
atagagacaagaaacataccaaaaaattctaaacagaaaaactcagctattccaggaaat
tatctctgttctttgtatggttttttaagatttgtctttttgagtcgataaggtccttta

N T E R V F E R L Y P K Q V K QO O O E 0O
aacacagaaagagtttttgagagattatacccaaagcaagtaaaatagtaacaagaataa
ttgtgtctttctcaaaaactctctaatatgggtttcgttcattttatcattgttcttatt

I ¥ E I K K D T s K S K S K G R A T S Q
atttttgaaataaagaaagatacctcaaagagtaaaagtaaaggaagagcaacttcataa
taaaaactttatttctttctatggagtttctcattttcatttccttctegttgaagtatt

F K T 0 E E M D F I K I N K Q K V P Y M
tttaaaactcaagaagaaatggatttcataaaaattaataagtaaaaagtaccatatatg
aaattttgagttcttctttacctaaagtatttttaattattcatttttcatggtatatac

M R K K VvV E D K F 0 L F K K A V E V N L
atgagaaaaaaagtggaggacaagttctaactatttaaaaaggcagtagaagttaattta
tactctttttttcacctcctgttcaagattgataaatttttccgtcatcttcaattaaat

E N M I Q D QK S HQ I K s I VvV L D D E
gaaaacatgatttaagattagaaatctcattagataaagagtatagttttagatgatgaa
cttttgtactaaattctaatctttagagtaatctatttctcatatcaaaatctactactt

I K D o D N L Q E I ¥ O R S L S N R T Q
atcaaagactaagacaatctataagagatatattaaagaagtctttccaacagaacttaa
tagtttctgattctgttagatattctctatataatttcttcagaaaggttgtcttgaatt

K N L VvV s ¥y b s o T M T N L A R M D I Q
aaaaatttagtttcttacgactcttaaactatgaccaatctagcaagaatggacatccaa
tttttaaatcaaagaatgctgagaatttgatactggttagatcgttcttacctgtaggtt

K b TS R VY K NN L S S Y K Q N P E S
aaagatacatcaagagtttataagaataacttaagcagttataaataaaatccagagtca
tttctatgtagttctcaaatattcttattgaattcgtcaatatttattttaggtctcagt

G A K F L I K R N L K E L V QQ K V L K D
ggagccaaatttttaattaaaagaaacctaaaggaattagtttagaaggttttaaaagat
cctcggtttaaaaattaattttctttggatttccttaatcaaatcttccaaaattttcta

AN E F T H T N Y I K L K A L C S L Q N
gcaaatgagttcactcatactaactacatcaaattaaaagctttgtgctcccttcaaaat
cgtttactcaagtgagtatgattgatgtagtttaattttcgaaacacgagggaagtttta

I I v L. AE HH I QQ E Y L K D I M K V L
attatagttttagcagaacatcatatttaggagtatcttaaagatatcatgaaagtttta
taatatcaaaatcgtcttgtagtataaatcctcatagaatttctatagtactttcaaaat

v K » L. D Y D D P E I P N T C K R I S E
gttaaatttttggattatgatgatcctgaaattccaaatacatgcaaaaggattagcgaa
caatttaaaaacctaatactactaggactttaaggtttatgtacgttttcctaatcgcectt

L . ¢ I vy Vs S E V Yy I P L A I S L I H
ttgcttggcatttatgtttcttcagaagtttatattcctctagcaattagtctaatccat

aacgaaccgtaaatacaaagaagtcttcaaatataaggagatcgttaatcagattaggta

b E E H KT A P K S L T K L L T I F S I
gatgaagaacataaaacagcccctaaaagtttaactaagcttttaacaatatttagcata
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ctacttcttgtattttgtcggggattttcaaattgattcgaaaattgttataaatcgtat

M I R G E T P K T I E G Y L D T I M K T
atgataagaggtgaaactccaaagaccatcgaaggttatttggataccattatgaaaaca
tactattctccactttgaggtttctggtagcttccaataaacctatggtaatacttttgt

v T s v E K T F D N K I F M 0 I R E S E
gttacaagcgttgaaaagacttttgataataaaatatttatgtaaattagagaaagtgaa
caatgttcgcaacttttctgaaaactattattttataaatacatttaatctctttcactt

E v L s G L ¥ Y I A K E L I N I S G E N
gaagttctctctggtttatattatattgcaaaagaattaataaatatatcaggagaaaat
cttcaagagagaccaaatataatataacgttttcttaattatttatatagtcctctttta

I s 1T ¥y C R P I F S L L L T V Q A T N T
attagtatttattgccgtcctattttttctttattacttactgtttaagcaacaaataca
taatcataaataacggcaggataaaaaagaaataatgaatgacaaattcgttgtttatgt

A G K DN OQNUE I 0 K T ML T L A T Y C
gcaggaaaagataattaaaatgaaatataaaagaccatgctaactttagcaacttactgt
cgtccttttctattaattttactttatattttctggtacgattgaaatcgttgaatgaca

G Yy s s I A E L HANUEV S M L L N E F
ggttactcaagtatagcagagcttcatgctaacgaagtatccatgctcttaaatgaattc
ccaatgagttcatatcgtctcgaagtacgattgcttcataggtacgagaatttacttaag

T T N K S ¥ K T W QQ K Y S K D R L K F E
actacaaataaatcttataaaacttggcaaaaatattcaaaagatagacttaaatttgaa
tgatgtttatttagaatattttgaaccgtttttataagttttctatctgaatttaaactt

I I v R N C G E G L S K F I D I I L E I
attattgttagaaattgtggagaaggtctttctaaattcatagatatcattcttgaaatc
taataacaatctttaacacctcttccagaaagatttaagtatctatagtaagaactttag

L ¢ s ¢ v E L N Q D I E V R M D A L V L
ctttagagttgtgtagaattaaattaagatatcgaagtaaggatggatgcattggttttg
gaaatctcaacacatcttaatttaattctatagcttcattcctacctacgtaaccaaaac

v E Fr I I C L ©Q F K D V Q E K L K E N A
gtagaatttataatttgcttacaatttaaggatgtttaagaaaaattgaaagaaaatgcc
catcttaaatattaaacgaatgttaaattcctacaaattctttttaactttcttttacgg

g L. 1 L. T K I L I P S I VvV W K I G K P Q
taacttattttgactaaaattttgatcccatcaattgtttggaagattggaaaaccataa
attgaataaaactgattttaaaactagggtagttaacaaaccttctaaccttttggtatt

I K I R K A GG I 1T N I ¥ K L I E N G L V
attaaaatcagaaaggctggtatcattaatatttataaattaattgagaatggattggtc
taattttagtctttccgaccatagtaattataaatatttaattaactcttacctaaccag

T 6 bv 1L M K C F K E L M P P I K S C L
actggtgatgttttaatgaagtgctttaaagagttaatgcctcctattaaatcatgttta
tgaccactacaaaattacttcacgaaatttctcaattacggaggataatttagtacaaat

s b bw-A©PDILRL AACI KL A E K L F
tcagatgattgggctcctgatcttcgtttggctgcttgcaaattggcagaaaaactcecttt
agtctactaacccgaggactagaagcaaaccgacgaacgtttaaccgtctttttgagaaa

L E vV R DH L E H I H I S E N Y QO L L L
ttagaagtaagagatcacctagaacacattcacatatctgaaaactattaacttctttta
aatcttcattctctagtggatcttgtgtaagtgtatagacttttgataattgaagaaaat

E R L DD S D VI RV E I F K T F T V
gaaagactagatgactcataagatgttatcagagttgaaatattcaaaactttcactgtt
ctttctgatctactgagtattctacaatagtctcaactttataagttttgaaagtgacaa

I ¥ G A P A L K E S P S I F E Y M V K A

attttcggagctcctgctcttaaagaaagtccatcaatatttgaatacatggtcaaagcet
taaaagcctcgaggacgagaatttctttcaggtagttataaacttatgtaccagtttcga
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6841

6901

6961

7021

7081

7141

7201
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7501

7561

7621

7681

7741
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I ¥ I H L D D Q N E D V Q M G A Y N T L
attttcatacatttagacgattagaatgaagatgtacaaatgggagcatacaacacatta
taaaagtatgtaaatctgctaatcttacttctacatgtttaccctcecgtatgttgtgtaat

K F A A R I NP A K I K E E P QO Q O L A
aaattcgctgcaagaattaatcctgctaaaatcaaagaagaaccataacagcaattggcet
tttaagcgacgttcttaattaggacgattttagtttcttcttggtattgtcgttaaccga

A Q N O L K P K O G H F Y Q K G K P F V
gcttaaaactaattaaagccaaaacagggtcatttttattaaaaaggcaaaccttttgtce
cgaattttgattaatttcggttttgtCCCAGTAAAAATAATTTTTCCGtttggaaaacag

K K G R 0L s DI s G T Yy L vV vV Y D H Y
aaaaaaggaagataattatctgatatttcagggacatatttagttgtttatgatcactat
ttttttccttctattaatagactataaagtccctgtataaatcaacaaatactagtgata

g I v K R I 6 D G A Y G V V F K A I D K
tagatcgttaaaagaataggagatggagcctatggtgtagtatttaaagcaattgataag
atctagcaattttcttatcctctacctcggataccacatcataaatttcgttaactattce

s K N N E I V A I K K V s D A F L D P R
tctaagaataatgaaatcgtagctattaagaaagtttctgatgcatttttagacccaaga
agattcttattactttagcatcgataattctttcaaagactacgtaaaaatctgggttct

b A K R I L R E I K L L K F C N H P N I
gatgccaaaagaattttaagagaaataaagttattaaaattttgtaatcatcctaacatc
ctacggttttcttaaaattctctttatttcaataattttaaaacattagtaggattgtag

I K L XK b I I K P E M P T G Y K D I Y L
atcaagctaaaggatatcattaagccagaaatgccaacaggttacaaggatatttatcta
tagttcgatttcctatagtaattcggtctttacggttgtccaatgttcctataaatagat

v L £y M E I D L D K T I N S E Q A L S
gttttagaatatatggaaattgatttagataaaactataaactcagagcaagccttatcg
caaaatcttatatacctttaactaaatctattttgatatttgagtctcgttcggaatage

p K I I K N L M W Q L L N G I F Y M H S
ccaaaaataataaagaacttgatgtggcaattattgaatggtatattttacatgcattca
ggtttttattatttcttgaactacaccgttaataacttaccatataaaatgtacgtaagt

A D I I H R D I K P sS N I L L N K N C T
gctgatattattcacagagacatcaagcctagcaatattcttttaaataaaaactgtaca
cgactataataagtgtctctgtagttcggatcgttataagaaaatttatttttgacatgt

L K L. ADMNIL AU R KF DV E Q S s I T
ttaaaactagcggatatgaatcttgcacgtaaatttgatgtggagcaaagcagtataact
aattttgatcgcctatacttagaacgtgcatttaaactacacctcgtttcgtcatattga

E o oI S L N L Y F T T Y V V TR P Y R
gagtaacaaatttctttaaatttatacttcacgacgtatgttgtaacaagaccgtacaga
ctcattgtttaaagaaatttaaatatgaagtgctgcatacaacattgttctggcatgtct

A P E I L L s T E N Y S K P I D I W S A
gcacctgaaattttgctttctacagaaaattattcaaaacctatagatatttggtcagceca
cgtggactttaaaacgaaagatgtcttttaataagttttggatatctataaaccagtcgt

G ¢ I F A E MM G R K T I F K G N S Y V
gggtgcatatttgccgaaatgatgggaagaaaaacaattttcaaaggaaactcatatgtyg
cccacgtataaacggctttactacccttctttttgttaaaagtttecctttgagtatacac

N 0 L DRI I A I M G K P D F D K L S Y
aattagttagatagaattattgctattatgggcaaaCCAGATTTTGATAAATTGTCGtat
ttaatcaatctatcttaataacgataatacccgtttggtctaaaactatttaacagcata

K v D E N L K E Y I K Q L Q0 E K Q P E N
aaagttgatgaaaatttaaaagaatatattaagtaattataggaaaagcaaccagaaaat
tttcaactacttttaaattttcttatataattcattaatatccttttcgttggtctttta
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7861

7921

7981

8041

8101

8161

8221

8281

8341

8401

8461

8521

8581

8641

8701

8761

8821

F Yy E I ¥ K s H D P L A I D L L Y K M L
ttttatgaaatttataaatctcatgacccacttgccatagatttattatataaaatgcta
aaaatactttaaatatttagagtactgggtgaacggtatctaaataatatattttacgat

A F D P K E R W TV E QQ C L Y H E Y F K
gcttttgatccgaaagagagatggactgtcgaatagtgcttgtatcatgaatactttaaa
cgaaaactaggctttctctctacctgacagcttatcacgaacatagtacttatgaaattt

b ¥ DK S @ I K A C N H K F D W T F D E
gattttgataaatcttaaataaaagcttgtaatcataaatttgattggacatttgatgaa
ctaaaactatttagaatttattttcgaacattagtatttaaactaacctgtaaactactt

I 9 E R N D L I QO R A I Y N E S C Q F H
atttaagaaagaaacgatttaatttaaagagctatttacaatgaaagttgttaattccat
taaattctttctttgctaaattaaatttctcgataaatgttactttcaacaattaaggta

Q b E P DA T I E E V E Q H Y K QO QO O 0
taagatgaacctgatgctacaatagaagaagtagagcaacattataaatagcaatagcaa
attctacttggactacgatgttatcttcttcatctcgttgtaatatttatcgttatcecgtt

I I 0 Q K I A Q Q H A A N A N S QO O F L
attatttagcaaaaaatagcataatagcatgccgcaaatgcaaattcttagtagttttta
taataaatcgttttttatcgtattatcgtacggcgtttacgtttaagaatcatcaaaaat

K T N Q Q0 F oM N L E K L A A S Q P L I
aaaacaaactaataattttaaatgaatttagaaaaactagcagcttcctagccactaatt
ttttgtttgattattaaaatttacttaaatctttttgatcgtcgaaggatcggtgattaa

N P I N F N P N M OQ V P F F P M G R Q P
aatcctattaattttaatcctaatatgtaagttcccttttttcctatgggaagatagcca
ttaggataattaaaattaggattatacattcaagggaaaaaaggatacccttctatcggt

Q v p P E A I L L Q M Q N M Q K N P M L
caagtaccacctgaagctattttattgtaaatgcaaaacatgtaaaaaaatccgatgtta
gttcatggtggacttcgataaaataacatttacgttttgtacatttttttaggctacaat

O K 0 F O MM QO G O Q O T o M P L Q K D
taaaaataattttaaatgatgtaaggatagtaataaacgcaaatgcctctttaaaaagat
atttttattaaaatttactacattcctatcattatttgcgtttacggagaaatttttcta

F R N P F N S H P L A NL S Q D K M K A
tttagaaatccttttaactcacatcccctagcaaatttatcttaagataaaatgaaagca
aaatctttaggaaaattgagtgtaggggatcgtttaaatagaattctattttactttcgt

p s L p I N P I QO A S A V Q Q N P L F V
gatagtttaccaattaatcccatacaagcttctgcagtccaataaaatcctetttttgtt
ctatcaaatggttaattagggtatgttcgaagacgtcaggttattttaggagaaaaacaa

P 6 L H N F P P G F H P I K I G M Q E Q
ccaggtttacataattttccacctggatttcatccaattaaaattggtatgcaagaataa
ggtccaaatgtattaaaaggtggacctaaagtaggttaattttaaccatacgttcttatt

F K K P N I N N N T N G N T N QO QO K P N
tttaaaaaacctaatatcaataataatacaaatggaaatactaattaacaaaaaccaaat
aaattttttggattatagttattattatgtttacctttatgattaattgtttttggttta

O N D QQ S p P K T D S E S K A S D T N K
taaaatgactaatctcctccaaaaactgattctgaaagcaaagcatcagatactaataaa
attttactgattagaggaggtttttgactaagactttcgtttcgtagtctatgattattt

N NH N G O N N G D E N G K Q E K N D K
aataaccataatggataaaataatggagatgagaatggtaaataagaaaaaaatgataaa
ttattggtattacctattttattacctctactcttaccatttattctttttttactattt

K F N X DN D OQ D O E K Q N N N N G E K
aaatttaataaagataatgattaggattaagaaaaatagaataataataatggcgaaaaa

tttaaattatttctattactaatcctaattctttttatcttattattattaccgecttttt

b R K NSNDNGULDNOMS N Q T T E E K
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8881

8941

9001

9061

9121

gatagaaaaaatagtaataatggtttaaattaaatgagcaattagactacagaagaaaaa
ctatcttttttatcattattaccaaatttaatttactcgttaatctgatgtcttcttttt

E N P E S K S KM OQN K E S E M N R S Q
gagaatcctgaatctaaaagtaaaatgcaaaataaagaaagtgagatgaacagatcttaa
ctcttaggacttagattttcattttacgttttatttctttcactctacttgtctagaatt

b ¥ L KX 6 s I L S N S E E I E E L P N I
gattttttaaaaggcagtattctcagtaattcagaagagattgaagagttgcctaacatc
ctaaaaaattttccgtcataagagtcattaagtcttctctaacttctcaacggattgtag

P E M R Y K T L T F G P E Q F N N N Q K
cctgaaatgaggtataaaacattaacatttggacctgaataatttaacaataatcaaaaa
ggactttactccatattttgtaattgtaaacctggacttattaaattgttattagttttt

S A E OQ

tcagcagagtga
agtcgtctcact
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Gegici Gen Ismi: Smapk

TGD Erisim Numarasi:: TTHERM 00195990

NCBI Erisim Numarasi: XP_001017253

Genomik Lokalizasyonu (5°-3”): Tiimleske: 8254617, Bolge: 699947 - 697336
Intron Sayisi: 4

Genomik Dizi Bityiikliigii: 2612 bg.

c¢DNA Biiyiikliigii: 1827 bg.

Protein Biiyiikliigii: 608 aa.

Primer Setinin PZR ile gDNA’dan Cogaltacag Bolge Biiyiikliigii: 2612 bg.
Primer Setinin PZR ile cDNA’dan Cogaltacagi Bolge Biiyiikliigii: 1827 bg.
Tleri Primer Dizisi : 5’- atgaaaggatagagtatg -3’ (-)

Geri Primer Dizisi: 5°- tcaacattaattttcataag -3’ (-)

Primer Seti Optimum Tm Degeri :

¢DNA Dizisi Uzerinde Primer Oturma Bolgeleri ve Translasyon Karsihgi:

1 atgaaaggatagagtatgtattaaaatagtaataatacaagtggtaataactttagctat 60
TACTTTCCTATCTCATACataattttatcattattatgttcaccattattgaaatcgata

61 atgaattataactaaaatcaaagcattccatcttcgtattattaatagcaatagaattag 120
tacttaatattgattttagtttcgtaaggtagaagcataataattatcgttatcttaatc

121 caatcttcctaataacctttacagcagtaaaatcaaaatattacttcttattctcgttct 180
gttagaaggattattggaaatgtcgtcattttagttttataatgaagaataagagcaaga

181 tagagtcgccactctcatcactaaagcgaaaatgttaacatttctgctacaaacaatacc 240
atctcagcggtgagagtagtgatttcgcttttacaattgtaaagacgatgtttgttatgg

241 aataacatgcaatcttaaaattaaaaatatgttaaataatctacttcttctatgtctcac 300
ttattgtacgttagaattttaatttttatacaatttattagatgaagaagatacagagtg

301 acataatcaaaccaagtgtattaaaattcttagctaagggaaaactataataatcttagt 360
tgtattagtttggttcacataattttaagaatcgattcccttttgatattattagaatca

361 aataatagtaatgccaaatcaagttaaatttaatcatctcaaactggaaatatacgccct 420
ttattatcattacggtttagttcaatttaaattagtagagtttgacctttatatgcggga

421 tcaaccgttgctaacattttgaataacaactccacaaataaaataagttaaaataccatt 480
agttggcaacgattgtaaaacttattgttgaggtgtttattttattcaattttatggtaa

481 taaaatttaaagcaaacaaactaagtaattcccaacaactccaaggttaacaatgaaaat 540
attttaaatttcgtttgtttgattcattaagggttgttgaggttccaattgttactttta

541 agagttcagaataatacaataacaagcaattaaaatactttgacaaacaatactaataat 600
tctcaagtcttattatgttattgttcgttaattttatgaaactgtttgttatgattatta

601 gttatatctagttctattaatgctaacaacaataattagtaatcaaataaccagtaaatt 660
caatatagatcaagataattacgattgttgttattaatcattagtttattggtcatttaa

661 tcttcgatctctgcctcactaaaagctagcactacaaacaccaaaaatcaaatttaaaaa 720
agaagctagagacggagtgattttcgatcgtgatgtttgtggtttttagtttaaattttt

721 aagagaaagacttttgaatgtggaggtactgcatttagtgttgatgatcattacgagttc 780
ttctctttctgaaaacttacacctccatgacgtaaatcacaactactagtaatgctcaag
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1681

1741

1801

cacaaataaataggacacggcgcctatggtgttgtttgctctggagttgacacaaaatgce
gtgtttatttatcctgtgccgcggataccacaacaaacgagacctcaactgtgttttacg

aataaaaaaattgctataaaaaaaataacaaatgcttttgaagatttagttgatgcaaaa
ttatttttttaacgatattttttttattgtttacgaaaacttctaaatcaactacgtttt

agaatcgttagagagattaaaatgttaaaattttttgaccatgagaatattattgctctt
tcttagcaatctctctaattttacaattttaaaaaactggtactcttataataacgagaa

catgacattatagtaccagaatagagaactgactataatgatatttatattgtcaccgag
gtactgtaatatcatggtcttatctcttgactgatattactataaatataacagtggctc

cttatggaaacagatctccatagagttatatactcccgccaagagttaactgatgatcac
gaatacctttgtctagaggtatctcaatatatgagggcggttctcaattgactactagtyg

attcaatactttttatatcaaactctacgtggtatgctttacatccattctgcaaatgtt
taagttatgaaaaatatagtttgagatgcaccatacgaaatgtaggtaagacgtttacaa

atgcatagagatttgaaaccttctaatattcttgttaataaaaattgtgacctcaaagtt
tacgtatctctaaactttggaagattataagaacaattatttttaacactggagtttcaa

tgtgatttaggtcttgcaagaggtttcgaatttgatgaagaagatggaaaaacagagtat
acactaaatccagaacgttctccaaagcttaaactacttcttctacctttttgtctcata

gttgttacaagatggtatagagccccagaagttatcttgaaggcttctaaatacacaaaa
caacaatgttctaccatatctcggggtcttcaatagaacttccgaagatttatgtgtttt

tctattgatgtgtggtctattgggtgtatatttgcagaattactaggtagaactccactc
agataactacacaccagataacccacatataaacgtcttaatgatccatcttgaggtgag

ttcccaggaaaggattaccttgaataaatataaagaattattgcaattttaggtactcct
aagggtcctttcctaatggaacttatttatatttcttaataacgttaaaatccatgagga

actcctgaagagttaagctatataactaatgaaggagcattaaaatatttgaaaagtctt
tgaggacttctcaattcgatatattgattacttcctcgtaattttataaacttttcagaa

cctaaaagaactaagcaaagttgggaaaatctttatcctaatgctaatttagtaggttta
ggattttcttgattcgtttcaacccttttagaaataggattacgattaaatcatccaaat

gatcttttatctaaaatgctaacatttaatcccaatgatcgttacacaattgaagaatgt
ctagaaaatagattttacgattgtaaattagggttactagcaatgtgttaacttcttaca

ctcgctcatccttactttgaaggtcttcataatcctgaagacgagectacttgtcctgaa
gagcgagtaggaatgaaacttccagaagtattaggacttctgctcggatgaacaggactt

gtatttgattgggcatgggatgatttcgagctaaccaaagaaaggttgcaaggtatggtt
cataaactaacccgtaccctactaaagctcgattggtttctttccaacgttccataccaa

tatgatgaagctatagactatcaaaaagtaaaagcaacttaataataataatattaataa
atactacttcgatatctgatagtttttcattttcgttgaattattattattataattatt

taacaatCTTATGAAAATTAATGTTGA
attgttagaatacttttaattacaact
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Gen ismi: Erk7a

TGD Erisim Numarasi:: TTHERM_ 00355550
NCBI Erisim Numarasi: XP_001010453
Genomik Lokalizasyonu (5°-3”): Tiimleske: 8254756, Bolge: 376894 - 375014
Intron Sayisi: 0
Genomik Dizi Bityiikliigii: 2163 bg.
c¢DNA Biiyiikliigii: 2163 bg.
Protein Biiyiikliigii: 720 aa.
Primer Setinin PZR ile gDNA’dan Cogaltacagi Bolge Biiyiikliigii: 603 bg.
Primer Setinin PZR ile cDNA’dan Cogaltacagi Bolge Biiyiikliigii : 603 bg.
Tleri Primer Dizisi : 5’- atggagacagatttacacge -3’ (1-20)
Geri Primer Dizisi: 5°- gcttgttctgcatccaaacge -3° (582-602)
Primer Seti Optimum Tm Degeri :
¢DNA Dizisi Uzerinde Primer Oturma Bolgeleri ve Translasyon Karsihg:
M S EE I E P H I MU RIEKT FTETITIOQZ K I G

1 atgagtgaagaaatagaacctcatattatgagaaaatttgagatcatataaaaaatagga 60
tactcacttctttatcttggagtataatactcttttaaactctagtatattttttatcct

K 6 A Yy 6 I vw KA I DI R KL R Q V V A
61 aagggtgcatatggtatagtttggaaagctattgatagaaaattgaggtaagttgtggct 120
ttcccacgtataccatatcaaacctttcgataactatcttttaactccattcaacaccga

vV XK K vV ¥ D A F HN P T D A Q R T F R E
121 gtcaagaaagtttttgacgctttccataatcctactgatgcttagecgtacttttagagag 180
cagttctttcaaaaactgcgaaaggtattaggatgactacgaatcgcatgaaaatctctc

v M F L. O E L NG H E N I V K L L N I I
181 gttatgtttttataagagctgaatgggcatgagaacatagtaaaactactgaatattatc 240
caatacaaaaatattctcgacttacccgtactcttgtatcattttgatgacttataatag

K A NN K D L ¥y L V F D F M E T D L H
241 aaagcagaaaataataaagacttatacttagtttttgatttcatggagacagatttacac 300
tttcgtcttttattatttctgaatatgaatcaaaaactaaagTACCTCTGTCTAAATGTG

AV I R A D I L E E I H K K Y VvV M Y Q I
301 gctgtcattcgtgcagatatattagaagaaattcacaagaaatacgttatgtattagatt 360
CGacagtaagcacgtctatataatcttctttaagtgttctttatgcaatacataatctaa

L K AL K Yy M H S 6 DL I H R D L K P S
361 ttaaaagcacttaaatatatgcattcaggcgatttaattcaccgtgacttaaaaccatcc 420
aattttcgtgaatttatatacgtaagtccgctaaattaagtggcactgaattttggtagg

N I L L N S E C H V K L A D F G L A R S
421 aatattcttttaaatagtgaatgccacgttaaacttgctgatttcggtttagctcgttcg 480
ttataagaaaatttatcacttacggtgcaatttgaacgactaaagccaaatcgagcaagc

vV A Q K B D D A P P V L T E Y V A T R W
481 gtagcctaaaaagaagatgatgctccacctgttttaactgaatacgtagctactcgttgg 540
catcggatttttcttctactacgaggtggacaaaattgacttatgcatcgatgagcaacc

Yy R A P E I L L G S T K Y T K A V D M W

541 tatcgtgctccggaaattcttttaggtagcactaaatatactaaggctgtcgatatgtgg 600
atagcacgaggcctttaagaaaatccatcgtgatttatatgattccgacagctatacacc
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601
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1501

1561

s v 6 ¢ I L G E L I I G K s I F P G V S
agtgtcggatgtattttaggtgaacttattataggaaaatctattttccctggtgtaagt
tcacagcctacataaaatccacttgaataatatccttttagataaaagggaccacattca

T L. N ¢ I E R V L E L T G K P K N E D I
actcttaattaaattgagcgtgtcctcgaattaacaggcaaacctaaaaatgaagatatt
tgagaattaatttaactcgcacaggagcttaattgtccgtttggatttttacttctataa

E A I E S S L A W N I L N S I N I T K Q
gaagctattgaaagttctttagcctggaatattttaaattctattaacattactaagcaa
cttcgataactttcaagaaatcggaccttataaaatttaagataattgtaatgattcgtt

K K F E Q F F 9 G A S P D A L DL L K K
aagaagttcgagcaatttttccaaggcgcttctccecgatgectttagatttattgaagaaa
ttcttcaagctcgttaaaaaggttccgcgaagagggctacgaaatctaaataacttcettt

L L v F N P K L R L DA E Q A L Q H R Y
cttctcgtgttcaatcctaaattGCGTTTGGATGCAGAACAAgctctctagcategttat
gaagagcacaagttaggatttaacgcaaacctacgtcttgttcgagagatcgtagcaata

vV A E F H N P A E E H V C s K P I o I P
gtagctgaattccacaatcctgctgaagagcatgtatgttccaagecctatctagattect
catcgacttaaggtgttaggacgacttctcgtacatacaaggttcggatagatctaagga

L N D H E K F S I R K Y R E S L Y A D I
ctaaatgaccacgaaaaattctccataagaaaatatcgtgagtctctttacgctgacata
gatttactggtgctttttaagaggtattcttttatagcactcagagaaatgcgactgtat

N E R K K K QQ R I E W R N K Y L R QO L G
aatgagcgtaagaaaaagcaaagaattgagtggagaaataaatatttaagataattaggt
ttactcgcattctttttcgtttcttaactcacctctttatttataaattctattaatcca

L s I G D E G Q Q A A V Q N G O O I A E
ttatcaataggagatgaaggttagtaagctgcagtgtaaaacggttaataaatagcagaa
aatagttatcctctacttccaatcattcgacgtcacattttgccaattatttatcgtctt

G 9 00 Q0 P Q Q QO V QO Q O 0 Q o I QO Y S
ggttaataatagcaaccctaacagcaagtacagtagtaataatagtaaatataatactct
ccaattattatcgttgggattgtcgttcatgtcatcattattatcatttatattatgaga

o Y 9 0 9 S s T VvV K NN S A Q QO P E K R
cagtattagcaacaatcttctacagttaaaaataactctgctcaataacctgaaaagcgt
gtcataatcgttgttagaagatgtcaatttttattgagacgagttattggacttttcgceca

N A R Q V S Q E N I E Q V S O Q0 O O 0O 0O
aatgctcgttaagtctcttaagaaaatatagaacaagtttcttagtaatagcaatagtag
ttacgagcaattcagagaattcttttatatcttgttcaaagaatcattatcgttatcatc

Q9 s s N O Q Q Y Q O Q9 O V R Q0 Q N N R
taataatcatcaaattaatagtaataccagcaataataagttagataacaaaacaatcgt
attattagtagtttaattatcattatggtcgttattattcaatctattgttttgttagca

E QA Q Q G S V Q0o s o 0L 9 0 Q N S S
gaacaagctcaacaaggatctgtgtagtaaagctaataattacaataataaaacagtagt
cttgttcgagttgttcctagacacatcatttcgattattaatgttattattttgtcatca

v ¢ s s T Q9 0 ¢ P S K Y QO P Y QO A N Q Y
gtgtaatcctccacacaacaatagccaagcaaatactagccctactaggcaaattaatat
cacattaggaggtgtgttgttatcggttcgtttatgatcgggatgatccgtttaattata

G A K Y Q P QA NOQOQV Q0 Q P 0 Q Q0 S L
ggagctaagtattagccacaagccaactaataagttcaatagcctcaacagtaaagctta
cctcgattcataatcggtgttcggttgattattcaagttatcggagttgtcatttcgaat

T ¢ S Q N N T Q A N G T T © Q@ T S Q L K
acctaatcacaaaacaatacacaagcaaatggtacaacctagtagacatctcaacttaaa

tggattagtgttttgttatgtgttcgtttaccatgttggatcatctgtagagttgaattt

s ¢ N A P MY QO T Q S Q F O N O N N V T
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tcataaaatgcacctatgtattagacttaatctcagttttaaaatcaaaataatgttact
agtattttacgtggatacataatctgaattagagtcaaaattttagttttattacaatga

A A NNNGT G P N K AMY Q T N Y N N
gctgcaaataataatggcactggacctaacaaggccatgtactaaacaaactataataac
cgacgtttattattaccgtgacctggattgttccggtacatgatttgtttgatattattg

Yy I Pp A K NN Y G Q V P N S Q N V A A N
tacattccagctaagaataactacggacaagtaccaaacagttaaaatgttgctgctaac
atgtaaggtcgattcttattgatgcctgttcatggtttgtcaattttacaacgacgattg

G NA G AV S NN S S G V Y K S D A QO N
ggaaatgctggtgcagtttcaaataacagctctggtgtttacaaatctgatgcttaaaac
cctttacgaccacgtcaaagtttattgtcgagaccacaaatgtttagactacgaattttg

o PV Q Y G S Y V P Q QO K O Y K Y QO P G
tagcctgtgtaatacggcagctatgttccacaataaaagtaatataaatattagccaggt
atcggacacattatgccgtcgatacaaggtgttattttcattatatttataatcggtcca

s N A T A S QO S Q O N O P O G A S G A T
agcaatgctactgcttcttaaagtcaacaaaaccaaccttaaggagcaagcggtgctaca
tcgttacgatgacgaagaatttcagttgttttggttggaattcctegttcgeccacgatgt

Y A N Y V Q0 R Q0 O 0 Q0 O 0 0 G s N P S Q
tatgcaaattatgttcaaagataatagtagtaataatagtagggaagtaacccatcttaa
atacgtttaatacaagtttctattatcatcattattatcatcccttcattgggtagaatt

T o AQ QY Y Q M EKNOQ QO Q O 0 I O Q
acctaggcacagtagtactattaaatgaaaaactaataacaataacaataaatttagcag
tggatccgtgtcatcatgataatttactttttgattattgttattgttatttaaatcgte

Q Q 0 P 5 O VT K QQMOQY A Q Q Y K Q Q
caacaacagccatcacaagttactaaatagatgcaatacgcatagcaatacaaacaataa
gttgttgtcggtagtgttcaatgatttatctacgttatgcgtatcgttatgtttgttatt

Q

tga
act
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Gen ismi: Erk7c

TGD Erisim Numarasi: TTHERM_00537240

NCBI Erisim Numarasi: XP_001023534

Genomik Lokalizasyonu (5°-3%): Tiimleske: 8254428, Bolge: 403286 — 399312

Intron Sayisi: 1

Genomik Dizi Biiyiikliigii: 3975 bg.

c¢DNA Biiyiikliigii: 3360 bg.

Protein Biiyiikliigii: 1119 aa.

Primer Setinin PZR ile gDNA’dan Cogaltacag Bolge Biiyiikliigii: 1715 bg.

Primer Setinin PZR ile cDNA’dan Cogaltacagi Bolge Biiyiikliigii: 1100 bg.

Tleri Primer Dizisi: 5’- atgagtgaagacatagaacc—3’ (1-21)

Geri Primer Dizisi: 5°- ctgcataattaagaatcc -3° (1083—1100)

Primer Seti Optimum Tm Degeri:

¢DNA Dizisi Uzerinde Primer Oturma Bolgeleri ve Translasyon Karsihig:
M S EDIEPHV L RRYE ETITLS K L G

1 atgagtgaagacatagaaccacatgttctaagaagatatgaaatattgagcaagctaggt 60
TACTCACTTCTGTATCTTGGtgtacaagattcttctatactttataactcgttcgatcca

R 6 A Y G I vw KV Y D KR T K Q V L A
61 agaggagcatatggaatagtttggaaagtatatgacaaaaggactaagcaagttttagct 120
tctcctcecgtataccttatcaaacctttcatatactgttttcctgattcgttcaaaatcga

L K K I F D A F Q N S T D A Q R T F R E
121 ctaaagaaaatatttgatgcgtttcagaattcaactgatgcatagcgtacctttagagag 180
gatttcttttataaactacgcaaagtcttaagttgactacgtatcgcatggaaatctctc

I M F L ©Q E L D H E N I I K V I N V I R
181 attatgtttctctaagaattagatcatgaaaatataattaaagtgattaatgtaattcgt 240
taatacaaagagattcttaatctagtacttttatattaatttcactaattacattaagca

A K N DR D I Yy VYV F E Y M D T D L H A
241 gcaaagaatgaccgtgatatttatgtagtttttgaatatatggacactgatttgcacgeg 300
cgtttcttactggcactataaatacatcaaaaacttatatacctgtgactaaacgtgcge

v I R V N I L E DI H K QO Y I M Y @ I F
301 gttattagggttaacattcttgaagatattcataaataatatataatgtactaaatattt 360
caataatcccaattgtaagaacttctataagtatttattatatattacatgatttataaa

R A I K Y I H S G E L I H R D L K A S N
361 agagcaataaagtacatacactctggtgagttaattcatagagacttaaaagcatcaaat 420
tctcgttatttcatgtatgtgagaccactcaattaagtatctctgaattttcgtagttta

I L. vN S D CMV K V A DVF G L V R S I
421 atccttgtaaattcagattgtatggtgaaagtagcagatttcggattagtaagatcgatt 480
taggaacatttaagtctaacataccactttcatcgtctaaagcctaatcattctagctaa

AN Q E N G S T P I L T E Y I A T R W Y
481 gcgaactaagaaaacggctcaactccaatactcacagagtatatagccacaagatggtat 540
cgcttgattcttttgccgagttgaggttatgagtgtctcatatatcggtgttctaccata
R A P E I L L G I I E L s QQ C S H T Y T
541 agggcaccagaaatattattaggtattattgagttatcacaatgttcacatacgtatacc 600
tccecgtggtctttataataatccataataactcaatagtgttacaagtgtatgcatatgg

K G v obMm w s I G C I L G o L L L G K P
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aagggagtagatatgtggagtattggctgtattttgggatagcttttattaggaaagcecct
ttccctcatctatacacctcataaccgacataaaaccctatcgaaaataatcctttcecgga

I ¥ A G T s T L N QQ L E L I L Q V T G K
atctttgcaggaacaagcactctcaattaacttgaattaatattataagttactggtaaa
tagaaacgtccttgttcgtgagagttaattgaacttaattataatattcaatgaccattt

p T Yy E D I E A I 9 s D L A I T M L E A
ccaacgtacgaagatattgaagctatttagagcgatttagcaataactatgctagaagcect
ggttgcatgcttctataacttcgataaatctcgctaaatcgttattgatacgatcttcga

v ¢ NN P T Q N T K T L Q O M I P M A S
gtataaaataatccaacttaaaataccaaaactctccagtaaatgataccaatggccagt
catattttattaggttgaattttatggttttgagaggtcatttactatggttaccggtca

b b AL DL L QN L L Q F N P K KR I T
gatgatgctttagatctattataaaatttactttagtttaatccaaaaaagcgtataact
ctactacgaaatctagataatattttaaatgaaatcaaattaggttttttcgcatattga

A E O A L S H P Y V R Q F H N P N D E P
gcagaataggctttaagtcatccatacgttaggtaattccataatcctaatgatgagect
cgtcttatccgaaattcagtaggtatgcaatccattaaggtattaggattactactcgga

v C G R I I 9 I P L D DN KK Y S M R F
gtttgtggaagaatcatttaaattccgttagatgataataaaaaatatagtatgagattt
caaacaccttcttagtaaatttaaggcaatctactattattttttatatcatactctaaa

Yy R D K L Yy Y E I S P R K N V Q O N G K
tatagagataaattatactatgaaatatctccaagaaaaaatgtttagcagaatggtaag
atatctctatttaatatgatactttatagaggttcttttttacaaatcgtcttaccattc

o b s ¢ L ¢ s N F S E S O D O I O O P Q
taGGATTCTTAATTATGCAGtaatttttcagaatcataagattagatttaatagccgecag
atcctaagaattaatacgtcattaaaaagtcttagtattctaatctaaattatcggegte

o I 9 H Q9 0 o T V N E Q Q V L Q QQ R T N
taaatatagcattaataataaacagtaaatgagtaataagtccttcagtaaagaacaaat
atttatatcgtaattattatttgtcatttactcattattcaggaagtcatttcttgttta

N Qo 0 F O S K DN S I O N AU RNN S N S
aattaacaattttagtcaaaagataattcaattcaaaatgctagaaacaactcaaacagt
ttaattgttaaaatcagttttctattaagttaagttttacgatctttgttgagtttgtca

s N s s ¢ v K T N O s T Y N N I O S T L
tctaattcaagctaagtgaaaacaaattaatctacttacaataatatttaatctacactt
agattaagttcgattcacttttgtttaattagatgaatgttattataaattagatgtgaa

L R 0 K S N G I I 0 K Q E N G N M QO O N
ttaagataaaaatcaaatgggataatttaaaagtaagaaaatggaaatatgtaataaaat
aattctatttttagtttaccctattaaattttcattcttttacctttatacattatttta

o N I 0 S S D Q O © N L A K E V I QO O T
tagaatatttaaagttcagattaacaatagaatttagcaaaggaagttatttaataaaca
atcttataaatttcaagtctaattgttatcttaaatcgtttccttcaataaattatttgt

s AV V A A Q QO A V L A R K T Q K Q N S
tcagctgtagttgctgcgtagtaagcagtattagctcgaaagacatagaaataaaatagt
agtcgacatcaacgacgcatcattcgtcataatcgagctttctgtatctttattttatca

I O F Q O N I Y N E V QO E S I Y Q O V K
atataattttagcaaaatatttacaacgaagtgtaagaaagcatatatcaataagtaaaa
tatattaaaatcgttttataaatgttgcttcacattctttcgtatatagttattcatttt

T o K o oL Y Q 0 o L M Q O Q 0 9 0 9 Q
acataaaagcaatagctttatcagtaatagctgatgcaataatagtaacagtaataataa

tgtattttcgttatcgaaatagtcattatcgactacgttattatcattgtcattattatt

K M 0 0 0 S 0 N Q V I S S KN O TI 0 Y 0
aaaatgtaataacaatcctaaaattaagttatcagtagtaaaaattaaattcaatatcaa
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ttttacattattgttaggattttaattcaatagtcatcatttttaatttaagttatagtt

s s NI N K K QQ N E E N E I R D P S E N
tcaagtaatataaataaaaagtaaaatgaagaaaatgaaattagagatccttcagaaaac
agttcattatatttatttttcattttacttcttttactttaatctctaggaagtcttttg

s I K Q 0 9 K L. Y A S P K A P S S N Q I
agtatcaagcaataatagaaactctatgcatccccaaaagctccaagttcaaattaaatt
tcatagttcgttattatctttgagatacgtaggggttttcgaggttcaagtttaatttaa

L S NN O NL ©Q O T L T N N I M S T N N
ttatcaaataattaaaatttgtaataaaccttaacaaataatatcatgagtacaaataat
aatagtttattaattttaaacattatttggaattgtttattatagtactcatgtttatta

T N 6 I H N T I S N G F A K R P T P F L
acaaatggaattcacaatacaattagtaatggtttcgctaaaagaccaactcctttctta
tgtttaccttaagtgttatgttaatcattaccaaagcgattttctggttgaggaaagaat

g S K N S s 0 o T s N S T A L N Q K S S
tagagtaagaatagcagttaataaacttcaaattctactgcactaaaccaaaaaagttcc
atctcattcttatcgtcaattatttgaagtttaagatgacgtgatttggttttttcaagg

s N o N S 0 O I L O O O 9 V K O M L N S
tcaaattaaaattcttaataaattctataataacagtaagtaaaataaatgcttaatagt
agtttaattttaagaattatttaagatattattgtcattcattttatttacgaattatca

P N T Q0 OM I 0 Q Q K S K E I N O N I F
cctaacacttaacagatgatataacaatagaaaagtaaggaaataaattaaaatattttc
ggattgtgaattgtctactatattgttatcttttcattcctttatttaattttataaaag

s ¢ o N I 0 N P H L L NG N Q Y I S S N
agttaacaaaatatttaaaatcctcatttgctcaatggaaatcaatatattagcagcaac
tcaattgttttataaattttaggagtaaacgagttacctttagttatataatcgtcgttg

N T I N N NN D G © I D NV D E G I T S
aatacaattaacaacaataatgatggataaattgataatgttgatgaaggaattacatct
ttatgttaattgttgttattactacctatttaactattacaactacttccttaatgtaga

p v S ¢ N I L K Q S N S N R L I K P N N
ccagtaagttaaaatatattaaagtaatcgaatagtaatagattgattaagcctaataat
ggtcattcaattttatataatttcattagcttatcattatctaactaattcggattatta

L K s N S s K A L ¢ S P T S N I V S P Q
ctgaaatctaattcaagtaaagctctgtaatcgccaacctcaaatatagtatctccatag
gactttagattaagttcatttcgagacattagcggttggagtttatatcatagaggtatc

H Qo o ¢ s s vs s @ s T 9 @ s H P S S A
cattaatagtaatcttctgtaagctcctaatccacttaatagtcgcacccctcttcagea
gtaattatcattagaagacattcgaggattaggtgaattatcagcgtggggagaagtcgt

I 9 N Q N S QO V QO 0 K P A S I N T S Q K
atttaaaattaaaactcttaagtataacaaaaaccagcttcaataaacacttcttaaaaa
taaattttaattttgagaattcatattgtttttggtcgaagttatttgtgaagaattttt

Yy L. R I I O G A T P S T Q Q E N N L K
tatttgtaaagaattatatagggagcaacaccttctacatagcaagagaataatttaaaa
ataaacatttcttaatatatccctcgttgtggaagatgtatcgttctcttattaaatttt

o A I S H Q N QO N N I I O O O Y O N Y I
taagccatttcacattaaaatcaaaataatataatacaataataatattagaattatatc
attcggtaaagtgtaattttagttttattatattatgttattattataatcttaatatag

N S N L S T N N NN S N P S H Q M N N Q
aacagcaatttaagtacaaataacaacaacagtaacccaagtcattaaatgaataattag
ttgtcgttaaattcatgtttattgttgttgtcattgggttcagtaatttacttattaatc

NV QO N TN V Q S 0 S N G Y S Q N N N G

aatgtttaaaatacaaatgttcagtcataaagcaatggatactcctaaaacaataacggg
ttacaaattttatgtttacaagtcagtatttcgttacctatgaggattttgttattgccc
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Yy p T Q S N S G ¥ 0 Q L N N G Y P Q H T
taccctacttaaagtaatagtggatattagcaattaaacaatggatatccataacatacc
atgggatgaatttcattatcacctataatcgttaatttgttacctataggtattgtatgg

N I ¥ S QQ N S S N N I Y T Q O QO O O o L
aatatatattcatagaatagtagcaataatatatatacttaacaatagcaacagcaatta
ttatatataagtatcttatcatcgttattatatatatgaattgttatcgttgtcgttaat

s 6 9 L K K G s T s I N QY L T T T Y K
tctggacaattaaagaaaggatctacttctattaattaatatcttacaacaacttataaa
agacctgttaatttctttcctagatgaagataattaattatagaatgttgttgaatattt

N p T Q T M Q Q 0O M Y K G N O I D F Y S
aaccctacctaaacaatgtaataataaatgtataaaggaaatcaaatagatttttattct
ttgggatggatttgttacattattatttacatatttcctttagtttatctaaaaataaga

P N K S K v N T A N Y F G N R A S V T K
ccgaacaaatcgaaagttaacactgcaaattattttggtaatagggcttcggtaacaaaa
ggcttgtttagctttcaattgtgacgtttaataaaaccattatcccgaageccattgtttt

T M A Q L N Q9 K N N S N S A I I P N S N
actatggcctaattaaaccaaaagaataatagcaatagtgctataattccaaactctaac
tgataccggattaatttggttttcttattatcgttatcacgatattaaggtttgagattg

T s N ¢ I 9 N N N O L N T N N N N N S N
acaagcaattaaatttaaaataataattaattaaatacaaataataacaataatagcaat
tgttcgttaatttaaattttattattaattaatttatgtttattattgttattatcgtta

K NY 0 T G o N G H I I L N G N Q S V S
aaaaactattaaacaggctaaaatgggcatattattttgaatggtaatcaatctgtttct
tttttgataatttgtccgattttacccgtataataaaacttaccattagttagacaaaga

H N I H A Q N S V S A G N M A NN N L N
cataatattcatgcatagaatagcgtatctgcagggaatatggctaacaacaatttaaat
gtattataagtacgtatcttatcgcatagacgtcccttataccgattgttgttaaattta

s L. NG o S s T K N K Y S Y S N L L Q N
tctcttaatggctagtcttctacaaaaaataaatatagctattctaatcttttataaaat
agagaattaccgatcagaagatgttttttatttatatcgataagattagaaaatatttta

A Q K L K A N T P S Y H QL N S P K Y 0

gcttaaaaattaaaggcaaatactccttcctatcattaacttaattctcctaagtattga
cgaatttttaatttccgtttatgaggaaggatagtaattgaattaagaggattcataact

172

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360



Gen Ismi: MPK1

TGD Erisim Numarasi: TTHERM 00469230

NCBI Erisim Numarasi: AY426249

Genomik Lokalizasyonu (5’-3”): Tiimleske: 8254371, Bolge: 464158 - 465342
intron Sayisi: 0

Genomik Dizi Biiyiikliigii: 1185 bg.

c¢DNA Biiyiikliigii: 1185 bg.

Protein Biiyiikliigii: 394 aa.

Primer Setinin PZR ile gDNA’dan Cogaltacagi Bolge Biiyiikliigii: 1001 bg.
Primer Setinin PZR ile cDNA’dan Cogaltacagi Bolge Biiyiikliigii : 1001 bg.
fleri Primer Dizisi : 5°- atgaatatataaaatagatcgga -3’ (185-208)

Geri Primer Dizisi: 5°- tcagtgaataggatggaaagatttagcttc -3° (1156-1185)
Primer Seti Optimum Tm Degeri :

¢DNA Dizisi Uzerinde Primer Oturma Bolgeleri ve Translasyon Karsihig:

M Q0 Q Q 0 N O Q0 Q O A Q Q Q O L O Q QO Q
1 atgtagtaataataaaattagcaataacaagcacaatagtaatagctgtaacaacaatag 60
tacatcattattattttaatcgttattgttcgtgttatcattatcgacattgttgttatc

Q9 0 0 9 H Q Q A Q Q H OE K P Q K P I
61 tagcaatagtagtagcattagtaggcacaacagcaccaagaaaagcctcaaaaaccaatt 120
atcgttatcatcatcgtaatcatccgtgttgtcecgtggttcttttcggagtttttggttaa

Q v Pp P G K H K F D C G o T I F V V D E
121 caagtacctcctggtaagcacaaatttgattgtgggcagactatttttgttgtcgatgag 180
gttcatggaggaccattcgtgtttaaactaacacccgtctgataaaaacaacagctactc

K'Yy E Y I K 9 I G ¥ G A Y G V V C S A V
181 aaatatgaatatataaaatagatcggatatggagcttacggtgtggtttgctcagcagta 240
tttaTACTTATATATTTTATCTAGCCTatacctcgaatgccacaccaaacgagtcgteat

N K E N G S K V A I K K V Q N A Y D D L
241 aataaagaaaatggttcaaaagttgcaattaaaaaggtttaaaatgcttatgatgatttg 300
ttatttcttttaccaagttttcaacgttaatttttccaaattttacgaatactactaaac

I b A K R I VRE I K L L K F F E H D N
301 atcgatgcaaagcgtattgtcagagaaatcaaacttttaaaattctttgaacacgataat 360
tagctacgtttcgcataacagtctctttagtttgaaaattttaagaaacttgtgctatta

I 1 s L L b Vv I K P N A P V G D E D I Y
361 attatttcacttttagatgttattaagcctaacgcgccagtaggtgacgaagatatctac 420
taataaagtgaaaatctacaataattcggattgcgcggtcatccactgcttctatagatg

M V P DL M E T D L H R V I Y S R Q E L
421 atggtatttgatttgatggaaactgatttgcaccgtgttatttattctcgttaagaactc 480
taccataaactaaactacctttgactaaacgtggcacaataaataagagcaattcttgag

s D E H I 9 Y F VY ¢ I L R G L L Y I H
481 agcgatgagcatatctaatattttgtctattaaattcttcgtggtctcttatacattcat 540
tcgctactcgtatagattataaaacagataatttaagaagcaccagagaatatgtaagta

S A NV I H R DL K P S N I L L N K N C

541 tctgcaaatgttattcatcgtgatctaaagcccagcaatattttgcttaataagaactgt 600
agacgtttacaataagtagcactagatttcgggtcgttataaaacgaattattcttgaca

173



601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

p L K I ¢ D F G L A R G F E E P G E S L
gatcttaaaatttgcgattttggtctggcccgtggattcgaagagcctggtgaaagecttyg
ctagaattttaaacgctaaaaccagaccgggcacctaagcttctcggaccactttcgaac

T E vy v 1 T R W Y R A P E V I L N A S E
actgaatacgtaattactcgttggtaccgtgctcctgaagttattttgaatgctagtgag
tgacttatgcattaatgagcaaccatggcacgaggacttcaataaaacttacgatcactc

Yy N o A V D I W S VvV 6 ¢ I T A E L L G R
tacaatcaagctgttgatatttggtcagttggttgcatcactgctgaattattaggaaga
atgttagttcgacaactataaaccagtcaaccaacgtagtgacgacttaataatccttct

T p L F P G E N Y L D QO V QQ R V I A V L
acaccccttttcccaggagaaaattatctagattaagtttagecgtgtcatagcagtttta
tgtggggaaaagggtcctcttttaatagatctaattcaaatcgcacagtatcgtcaaaat

G T p T Q E DM A Y I G N OQ D A I K Y I
ggaacccctactcaagaagatatggcttatattggcaattaagatgctattaaatatata
ccttggggatgagttcttctataccgaatataaccgttaattctacgataatttatatat

K s ¢ p K R T K Q S W o s L Y P K A N P
aaatctcaaccaaaaagaactaaataatcatggtagagtctttatccgaaagcaaatcca
tttagagttggtttttcttgatttattagtaccatctcagaaataggctttcgtttaggt

L AL DL L S K MUL TVF N P E K R Y T V
ctagctcttgaccttttaagtaaaatgctcactttcaatccagaaaaacgctatactgtt
gatcgagaactggaaaattcattttacgagtgaaagttaggtctttttgcgatatgacaa

K £ ¢ I E H P Y F E G L H Y P D E E P E
aaagaatgcatcgaacatccttacttcgaaggacttcattaccctgatgaagaacctgag
tttcttacgtagcttgtaggaatgaagcttcctgaagtaatgggactacttcttggacte

c E o VvV F DW S W D K F T P T K E I L Q
tgtgagtaagtttttgattggtcttgggataaattcacacctactaaagaaatattgtag
acactcattcaaaaactaaccagaaccctatttaagtgtggatgatttctttataacatc

K M I ¥ Q E A K S F H P I H Q
aagatgatctactaaGAAGCTAAATCTTTCCATCCTATTCACTGA
ttctactagatgattcttcgatttagaaaggtaggataagtgact
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Gen ismi: MPK?2

TGD Erisim Numarasi: TTHERM_ 00760190

NCBI Erisim Numarasi: AY426250

Genomik Lokalizasyonu (5°-3°): Tiimleske: 8254370, Bolge: 2367 - 132

Intron Sayisi: 7

Genomik Dizi Biiyiikliigii: 2236 bg.

c¢DNA Biiyiikliigii: 1212 be.

Protein Biiyiikliigii: 403 aa.

Primer Setinin PZR ile gDNA’dan Cogaltacagi Bolge Biiyiikliigii: 2236bg.
Primer Setinin PZR ile cDNA’dan Cogaltacagi Bolge Biiyiikliigii : 1212 bg.
Tleri Primer Dizisi : 5’- atggagcattaggtgcctaaag -3’ (1-22)

Geri Primer Dizisi: 5’- tcaataaaatattttagaaacaaatttac -3° (1184-1212)

Primer Seti Optimum Tm Degeri :

¢DNA Dizisi Uzerinde Primer Oturma Bolgeleri ve Translasyon Karsihgi:

M E H Q9 v P K E I I E Y Y K P Y E N
1 atggagcattaggtgcctaaagaaattatagaatactacaaaccatatgaaaac 54
TACCTCGTAATCCACGGATTTCtttaatatcttatgatgtttggtatacttttyg

K K s N I R V Q N V L S A S K F E M
55 aagaaatcaaatattagagtttaaaatgtattgagtgcctctaaatttgaaatg 108
ttctttagtttataatctcaaattttacataactcacggagatttaaactttac

b b NY s I I D S I G Q G A Y G I V
109 gacgataattatagtatcatagactcaattggtcagggagcttatggtattgtt 162
ctgctattaatatcatagtatctgagttaaccagtccctcgaataccataacaa

vV A A R DL N C QD E E NN L V A I
163 gtagcagctagagacttgaattgttaggacgaagagaataatttggtagcaatc 216
catcgtcgatctctgaacttaacaatcctgcttctcttattaaaccatcgttag

K K I E K A F E H K I F T K R T L R
217 aaaaaaatagaaaaagcatttgaacataaaatatttacaaaaagaacattgaga 270
tttttttatctttttcgtaaacttgtattttataaatgtttttcttgtaactct

E L R L L .R L L K H E N I I G I N T
271 gaactgcgtttacttagattgcttaagcacgaaaatattatcggcatcaataca 324
cttgacgcaaatgaatctaacgaattcgtgcttttataatagccgtagttatgt

L L. L. P R S R E K F E D I Y V V S E
325 ttattattacctagatcaagagaaaaatttgaagatatatatgtagtttctgag 378
aataataatggatctagttctctttttaaacttctatatatacatcaaagactc

L M E T b L A S I I K S E ¢ P L T D
379 ttgatggagacagatttagcatcaattataaaaagtgaacaaccacttactgat 432
aactacctctgtctaaatcgtagttaatatttttcacttgttggtgaatgacta

E H C 0 F F L ¥ 0 I L R G L K Y I H
433 gagcattgtcaattcttcctatactaaatccttcgtggtttaaaatatatacat 486
ctcgtaacagttaagaaggatatgatttaggaagcaccaaattttatatatgta

S A K vVv H R DL K P R N L L V N S

487 tcagcaaaggtcgttcatcgtgacttaaaacctagaaatttgcttgtaaattct 540
agtcgtttccagcaagtagcactgaattttggatctttaaacgaacatttaaga
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N ¢ b L K I C D F G L A R T I I P G
aactgtgatttaaaaatttgtgattttggtttagctagaacaattattcctggg
ttgacactaaatttttaaacactaaaaccaaatcgatcttgttaataaggaccc

L K ¢ R AG ML T D Y V A T R W Y R
ctaaagtgtagagctggtatgctaacagattatgttgcaaccaggtggtataga
gatttcacatctcgaccatacgattgtctaatacaacgttggtccaccatatct

A P E L L L S W R D Y D E K V D V W
gccccagaacttcttttatcttggagagactatgatgaaaaagttgatgtctgg
cggggtcttgaagaaaatagaacctctctgatactactttttcaactacagacc

s v 6 ¢ I F A E L L R R K P F L P G
tcggtaggttgtatttttgcagaactattgagaagaaaaccatttttaccagga
agccatccaacataaaaacgtcttgataactcttcttttggtaaaaatggtcct

I b T RN I E L I F E Y L G T P S
atagatacaagaaatcaaatagagcttatttttgagtatctgggtactcctagt
tatctatgttctttagtttatctcgaataaaaactcatagacccatgaggatca

EQ E I N N I P R E K F R K M V K N
gaataagaaataaataatattccaagagaaaagtttagaaaaatggttaaaaac
cttattctttatttattataaggttctcttttcaaatctttttaccaatttttg

M P K R QO P K 0 F E K L F S K A S K
atgcctaagagatagccaaagcagtttgaaaaattattcagcaaagcctcaaaa
tacggattctctatcggtttcgtcaaactttttaataagtcgtttcggagtttt

E G K T R Y Q I F K L S T o I K L N
gaaggtaaaaccagatattaaatatttaaattatctacttaaatcaaattaaat
cttccattttggtctataatttataaatttaatagatgaatttagtttaattta

c I K K A I DL L R K L L T F D F T
tgtataaaaaaagcaattgatttacttagaaaacttttgacttttgatttcaca
acatatttttttcgttaactaaatgaatcttttgaaaactgaaaactaaagtgt

K R I T v D E A L S H P Y L S E L H
aaaagaattaccgtagatgaagctttaagccatccttatttatctgaattgcat
ttttcttaatggcatctacttcgaaattcggtaggaataaatagacttaacgta

¥ P E D E P T C E P V S K L D F E F
ttccctgaagatgaaccaacatgtgagcecctgtttctaagecttgattttgaattt
aagggacttctacttggttgtacactcggacaaagattcgaactaaaacttaaa

E E H N L T L Q Q L K G K I I T S K
gaagagcataatcttactttacagtaattaaaaggtaaaataataacaaGTAAA
cttctcgtattagaatgaaatgtcattaattttccattttattattgttcattt

F V S K I F Y 0

TTTGTTTCTAAAatattttattga
aaacaaagattttataaaataact
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Gen ismi: MPK3

TGD Erisim Numarasi: TTHERM_ 00660130

NCBI Erisim Numarasi: AY426251

Genomik Lokalizasyonu (5°-3°): Tiimleske: 8254577, Bolge: 3845 - 1132
Intron Sayisi: 2

Genomik Dizi Bityiikliigii: 2714 bg.

¢DNA Biiyiikliigii: 1449 bg.

Protein Biiyiikliigii: 482 aa.

Primer Setinin PZR ile gDNA’dan Cogaltacagi Bolge Biiyiikliigii: 2439 bg.
Primer Setinin PZR ile cDNA’dan Cogaltacagi Bolge Biiyiikliigii: 1392 bg.
Tleri Primer Dizisi : 5’- atgtctaaatcatactaacaaaacggg -3’ (57-85)

Geri Primer Dizisi: 5°- tcattttttatggaggtttgctttttc-3° (1423-1449)

Primer Seti Optimum Tm Degeri :

¢DNA Dizisi Uzerinde Primer Oturma Bolgeleri ve Translasyon Karsihgi:

M VvV K A A T K L S L 0 L O R I N QO L
1 atggttaaagcagcaacaaagctcagcctatagctttaaagaatcaatcagctg 54
taccaatttcgtcgttgtttcgagtcggatatcgaaatttcttagttagtcgac

K M s K S ¥ 0 9 N G I T F T T G E R
55 aaaatgtctaaatcatactaacaaaacgggattacctttacaacaggagaaaga 108
tttTACAGATTTAGTATGATTGTTTTGCCCtaatggaaatgttgtcctetttcet

Yy E v D K L L. G S G A Y G Q V V R A
109 tatgaagttgataagttattaggctcaggagcatatggccaagtagtgagagcc 162
atacttcaactattcaataatccgagtcctcgtataccggttcatcactctcgg

K D K K N QO DN QQ Y V A I K K L H K I
163 aaagataagaaaaattagaatcagtatgtagcaataaagaaattacacaaaatc 216
tttctattctttttaatcttagtcatacatcgttatttctttaatgtgttttag

E DV I DA KRV L R E I R I L R Y
217 gaagatgttatagatgcaaaaagagttcttagagaaataagaatcttacgttat 270
cttctacaatatctacgtttttctcaagaatctctttattcttagaatgcaata

L v H E N I L Q9 L s D I L Y D D E D
271 ttagttcatgaaaatatcttgtaattgagtgatattctttatgatgacgaagat 324
aatcaagtacttttatagaacattaactcactataagaaatactactgcttcta

E N OQOQE F G T I ¥ L V T N Y M E I D
325 gaaaattaagaattcggcacaatctatttagtaaccaattacatggaaatcgat 378
cttttaattcttaagccgtgttagataaatcattggttaatgtacctttagcecta

L Y Q Vv I K S D Q K L S D Q H I Q Y
379 ttgtatcaagttattaagtctgatcaaaagctcagcgattagcacatccaatat 432
aacatagttcaataattcagactagttttcgagtcgctaatcgtgtaggttata

I I vy o I L K G L K Yy L H s A N I I
433 attatctattaaatccttaagggtttgaagtatctccactctgcaaatattatc 486
taatagataatttaggaattcccaaacttcatagaggtgagacgtttataatag

H R DL K P S N L L A T E K C A I R
487 cacagagatctcaaaccatcaaatcttttagccacagaaaaatgtgctattcgt 540
gtgtctctagagtttggtagtttagaaaatcggtgtctttttacacgataagca

M ¢ DF G L S R S I EDTETGOQT K QE OQ
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atgtgtgattttggtttatcaagaagtattgaagatgagcagaagcaagaacaa
tacacactaaaaccaaatagttcttcataacttctactcgtcttcgttcttgtt

g L vV RN L I L F F S F I I L M H N
caactagtaagaaatcttattttatttttcagcttcattattctgatgcataat
gttgatcattctttagaataaaataaaaagtcgaagtaataagactacgtatta

L H K @ T N K Q I N K K T N K P N OQ
ttacacaaacaaacaaacaaataaataaataaaaaaactaacaaacccaaccaa
aatgtgtttgtttgtttgtttatttatttatttttttgattgtttgggttggtt

Yy L ¥ 0 T L L S Y s L K Q F I H N C
tatttattttaaactctattaagttattccctcaaataattcattcataattgce
ataaataaaatttgagataattcaataagggagtttattaagtaagtattaacg

N Q F S L ¥ E F Y T V N K K Q A S K
aactaattttctctctatgagttttatacagtcaacaaaaagcaagcaagcaaa
ttgattaaaagagagatactcaaaatatgtcagttgtttttcgttecgttegttt

g I N T C Q L T E Y V V T R Y Y R A
caaataaatacttgttaattaaccgaatacgttgtcactagatactatagagct
gtttatttatgaacaattaattggcttatgcaacagtgatctatgatatctcga

P E I M L S S H Vv Y S K A V D I W S
cctgaaatcatgcttagctctcatgtttactcaaaggctgtcgatatttggtcect
ggactttagtacgaatcgagagtacaaatgagtttccgacagctataaaccaga

L 6 ¢ T F A E L I S H Q I L F K A D
cttggttgcacatttgccgaactgattagccattaaatcctctttaaagcagat
gaaccaacgtgtaaacggcttgactaatcggtaatttaggagaaatttcgtcta

N Y I K ¢ I K L T F D K L G M P P E
aattatattaaataaattaagttaattttcgataagcttggtatgcctcctgag
ttaatataatttatttaattcaattaaaagctattcgaaccatacggaggactc

E DL ©Q F I G N S N A K Q F V N T L
gaagatttgcaatttattggaaacagtaatgctaaataattcgtaaatactctc
cttctaaacgttaaataacctttgtcattacgatttattaagcatttatgagag

A K K N S V K VvV s s F I N Y E N P L
gctaaaaagaattctgtcaaggttagcagctttattaattatgaaaatccatta
cgatttttcttaagacagttccaatcgtcgaaataattaatacttttaggtaat

AL DL I DK ML A I N P S K R I T
gcccttgacttaatagacaagatgcttgctataaaccccagcaaacgtataact
cgggaactgaattatctgttctacgaacgatatttggggtcgtttgcatattga

A D E A L E H P Y F QQ S I R D V Q E
gctgatgaagcccttgaacacccttacttctaatctattcgtgatgtctaagaa
cgactacttcgggaacttgtgggaatgaagattagataagcactacagattctt

E I K ¥ T G T I N F D F E T D S E I
gaaatcaaattcactggaactatcaactttgatttcgaaactgactctgaaata
ctttagtttaagtgaccttgatagttgaaactaaagctttgactgagactttat

T I £ S L R K ¢ I L E E V N H F R Q
acaattgaaagcttgagaaaatagatcttggaagaagtcaaccactttagataa
tgttaactttcgaactcttttatctagaaccttcttcagttggtgaaatctatt

v N K V P P L K I P D L L A L C E K
gttaataaggtacctcccttgaaaatacctgatttacttgectctttgtgaaaag
caattattccatggagggaacttttatggactaaatgaacgagaaacacttttc

R T K A I Q9 E K A N L H K K 0
cgtacaaaagctatacaagaaaaagcAAACCTCCATAAAAAATGA
gcatgttttcgatatgttctttttcgtttggaggtattttttact
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Gen ismi: MPK4

TGD Erisim Numarasi:: TTHERM 00575520
NCBI Erisim Numarasi: AY 560586
Genomik Lokalizasyonu (5°-3”): Tiimleske: 8254370, Bolge: 2367 — 132
Intron Sayisi: 0
Genomik Dizi Bityiikliigii: 1195 be.
c¢DNA Biiyiikliigii: 1195 bg.
Protein Biiyiikliigii: 397 aa.
Primer Setinin PZR ile gDNA’dan Cogaltacagi Bolge Biiyiikliigii: 1194 bg.
Primer Setinin PZR ile cDNA’dan Cogaltacagi Bolge Biiyiikliigii : 1194 bg.
Ileri Primer Dizisi : 5°- atgagcagcaacgaagaaattgaacca -3’ (1-28)
Geri Primer Dizisi: 5°- tcacagatgattaagtagattaagaagagg -3’ (1166-1196)
Primer Seti Optimum Tm Degeri :
¢DNA Dizisi Uzerinde Primer Oturma Bolgeleri ve Translasyon Karsihig:
M S S N EETIEPUHTITULT RIEKTFTETITI Q K

1 atgagcagcaacgaagaaattgaaccacatattttaagaaagtttgaaatcattcaaaaa 60
TACTCGTCGTTGCTTCTTTAACTTGGTgtataaaattctttcaaactttagtaagttttt

L G K G A Y G I VW K A F C K K S K O I
61 ttgggtaaaggagcttatggtattgtttggaaagcattttgcaagaagtcaaagcaaata 120
aacccatttcctcgaataccataacaaacctttcgtaaaacgttcttcagtttegtttat

vV AL K K v F D A F HN AT DA Q R T F
121 gttgctttaaaaaaagtattcgatgcattccataacgctactgatgctcaaagaacattc 180
caacgaaatttttttcataagctacgtaaggtattgcgatgactacgagtttcttgtaag

R E VM F L Q0 E L N G H E N I I R L I N
181 cgtgaagtaatgttcttgcaagagcttaatggacacgagaatatcattaggctaatcaac 240
gcacttcattacaagaacgttctcgaattacctgtgctcttatagtaatccgattagttyg

I T K A E N N K D L Y M V F D F M E T D
241 atcatcaaagcagaaaataataaagatttgtacatggtttttgacttcatggaaactgat 300
tagtagtttcgtcttttattatttctaaacatgtaccaaaaactgaagtacctttgacta

L H AV I R A N I L E E I H K Q Y V V Y
301 ttacatgctgttattagagcaaatatattagaagaaatacacaaatagtatgttgtctat 360
aatgtacgacaataatctcgtttatataatcttctttatgtgtttatcatacaacagata

Q I L K A M K Yy I H S G E L I H R D L K
361 taaattcttaaagctatgaaatacattcattcaggtgaactgatccatcgtgacttgaag 420
atttaagaatttcgatactttatgtaagtaagtccacttgactaggtagcactgaacttc

P s NI L L N S E C L V K L A D F G L A
421 ccatctaatatcctcctaaatagcgaatgcttggttaaattagctgattttggacttgec 480
ggtagattataggaggatttatcgcttacgaaccaatttaatcgactaaaacctgaacgg

R s v A v T D D D DN P V R T E Y V A T

481 cgttccgttgcagttaccgatgatgatgacaatcctgtcagaacagagtatgttgctact 540
gcaaggcaacgtcaatggctactactactgttaggacagtcttgtctcatacaacgatga
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R W Y R A P E I L L G S T K Y A K A V D
cgttggtatcgtgcccecctgaaatcttattaggtagtactaaatatgctaaggctgttgat
gcaaccatagcacggggactttagaataatccatcatgatttatacgattccgacaacta

M w s I 6 ¢ I v 6 E L I T N R A I F P G
atgtggagcatcggctgcatagtaggagaacttataactaacagagctatcttcccaggt
tacacctcgtagccgacgtatcatcctcttgaatattgattgtctcgatagaagggtcca

N S T L N I E K Vv L E L T G K P T Q E
aattccactctcaatcaaattgaaaaagttttagaattgactggtaaacccacttaggaa
ttaaggtgagagttagtttaactttttcaaaatcttaactgaccatttgggtgaatcctt

p I £ S L E S ¢ L A W N I I S S I N V Q
gatattgagtcgttagaatcccaactagcatggaatatcataagttcaattaatgtttaa
ctataactcagcaatcttagggttgatcgtaccttatagtattcaagttaattacaaatt

K K K T F H O M F P G A S E E A I D L I
aagaaaaaaacattccattaaatgttccctggtgcaagcgaagaagcaattgatctcatce
ttctttttttgtaaggtaatttacaagggaccacgttcgcttcttcecgttaactagagtag

K K L L.¢CF NP KNIRTL T V E Q A L E H
aagaaactcctctgtttcaaccctaaaaatcgtcttacagttgaataagccttagagcat
ttctttgaggagacaaagttgggatttttagcagaatgtcaacttattcggaatctcgta

Pp Yy v X b » H C P E E E I VvV C G R V I P
ccttacgttaaagacttccactgtcctgaagaagaaattgtttgcggaagagtcatccce
ggaatgcaatttctgaaggtgacaggacttcttctttaacaaacgccttctcagtagggg

I s M N D N K K F S I K E Y R E A L Y N
atcagcatgaacgacaataaaaaattctcaatcaaagaatacagagaagcactttataat
tagtcgtacttgctgttattttttaagagttagtttcttatgtctcttcgtgaaatatta

Q I ¥ 9 EE K R I K R Q 0 N R D I Y L K Q
taaatttactaagaaaagagaatcaaacgctaataaaacagagacatttaccttaagcaa
atttaaatgattcttttctcttagtttgcgattattttgtctctgtaaatggaattcecgtt

o ¢ o I T T T G N G Q V. S O A G QO S S8 Q
taataataaattactacaactggaaatgggtaggtttcttaagctggataatcttcccaa
attattatttaatgatgttgacctttacccatccaaagaattcgacctattagaagggtt

p v s s o o I p S S s o S T Q S S V
ccagtttcatcccaacaaataccttCCTCTTCTTAATCTACTTAATCATCTGTGA
ggtcaaagtagggttgtttatggaaggagaagaattagatgaattagtagacact
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Gen ismi: TIGR-MPK4

TGD Erisim Numarasi:: TTHERM 00575520

NCBI Erisim Numarasi: XP_001009345

Genomik Lokalizasyonu (5°-3”): Tiimleske: 8254370, Bolge: 2367 — 132

Intron Sayisi: 4

Genomik Dizi Biiyiikliigii: 3155 bg.

c¢DNA Biiyiikliigii: 2835 bg.

Protein Biiyiikliigii: 945 aa.

Primer Setinin PZR ile gDNA’dan Cogaltacagi Bolge Biiyiikliigii: 2355 bg.
Primer Setinin PZR ile cDNA’dan Cogaltacagi Bolge Biiyiikliigii: 2355 bg.
Tleri Primer Dizisi : 5’- atgagcagcaacgaagaaattgaacca -3’ (-)

Geri Primer Dizisi: 5°- tcacattttttattctactttgcgaac -3” (-)

Primer Seti Optimum Tm Degeri :

¢DNA Dizisi Uzerinde Primer Oturma Bolgeleri ve Translasyon Karsihgi:

M S E R T N M Q G K L R K QO K S E E K E
1 atgagtgaacgaacgaacatgcaaggaaaattaagaaagtaaaaaagtgaagaaaaagaa 60
tactcacttgcttgcttgtacgttccttttaattctttcattttttcacttectttttectt

R H L K T N OQ Q N L Q E K L L E G E E K
61 agacatttgaaaaccaatcaacaaaatctataagaaaagctattagaaggagaagaaaag 120
tctgtaaacttttggttagttgttttagatattcttttcgataatcttectecttetttte

L T N Q S R S G T I K M T L s C V F O Q
121 ctaactaatcaaagcagaagcggcacaataaaaatgacacttagttgtgtattttagcaa 180
gattgattagtttcgtcttcgeccgtgttatttttactgtgaatcaacacataaaatcgtt

s Yy ¢ S ¥ I K E I I L I E A L V A N H 0Q
181 tcttattaaagttttattaaagaaataatacttattgaagctcttgtagctaatcatcaa 240
agaataatttcaaaataatttctttattatgaataacttcgagaacatcgattagtagtt

Q K L $ L G Q Q F 0 K Q Q R A A A K K T
241 taaaagctatcattaggacaataatttcaaaaatagtaaagagcagcagcgaagaagaca 300
attttcgatagtaatcctgttattaaagtttttatcatttctcgtegtegettettetgt

K I 9 P T T N K I DY K G R K Q K F Q 0
301 aaaatttaaccaacgaccaataagattgattataaaggaagaaaataaaaatttcaataa 360
ttttaaattggttgctggttattctaactaatatttccttcttttatttttaaagttatt

Q T v I E K E T K N T K E E D H Q K F L
361 caaacagtaattgaaaaagagactaaaaatacaaaagaagaagatcattagaaattttta 420
gtttgtcattaactttttctctgatttttatgttttcttcttctagtaatctttaaaaat

EE A E K E F F Q0 L K F I Q9 T V K I I E R
421 gaagccgaaaaagaatttttttagctaaaatttatttaaactgtaaaaatcatagaaaga 480
cttcggctttttcttaaaaaaatcgattttaaataaatttgacatttttagtatctttct

M S S N E E I E P H I L R K F E I I Q K
481 atgagcagcaacgaagaaattgaaccacatattttaagaaagtttgaaatcattcaaaaa 540
TACTCGTCGTTGCTTCTTTAACTTGGTgtataaaattctttcaaactttagtaagttttt
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541
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1501

L G K G A Y G I VW K A F C K K S K O I
ttgggtaaaggagcttatggtattgtttggaaagcattttgcaagaagtcaaagcaaata
aacccatttcctcgaataccataacaaacctttcgtaaaacgttcttcagtttegtttat

vV AL K K v F D A F HN AT DA Q R T F
gttgctttaaaaaaagtattcgatgcattccataacgctactgatgctcaaagaacattc
caacgaaatttttttcataagctacgtaaggtattgcgatgactacgagtttcttgtaag

R E VM F L Q E L N G H E N I I R L I N
cgtgaagtaatgttcttgcaagagcttaatggacacgagaatatcattaggctaatcaac
gcacttcattacaagaacgttctcgaattacctgtgctcttatagtaatccgattagttyg

I I K A E NN K DL Y M V F D F M E T D
atcatcaaagcagaaaataataaagatttgtacatggtttttgacttcatggaaactgat
tagtagtttcgtcttttattatttctaaacatgtaccaaaaactgaagtacctttgacta

L H AV I R A N I L E E I H K Q Y V V Y
ttacatgctgttattagagcaaatatattagaagaaatacacaaatagtatgttgtctat
aatgtacgacaataatctcgtttatataatcttctttatgtgtttatcatacaacagata

o I L K A M K Y I H S G E L I H R D L K
taaattcttaaagctatgaaatacattcattcaggtgaactgatccatcgtgacttgaag
atttaagaatttcgatactttatgtaagtaagtccacttgactaggtagcactgaacttc

P s NI L L N S E C L V K L A D F G L A
ccatctaatatcctcctaaatagcgaatgcttggttaaattagctgattttggacttgcee
ggtagattataggaggatttatcgcttacgaaccaatttaatcgactaaaacctgaacgg

R s v A Vv T D D D DN P V R T E Y V A T
cgttccgttgcagttaccgatgatgatgacaatcctgtcagaacagagtatgttgectact
gcaaggcaacgtcaatggctactactactgttaggacagtcttgtctcatacaacgatga

R W Y R A P E I L L G S T K Y A K A V D
cgttggtatcgtgcccecctgaaatcttattaggtagtactaaatatgctaaggectgttgat
gcaaccatagcacggggactttagaataatccatcatgatttatacgattccgacaacta

M w s I 6 ¢ I v 6 E L I T N R A I F P G
atgtggagcatcggctgcatagtaggagaacttataactaacagagctatcttcccaggt
tacacctcgtagccgacgtatcatcctcttgaatattgattgtctcgatagaagggtcca

N S T L N O I E K V L EL T G K P T Q E
aattccactctcaatcaaattgaaaaagttttagaattgactggtaaacccacttaggaa
ttaaggtgagagttagtttaactttttcaaaatcttaactgaccatttgggtgaatcctt

p I £ S L E S ¢ L A W NI I S S I N V Q
gatattgagtcgttagaatcccaactagcatggaatatcataagttcaattaatgtttaa
ctataactcagcaatcttagggttgatcgtaccttatagtattcaagttaattacaaatt

K K K T F H O M F P G A S E E A I D L I
aagaaaaaaacattccattaaatgttccctggtgcaagcgaagaagcaattgatctcate
ttctttttttgtaaggtaatttacaagggaccacgttcgcttcttecgttaactagagtag

K K L L.¢CF NP KNIRTL TV E Q A L E H
aagaaactcctctgtttcaaccctaaaaatcgtcttacagttgaataagccttagagcat
ttctttgaggagacaaagttgggatttttagcagaatgtcaacttattcggaatctcgta

P Yy v KX b F H C P E E E I VvV C G R V I P
ccttacgttaaagacttccactgtcctgaagaagaaattgtttgcggaagagtcatccce
ggaatgcaatttctgaaggtgacaggacttcttctttaacaaacgccttctcagtagggg

I s M N D N K K F S I K E Y R E A L Y N
atcagcatgaacgacaataaaaaattctcaatcaaagaatacagagaagcactttataat
tagtcgtacttgctgttattttttaagagttagtttcttatgtctcttcgtgaaatatta

Q I ¥ 9 EE K R I K R Q 0 N R D I Y L K Q
taaatttactaagaaaagagaatcaaacgctaataaaacagagacatttaccttaagcaa

atttaaatgattcttttctcttagtttgcgattattttgtctctgtaaatggaattcecgtt

o ¢ o I T T T G N G Q V. S O A G Q S S8 Q
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taataataaattactacaactggaaatgggtaggtttcttaagctggataatcttcccaa
attattatttaatgatgttgacctttacccatccaaagaattcgacctattagaagggtt

p v s s o ¢ I P S S S @ s T o S s V T Q
ccagtttcatcccaacaaataccttcctcttcttaatctacttaatcatctgtgactcaa
ggtcaaagtagggttgtttatggaaggagaagaattagatgaattagtagacactgagtt

Q9 00 0 0 Q9 Q E K S KN QY Q S5 S 5 S
tagtaatagcaataatagcagtaagaaaaaagcaagaaccaatatcaaagcagctcctct
atcattatcgttattatcgtcattcttttttcgttcttggttatagtttcgtcgaggaga

Q9 0 oA OQ QY Q Q 0 Q s L Q0 9 Q o VvV P
caatagtagtaagcttaacagtaccaatagtagcaatccctttaataacaataggtacct
gttatcatcattcgaattgtcatggttatcatcgttagggaaattattgttatccatgga

Q R QO s s o s s 9o P 0 S5 0 0 s I Q O N Q
tagcgccaatcgtctcaatcctcttageccttaatctcagtaaagcatataataaaattaa
atcgcggttagcagagttaggagaatcggaattagagtcatttcgtatattattttaatt

Q K Yy o 0 s ¢ 0 9 Q o R Y F D Q E K E Q
cagaagtactaatagtcatagtaataataatagcgttactttgatcaggaaaaagaatag
gtcttcatgattatcagtatcattattattatcgcaatgaaactagtcctttttcttatce

Yy K P N A QO Q Q Y L Q0 Q O Q0 O L QO O Q Q
tacaagccaaatgctcaacaataataccttcaatagtaacaacaactccaataatagcaa
atgttcggtttacgagttgttattatggaagttatcattgttgttgaggttattatcgtt

AL O Q 0 0 M Q K S Y Y N S Q N F N S S
gctttacaacaataataaatgcaaaaatcttattacaactcacaaaactttaatagtagc
cgaaatgttgttattatttacgtttttagaataatgttgagtgttttgaaattatcatcg

O vV 0 vV Q0 9 G N S O S T S Q G N N Y S G
taagtttaagtctaataaggtaactcataatcaacatctcaaggaaataattacagtggc
attcaaattcagattattccattgagtattagttgtagagttcctttattaatgtcaccg

Yy K s 6 s 9 A S T T N A S S S A Q Y A G
tacaaatcaggaagctaggccagcaccactaatgcatcatcttcagcttaatatgctgge
atgtttagtccttcgatccggtecgtggtgattacgtagtagaagtcgaattatacgaccg

Yy b b K K vw. M NS S N O I 9 N K N S S
tatgatgacaaaaaagtactaatgaactcttctaattaaatttaaaataaaaattcctct
atactactgttttttcatgattacttgagaagattaatttaaattttatttttaaggaga

o vy T @ S 0 G A N Q A S S S N T QO O Q
taagtctacactcaaagctaaggagcaaactaagctagctcttcaaacacatagcaataa
attcagatgtgagtttcgattcctcgtttgattcgatcgagaagtttgtgtatcgttatt

Yy L. p S S S N T I Y G Q G V T N S I A N
tacttacctagttcttcaaatactatctatggatagggagtaacaaattctattgctaac
atgaatggatcaagaagtttatgatagatacctatccctcattgtttaagataacgattg

s N N L ¥ N O A Q L N G S K Q O s S S L
agcaataatctttacaattaagcttaattgaatggctccaagtagcaatcttcatcacta
tcgttattagaaatgttaattcgaattaacttaccgaggttcatcgttagaagtagtgat

G H T ¢ N K Y S S T Q A Y Q O A Q P S K
ggtcacacataaaataagtattcatccacttaagcttatcaataagcacagccctctaaa
ccagtgtgtattttattcataagtaggtgaattcgaatagttattcgtgtcgggagattt

Yy M N Q0 T 9 N A Q K Y V N N N N N S N G
tatatgaattagacttaaaatgcttagaaatatgtcaataataacaacaatagtaacggg
atatacttaatctgaattttacgaatctttatacagttattattgttgttatcattgccc

o L G G S 9 N N I G G S ©Q T N S Q N H Y

tagttaggaggaagctagaataatattggtggaagttaaacaaactcttaaaatcattac
atcaatcctccttcgatcttattataaccaccttcaatttgtttgagaattttagtaatyg
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2581

2641
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O A A Q QY L Q QO H M QO Q Q 0 Q O Q V
taagctgcatagtaatatctctaacaacacatgtaatagcaatagtaataacaacaagtt 2640
attcgacgtatcattatagagattgttgtgtacattatcgttatcattattgttgttcaa

o Q Pp QO T K Y G V T Y H H G H S Q S S G
taataaccatagactaaatatggagttacttaccaccatggacattcacaaagttctgga 2700
attattggtatctgatttatacctcaatgaatggtggtacctgtaagtgtttcaagacct

s s N T F A Q Y Q O H Y QO O 0 O O R T T
tcaagtaacacctttgcctagtattagcaacattaccaataatagcaacaaagaacaaca 2760
agttcattgtggaaacggatcataatcgttgtaatggttattatcgttgtttcttgttgt

G v T A N H QO R Q P S N N A Q K V R K V
ggagtaactgctaatcactagagatagccttcaaataatgctcaaaaaGTTCGCAAAGTA 2820
cctcattgacgattagtgatctctatcggaagtttattacgagtttttcaagecgtttcat

E Q K M Q
GAATAAAAAATGTGA 2835
cttattttttacact
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Ek-2 T.thermophila SB210 cDNA’sindan Geri-PZR ile Elde Edilen MAPK
Seti Genleri ve Kontrol Geni 17s rRNA I¢in BLAST Analizi Sonuglar

Gegici Gen Ismi: 3mapk

TGD Erisim Numarasi: TTHERM 00689900
NCBI Erisim Numarasi: XP_001026993

>Dref|)¢]{ 001026993.1] E Tetrahymena thermophila 5B210 Protein kinase domain containing
protein (TTHERM_006559300) partial nRHA
Length=23585

GENE TD: 4517911 TTHEEM 00655900 | Protein kinase domain containing protein
[Tetrahymena thermophila 3Ez210] {10 or fewer PubMed links)

Se-48
27120 (1%)

Score = 193 bits (107), Expect
Identities = 1167120 (96%), Gaps
Strand=Plus/Flus

Query 1 GAAGTALLALCTCAARCAACALCCALATAGCCGACACCGAAGATCCCTATTTTALCTCARL &0

FEPEEEEErr e e e e e et rrre e e e e e e e e |
Gbjct 661 GARAGTALLACTCAARCAACAACCALATAG-CGACACCGAAGATCCCTATTTTALCTCTAT 719

Query 61  ATTCATATTCTAGAATAGGTTTGATGTTCCCAAGAMLTATTAGCCTTCTTGTCCCTATAG 120
PECEETEEr et e e e e e e e e et e e e e e et el
Gbjct  TZ0 ATTCATATTCTAGAATAGGTTTGATGTTCCCAAGAALTATTAGC-TTCTTGTCCCTATAG 7758

Gegici Gen Ismi: 4mapk

TGD Erisim Numarasi: TTHERM 00492370
NCBI Erisim Numarasi: XP 001023129

>Dref|><1‘{ 00lo231z29.1] EE Tetrahymena thermophila 3EZ10 Protein kinase domain containing
protein (TTHEEM_00432370) partial mBENAL
Length=9132

GENE TD: 4514047 TTHEEM 00492370 | Protein kinase domain containing protein
[Tetrahymena thermophila 5E210] {10 or fewer PubMed links)

Score = 643 bits (348), Expect = 0.0

Identities = 375/387 (96%), Gaps = 67387 ([l%)

Strand=Flus/Plus

Query 1 GAC-TATCTAGTTGTTTATGATCACTATTAGATCGCTTARARGAMTAGFAGATGRAGCCTA 59

PEL TP PP e e e e e e e e e e e e e e e el
Ghict 7053 GACATATTTAGTTGTTTATGATCACTATTAGATCGTTAAAAGAATAGGAGATGGAGCCTA 7112

Query a0 TGETGTAGTAT I TASAGCALTTCATAAGTCTAAGAATARTGAARTCGTAGCTATTALGRL 119
FEEEEEEEr e et e e et e et e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct  T113 TGGTGTAGTATTTAAAGCAATTGATAAGTCTAAGAATAATGAAATCGTAGCTATTALGEL 7172

Query 120  AGTTTCTGATGCATTTITAGACCCAAGAGATGCCAAMLGARTTTTAAGAGALATAARGTT 179
PELETETE R e e e e e e e e e e b e e e el
Fbjct 7173 AGTTTCTGATGCATTTITAGACCCAAGAGATGCCAAMAGAATTTTAAGAGARATAARGTT 7232

Query 180 ATTALA A TTTTGTASTCATCCTAACATCATCAAGCTAARGGATATCATTAAGCCAGALAT 239

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Ghict  T233 TTARATTITGTAATCATCCTASCATCATCAAGCTAARGEATATCATTAAGCCAGALRT 7292

Query 240 GCCAACAGGTTACALGGATATTTATCTAGTTTTAGAATATATGFARATTGATTTAGATAL 299
FECEEEEE e et e e e et et e e e e e e e e b e et e e e e e el
Sbhjct  TZ93 GCOCAACAGGTTACAAGGATATTTATCTAGTTTTAGAATATATGGAMATTGATITAGATAL 7352

Query 300  AACTATARACCGCAGAGCTTTGCCCTTATCGCCCAARAATAATAGTAGAACCTGATGTGE 359
FECEEEEEEE et L Lt rerrrrer e reerr rrreintl
Sbhjct 7353 AACTATARACT-CAGAGCAL-GCC-TTATCGCC-AARARTAATAL-AGAACTTGATGTGG 7407

Query 360 CAATTATTGAATGGTATATTTTACATE 366

FEPETETET el
Ghict 7408 CAATTATTGRATGGTATATTTTACATG 7434
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Gegici Gen Ismi: Smapk

TGD Erisim Numarasi: TTHERM_00195990
NCBI Erisim Numarasi: XP_001017253

>[]rEfIXH 00101725351 IE! Tetrahymena thermophila SEZ10 Protein kinase domain containing
protein [(TTHEEM 1 partial mRNA
Length=1527

GENE ID: 45079435 TTHERM 00135990 | Protein kinase domain containing protein
[Tetrahymena thermophila 3E210] {10 or fewer PubMed links)

Score = 135 bits (73), Expect = 2e-29
Identities = 79/82 (96%), Gaps = 0782 (0%)
Strand=Flus/Flus

Query 1 GTTCTGAGAGTCGCCACTCTCATCACTALLGC GAAMATGTCALCATATCTGCTACARACA 60
PEEEE PP rrrr et e e e e e e ettt rrnl

Sbhict 176 GTTCTTAGAGTCGCCACTCTCATCACTALAGCGAAMATGTTAACATTTCTGCTACALACK 235
Query &l ATACCAATAMCATGCAATCTTA &2

(RN RRERRRRRRRRER Y
Sbjct 236 ATACCAATAACATGCALTCTTAE 257

Gecici Gen ismi: Erk7a

TGD Erisim Numarasi: TTHERM_00355550
NCBIErisimNumarasi: XP 001010453

>[]ref|XH 001010453.11 [IlEi Tetrahymena thermophila 2E210 Protein kinase domain containing
protein (TTHERM 00355550 partial mRNA
Length=1851

GENE ID: 4500891 TTHERM 00355550 | Protein kinase domain containing protein
[Tetrahymena thermophila 3B210] {10 or fewer PubMed links)

de-35
3203 (1%)

dcore = 322 bits (174), Expect
Tdentities = 1947203 (95%), Gapz
strand=Plus/Flus

fuery 1 TACGTTATGTATTAGATTT TARAAGCACTTARM TATATGCATTCAGGCCATTTAATTCAC 60

CEPEEEEECEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Jbjet 61 TACGTTATGTATTAGATTTTAARAGCACTTAAATATATGCATTCAGGCCATTTAATTCAC 120

Query 61 COTGACTTALRACCATTCCAAT Lo oL AT LT RARTGCCAGCGTTARLCTTGCTE 120
FECVECEETEEEE e eeer e e teer e feee e e e Ferer ey
Sbjet 121 COTGACTTALRACCAT-COAATATTCTTTTARATAGTARTGCCA-COTTARCTTGCTE 178

Query 121 ATTTCCCGTTTAGCTCGTTCGGTAGCCTAALLACAMGATEATGETCCACCTGTTTTAACT 180

FEVEE TREREEE TP e e e e e e e e e e e e e e ey
Sbjet 179 ATTTCG-GTTTAGCTCGTTCGGTAGCCTALLLAGAACATEATGCTCCACCTGTTTTAACT 237

Query 1851 CGRATACGTAGCTACTCGTTGGTA 203

FELEEEETEEEET e
Sbjet 238 GRATACGTAGCTACTCGTTGGTA 260
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Gecici Gen ismi: Erk7c

TGD Erisim Numarasi: TTHERM 00537240
NCBIErisimNumarasi: XP_001023534

>[]ref|XH O0l023534.1 | Igi Tetrahvmena thermophila SB210 Protein kinase dowain containing
protein (TTHEEM 00537240) partial mENA
Length=3360

GENE ID: 4514250 TTHEEM 00537240 | Protein kinase dowmain containing protein
[Tetrahymena thermophila 3EZ10] (10 or fewer PubMed links)

Soore = 568 bits (307), Expect
Identitiez = 3837416 [(92%), Gaps
Strand=Flus/Mims

le-158
227416 [5%)

Juery 41 GTATAATTTATCGCTACTATAGAAATAGCTACATAC CTATATAGTTATGTGATTAGTCAT 100

RN N e N e N N N e AR |
Fbjct 1038 GTATAATTTAT--CT-CTATA-AAAT--CT-CATA-CTATAT--TT-T-TTATTA-TCAT 992

Query 101 ACTAGLGCGEAATTTEALATATTCTICCACARACAGGACTCATACATTAGGATTATGR. 160
FErrreerrrrr reeerrrrerrrrerrrrer et rerrr rrrrer e e el
Fbjct 991 ~CTA-A-CoLAATTT-A8ATGATTCTTCCACARLCAGG-CTCAT-CATTAGGATTATGGA 938

Juery 1al ATTACCTAACGTATGEATGACTTAALGCCTATTCTGCAGTTATACGCTTTTITHATTAL 220

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbijct 937  ATTACCTALCGTATGGATGACTTAAAGCCTATTCTGCAGTTATACGCTTTTTTORA 878

Query 221  ACTAAAGTAAATTTTATAATAGATCTAAAGCATCATCACTGGCCATTGGTATCATITACT 280

PEEEEEEr et e et e e e et e re et e e et e e el
Fhijct 877  ACTAMAGTAAATTTTATAATAGATCTAAAGCATCATCACTGGCCATTGGTATCATITACT &18

Query 281 GRAGAGTCC-GETATAT-AACTAGGATTAT I T-ATACAGCTTCTAGCATAGTTATTGCTA 337
[RERRRN LR e erer et rere e et e e rer e
Fbict 817 GRAGAGTTTTGGTAT T T TAAGTTGFATTAT I TTATACAGCTTCTAGCATAGTTATTGETA 753

Query 338  ARTCGCTCTAAATAGCTTCAATATCTICGTACGTIGGTTTACCAGTACCTCATAATATGA 3597

FECTELEIEEEr et e e e e e e e e e e e e e e ity |
Fbjct 757 AL TGO TCTASATAGE TITCAATATCTICGTACGTIGGTTTACCAGTALCTTATAATATTA 695

Juery 393 ATCCALGTTAATTAGAGTGCTTGTTCCTGCARAGATAGGCTTTITNTAATALLAGT 453

PEErrrr e e e et e e e e et et
Gbict 697 ATTCAAGTTAATTGAGAGTGCTTGTTCCTGCARAGATAGGCTTTCCTAATARRAGE 642

Gen Ismi: MPK1
TGD Erisim Numarasi: TTHERM_00469230
NCBI Erisim Numarasi: AY426249

>|:|1:ef|)ﬂ{ O0l025119.2] EE Tetrahymena thermophila 3BZ10 Protein kinase domain containing
protein (TTHERM 00465:230) partial mRNA
Length=1765

GEME TD: 4515950 TTHEEM 00465230 | Protein kinase domain containing protein
[Tetrahymena thermophila SE=210] {10 or fewer PubMed links)

Score = 494 bits (267), Expect = le-136

Identities = Z96/308 (96%), Gaps 107308 (3%)
Strand=Flus /Minus
Query 1 ACTC-CACTCA-GTTCTTCATCA-GGT-ATGAAGT-CTTCGAAGTAAGGATGTTCGATGE 55

POLT P ter e e e eer et trer e e e e et
Sbjeot 1067 ACTCACACTCAGGTTCTICATCAGGGTAATGAAGTCCTTCGALGTAAGGATFTTCGAT . 1025

Query 56 “TTCTTTAACAGTATAGCG-TTTTCTGGATTGAALGT GAGCA-TTTACTTARRL-GTCAL 111
Prrrrrrrrrerrerr et rrrer e e e e e e e e e rrrrr e e
Shioct 1027 ATTCTTTAACAGTATAGCGTTTTICTGGATTGAALGTGAGCATTITACTTARRLGETCAL 963

Query ll& GAGCTAGTGGATTTGCTTTCGEATAAAGACTCTACCAT GATTATTTAGTICTTTITGETT 171
PEPEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Shict 967 GAGCTAGTGGATTTGCTTTCFGATAAAGACTCTACCAT GATTATITAGTICTTTITHETT 908

Query 172 GAGATTTTATATATTTAATAGCATCTTAATTGCCAATATAAGC CATATCTTCTTGAGTAG 231

FEEETEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
Sbict 907 GAGATTTTATATATTTAATAGCATCTTAATTGCCAATATAAGCCATATCTTCTTGAGTAG S48

Query 232 GEETTCCTAALL CTGCTATGACACGCTARACTTAATCTATATATITTTCTCCTGOGAALL 251

Prrrrrrrrrrrrerrerrerrerrerrerrer e e e e rrr e e
Sbict 547 GGETTCCTAAL CTGCTATGACACGCTARACTTAATCTAGATAATTTTCTCCTGGGAALL 755
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Gecici Gen Ismi: MPK2

TGD Erisim Numarasi: TTHERM_ 00760190
NCBI Erisim Numarasi: AY426250

}[]refIXH 001031635, 2] [IlEi Tetrahymeha thermophila 3E210 Protein kinase dowmain containing
protein (TTHEEM _00760190) partial mFNa
Length=1652

GENE ID: 4522672 TTHEREM 00760190 | Protein kinase domain containing protein
[Tetrahvymena thermophila 3B210] (10 or fewer PubMed links)

Soore = 388 bits (215), Expect
Identities = 2277232 [(97%), [aps
Gtrand=Plus/Plus

7e-108
47232 (1%)

Query 1 ACAARCCATATGAALLCALGAARTCAARTATCTAGAGT I TARLATGTATTGAGTFCCTCT 60

FEEEEEEEr e ererr e ere et e trrre e e et e e el
3hijct 129 ACAARCCATATGAAAACALGAAATCAALTAT-TAGAGTTTAAAATGTATTGAGTGCCTCT 1587

Query 6l AARTTTGAAATGCACGATALTTATAGTATCATAGACTCAATTGGTCAGGGAGCGTGTAT: 120
FEEEEEEErr e e et e e e e e et e e e e e e re e 1l
Shijct 185 AAATTTGAARTGGACGATAATTATAGTATCATAGACTCAATTGGTCAGGGAGC-T-TATG 245

Query 121 GTATTGTTGTAGCAGACTAGAGACTTGAATTGTTAGFACGALGAGAATAATTTGFTAGCA 160
FEEETEEE e e e e e e et e e e e e el
Shijct 246 GTATTGTIGTAGCAG-CTAGAGACTTGAATTGTTAGGACGALGAGAATALTTTGETAGCA 304

Query 161 ATCasaaaaaTAGARRALGCATTTGAACATAALATATTTACAAGAAGAACAT 232

FEEEEEEErer e ee et e e et e e e e b e e e rererrn
Gbjer 305 ATCALAARALTAGALAARGCATTIGAACATAARLTATTTACARLLRGALCAT 350

Gen ismi: MPK3

TGD Erisim Numarasi: TTHERM 00660130
NCBI Erisim Numarasi: AY426251

>[]ref|XH 001020076, 2 [[lii Tetrahymena thermophila 3BZ10 Protein kinase domain containing
protein (TTHEFM 00660130) partial nFRNA
Length=1676

GENE TD: 4510535 TTHERM 00560130 | Protein kinasze domain containing protein
[Tetrahymena thermophila 5E210] {10 or fewer PubMed links)

Score = 165 bhits (59), Expect =
Identities = 93/10Z [96%), CGaps =
Gtrand=Flus,/Fluz

3e-38
1/102 (0%
Query 1 GATAAGTCATTACGCTCAGGAGCATATGECCAAGTAGTGAGAGCCALAGATARGAACARL &0

FPEErerr e e e ee e e e e e e e e r e e
Sbjct 194 GATAAGTTATTAGGCTCAGGAGCATATGGCCAAGTAGTGAGAGCCAAAGATARGAA-ALL 252

Juery 6l TCAGARATCAGTATGTAGCAATARAGARRTTACACAARATCGE 102

PR e e e e e e e e e e e e el
Fbjct 253 TTAGAATCAGTATGTAGCAATAAAGAALTTACACAALLTCGA Z94
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Gecici Gen ismi: TIGR-MPK4

TGD Erisim Numarasi: TTHERM 00575520
NCBI Erisim Numarasi: XP_001009345

>[]ref|XH 001009345, 1] [IlEi Tetrahymena thermophila 3EZ10 Protein kinase dowain containing
protein (TTHEFM_005755Z0) partial mENA
Length=2535

GENE ID: 4499535 TTHEERM 00575520 | Protein kinase domain contaihing protein
[Tetrahymena thermophila SE210] {10 or fewer PubMed links})

Score = 501 bits (271), Expect = ge-139
Tdentities = 2717271 (100%), Gaps = 05271 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 1 CrAACARATACCTICCTCTICTTAATCTACTTAATCATCTGTGACTCAATAGTAATAGCA 60
FEEEREEEE e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
Ghict 1632 CCAACAAATACCTTCCTCTTCTTAATCTACTTAATCATCTGTFACTCALATAGTALTAGCA 1691

Muery 61 ATAATAGCAGTALGAALAAAGCAAGAACCARTATCALAGCAGCTCCTCTCAATAGTAGTA 120
FErrrrrrrerrerrerr e e ere e re e rer et e e e e e el

Sbhijct 1692 ATAATAGCAGTAAGAAARAMGCAAGARACCAATATCARAGCAGCTCCTCTCAATAGTAGTA 1751
Query 1zl AGCTTAACAGTACCAATAGTAGCAATCCCTTTAATALCALTAGGTACCTTAGCGCCAATC 180

FEETEEEEE e e e e e v e e e v e e e e e e e e e e e e e el
Fhict 1752 AGCTTAACAGTACCAATAGTAGCAATCCCTTITAATAACAATAGGTACCTTAGCGCCAATC 1511

Gen ismi: MPK4

TGD Erisim Numarasi: TTHERM 00575520
NCBI Erisim Numarasi: AY560586

FLgh [AY560586.1] Tetrahymena thermophila mitogen actiwated protein kinase 4 gene,
complete cds; macromiclear

Length=1899

Score = 176 bits (95), Expect = le-41

Identities = 95795 (l00%), Gaps = 0795 [(0%)

jtrand=Flu=/Flus

Juery 4 ACAAATACCTICCTCTICT TAATC TACTTAATCATCTGTGACTCAATACTAATLAGCARTA 63

FEEETEEEE e e e e et r e e e e e e e e e e e e e e el
Fbjct 1553 ACARLTACCTTCCTCTTCTTAATCTACTTAATCATCTGTGACTCAATAGTAATAGCALTLE 1612

Query 64 ATAGCAGTAAGALLLARGCARGAACCALTATCALL 95

FEEEEEETr e e e el
Sbjct 1613 ATAGCAGTALAGALALAAAGCAAGAACCAATATCALL 1647
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Gen ismi: 17s rRNA

NCBI Erisim Numarasi: M10932

}[]ghIHlDQSZ.lITETRGSA T.thermophila 17% rBN& gene, complete cds

Length=235301
Goore = 785 bits (425), Expect = 0.0
Identities 4327435 (99%), Gaps = 27435 (0%)

Jtrand=Flus/Minu=

fuery
Shict
Juery
Shict
Juery
Shict
Query
Shijct
fuery
Zhjct
fuery
Shict
Juery

Shict

45

1825

103

1765

1a3

1705

223

lads

283

1585

343

1525

403

1465

GCTGTCGCA-TCCAGARLGTTCACCAGLCCATTCGTTACTAC -AGCGAC GEFCGETETET
FEErrrrrr cerrrer rerrrrerrrrerrrerrrreerr rerrerrrr e
GCTGTCGCAGTCCAGARGET TCACCAGLCCATTCGTTACTACAAGCGAC GEGCGETETET

ACLBACGLCAGGCACATAATCALCGCAL GCTCAT GACTTGCACTTACTAGALATTCCTCG
Frrrrrrrreerrrrerrrerrrrerrrrerrre et et e rerr e
ACLBACGECAGGGACATAATCALCGCLL GCTCATGACTTGCACTTACTAGRALATTCCTCG

TICALGATCCACATTCCAML G CTATCCCTARCACGACTGETATTAATALGATTACCE

Crrerrerrerrrrrerrerrerrerr e e e e e e e et e
TICALGATCCACAATTCCARL GAACTATCCCTALCAC GACTGGTAT TAATALGATTACCC

GTACCTTCCCAGEL CAGGAR A TACTTI T TG GECAGTCATTGTAACGCGCGTGLGEOCIA
Frerrrrrrerreeerrrrrrrerrreeerrrrer e e e e e e e e
GTACCTTCCCAGGA CAGGARATACTT I TTGCGCCAGTCATTGTAACGCGCGTGCGECCIA

GLACGTCTAGGGGC AT CACAGACCTGTTAT TG CT TALS CTTCCATTGLGCTTATTGCACA
Ferrrrrrreerrrrerreerrrre et errrer e e e e e
GLACGTCTAGGGGC AT CAC AL C TG T TAT TG CTTAL S CTTCCATTGLECTTATTGCACA

ATAETCCCTCT AL GALGTACALCCTCTTAT T TACALGCAGAC TAGT TAGCAGETTALGET

FLrerrerrerrrrrerr e et et et et e e e et et e el
ATA T TCT AL AL G TACALCCTGTTATTTACALGCAGACTAGTTAGCAGGTTALGET

CTCGTTCGTTALCGGALTTACCAGACARATCACTCCACCALCTALGAA CGGCCATGCAL

freerrerrerrerrerrerrerrerrerrrrr et e e e e e e e e
CTCGTICGTTAACGGAL T TALCCAGACASATCACTCCACCALCTALGAACGHCCATRCAC
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1766

laz

1706

222

lada

282

15da

344

15z

402

l4aa

462
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Ek.3 Tezde Kullamlan MAPK Ailesi Uyeleri Kisaltmalari, Erisim Numaralan ve Dikey

Hizalamalan

SEK-1_(Ce):

gi125146880|ref|NP_509322.2| SAPK/ERK kinase family member (sek-1)
[Caenorhabditis elegans]

JNK2al (Hs):

gil21237739%|ref|NP_620707.1|] mitogen-activated protein kinase 9 isoform
JNK2 alphal [Homo sapiens]

JNK2al (Gg) :

gi|1816448|dbj|BAA19188.1| c-JUN amino-terminal kinase-2 alphal [Gallus
gallus]

JNK2bl (Hs) :gi|1463133|gb|AAC50608.1| JNK2 betal protein kinase, [Homo
sapiens]

JNK2b2 (Hs) :

gi|1463135|gb|AAC50609.1| JNK2 beta2 protein kinase

SAPK_(Cc) :

gi|27151624|sp|Q90327.1|MKO8BA CYPCA Mitogen-activated protein kinase

8A (Stress-activated protein kinase JNKa) (c-Jun N-terminal kinase A)
JNK3al (Hs):

gi|1463127|gb|AAC50605.1] JNK3 alphal protein kinase

JNK3a2 (Hs):

gil|1463125|gb|AAC50604.1] JINK3 alpha? protein kinase

SAPKb_(Rn) :

sp|P49187|MK10 RAT Mitogen-activated protein kinase 10 OS=Rattus norvegicus
GN=Mapkl0O PE=2 SV=2

JNKla2 (Hs):

gi|1463131|gb|AAC50607.1] JINK1 alpha? protein kinase

SAPKg_ (Rn)

sp|P49185|MKO8 RAT Mitogen-activated protein kinase 8 OS=Rattus norvegicus
GN=Mapk8 PE=1 SV=1

JNK1bl (Hs):
gi|1463137|gb|AAC50610.1| JNK1 betal protein kinase
JNK1b2 (Hs):
gi|1463139|gb|AAC50611.1| JNK1 beta? protein kinase
SAPKa (Dm) :

gi|1656058|gb|AAC47325.1| Jun-N-terminal kinase [Drosophila melanogaster]
SAPKb_ (Dm) :

gi|1857041|gb|AAB97094.1] JINK protein kinase [Drosophila melanogaster]
p38_(Ce):

Caenorhabditis elegans cosmid B0218, complete sequence. WP:CE06686
p38_(Cc):

gi|1199747|dbj|BAA11881.1| mitogen-activated protein kinase (p38) [Cyprinus
carpio]

MPK2 (X1):

gi|147905033:1-361 Mitogen-activated protein kinase 2 [Xenopus laevis]
Mxi2 (Hs):

gil1136798|gb|AAC50329.1| Mxi2

p38_(Cf):

gil2196780|gb|AAC36131.1] p38 mitogen activated protein kinase [Canis
familiaris]

p38_(Mm) :

gi|531125|gb|AAA20888.1| MAP kinase [Mus musculus]

p38_(Rn):

gill1l621647|gb|AACT71059.1] p38 mitogen activated protein kinase [Rattus
norvegicus]

CSBP1_ (Hs) :

pir|1S52419:1-360 protein kinase (EC 2.7.1.-) CSBP1l - human
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p38b (Mm) :

p38b Mus musculus D83073 (DDBJ)

p38b_(Hs): gi|1469306|gb|AAB05036.1| p38B MAP kinase

p38b2_(Hs):

gi|2072361|gb|AAC51250.1] p38Beta?2 MAP Kinase [Homo sapiens]

ERK6_(Hs) :

gi|48255970:1-367 mitogen-activated protein kinase 12 [Homo sapiens]
p38g_(Hs):

gil|l772646|gb|AAB40118.1| p38gamma MAP Kinase [Homo sapiens]

SAPK3_ (Mm) :

gi|2181950|emb|CAA73850.1| stress-activated protein kinase-3 [Mus musculus]
SAPK3_(Rn) :

gi|1262403|emb|CAA65342.1| SAP kinase-3 [Rattus norvegicus]

SAPK*_(Ce) :

gi|71981436:1-372 Jun N-terminal Kinase family member (jnk-1) [Caenorhabditis
elegans]

STY1 (Sp): gil897810|emb|CAA61537.1| MAP kinase [Schizosaccharomyces pombe]
HOG1l_(Ca): sp|Q92207|HOG1 CANAL Mitogen-activated protein kinase HOG1
OS=Candida albicans GN=HOGl PE=1 SV=2

HOG1l_(Sc): gi|295611|gb|AAA34680.1| HOGl protein, [Saccharomyces
cerevisiae]

HOGlp (Sc): gi|1256876|gb|AAB67558.1| Hoglp: Mitogen-activated and
osmosensing protein kinase

MAPK (As): tr|Q43379]043379 AVESA MAP KINASE OS=Avena sativa GN=Asmapl PE=2
Sv=1

MAPK6_(At) :

gi|457404 |db]j|BAA04869.1| MAP kinase [Arabidopsis thaliana]

NFT4_(Nt): gi|634070|emb|CAA58761.1| p45Ntf4 serine/threonine protein
kinase [Nicotiana tabacum]

MAPK (Ps): MAPK(Ps): gi|20808|emb|CAA50036.1| MAP kinase homologue [Pisum
sativum]

MSK7_ (Ms) :

MSK7 (Ms) gi|298019|emb|CAA47099.1| MAP Kinase [Medicago satival]

MMK4_ (Ms) :

MMK4 (Ms) gi|1l667373|emb|CAAS57721.1| protein kinase [Medicago satival
WIPK_(Nt):

WIPK (Nt) gi|1136298|dbj|BAA09600.1|] WIPK [Nicotiana tabacum]

NFT6_(Nt) :

gi| 634068 |emb|CAA58760.1| p43Nft6 serine/threonine protein kinase
[Nicotiana tabacum]

MAPK5 (At):

gi|457402|dbj|BAA04868.1| MAP kinase [Arabidopsis thaliana]

MAPK4_(At):

gi|457400|dbj|BAAO04867.1|] MAP kinase [Arabidopsis thaliana]

MMK2 (Ms) :

gi|1204129|emb|CAAS57719.1| protein kinase [Medicago sativa]

MAPK7_(At) :

gi|457406|dbj|BAA04870.1| MAP kinase [Arabidopsis thaliana]

NFT3_(Nt):

gi|406751 |emb|CAA49592.1| NTF3, gi|406751|emb|CAA49592.1| NTF3 [Nicotiana
tabacum]

MAPK1 (Ph):

gi| 603871 |emb|CAA58466.1| MAP/ERK kinase 1 [Petunia x hybridal

MAPK1 (At):

gi|533280|dbj|BAA03535.1| ATMPK1l [Arabidopsis thaliana]

MAPK2 (At):

gi|533281|dbj|BAAO03536.1| ATMPK2 [Arabidopsis thaliana]

ERKa (Dd) :

gi|537288|gb|AAA59387.1| extracellular signal-regulated protein kinase
FUS3_(Sc):
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gi|171533|gb|AAA34613.1| FUS3 protein

SPK1_(Sp) :

gi|5092|emb|CAA40610.1| protein kinase [Schizosaccharomyces pombe]
KSsl_(Sc):

gi|6321477|ref|NP_011554.1| Mitogen-activated protein kinase (MAPK)
involved in signal transduction pathways that control filamentous growth
and pheromone response; the KSS1 gene is nonfunctional in S288C strains and
functional in W303 strains; Ksslp [Saccharomyces cerevisiae]

MAPK_(Ca) :

gi|7547261|gb|AAA34343.2] protein kinase [Candida albicans]

MAPK_(Fs) :

gil1279911|gb|AAB72017.1] mitogen-activated protein kinase [Nectria
haematococcal]

PMK1 (Mg) :

gil4321114|gb|AAC49521.2| pathogenicity MAP kinase 1; Pmkl; MAP kinase
homolog [Magnaporthe griseal]

ERKa (Dm) :

sp|P40417 |ERKA DROME Mitogen-activated protein kinase ERK-A OS=Drosophila
melanogaster GN=rl PE=1 SV=2

MAPK_(Ac) :

gi]1110512:1-351 MAP kinase

ERK2 (X1):

sp|P26696 |MKO1 XENLA Mitogen-activated protein kinase 1 OS=Xenopus laevis
GN=mapkl PE=1 SV=3

ERK2_ (Rn) :

sp|P63086|MKO1 RAT Mitogen-activated protein kinase 1 OS=Rattus norvegicus
GN=Mapkl PE=1 SV=3

ERK2 (Bt):

ERKZ (Bt) gi|337:1-360 extracellular signal-regulated kinase (ERK2) [Bos
taurus]

ERK2 (Hs) :

sp|P28482 |MKO1 HUMAN Mitogen-activated protein kinase 1 OS=Homo sapiens
GN=MAPK1 PE=1 SV=3

ERK1 (Hs):

ERK1 (Hs)sp|P28482|MKO1 HUMAN Mitogen-activated protein kinase 1 OS=Homo
sapiens GN=MAPK1l PE=1 SV=3

ERK1 (Rn):

gi[8393331|ref|NP_059043.1| mitogen activated protein kinase 3 [Rattus
norvegicus]

ERK1 (Mm) :

splQ63844 |MKO3 MOUSE Mitogen-activated protein kinase 3 0S=Mus musculus
GN=Mapk3 PE=1 SV=5

SUR1_(Ce):

sp|P39745|SUR1 CAEEL Mitogen-activated protein kinase mpk-1
OS=Caenorhabditis elegans GN=mpk-1 PE=1 SV=2

MPK1_(Ce) :

gi|71985935|ref NP _001022583.1| MAP Kinase family member (mpk-1)
[Caenorhabditis elegans]

BMKb (Hs) :

gi|837261|gb|AAA81381.1| ERKS

BMKa (Hs) :

gi|973309:1-816 BMK1l beta kinase

BMKg_ (Hs)

gi|973307|gb|AAA82931.1| BMK1l alpha kinase

SMK1 (Sc):

gi|973311|gb|AAA82933.1| BMK1l gamma kinase

SLT2 (Sc):gi|6325311:1-388 Middle sporulation-specific mitogen-activated
protein kinase (MAPK) required for production of the outer spore wall
layers; negatively regulates activity of the glucan synthase subunit Gsc2p;
Smklp [Saccharomyces cerevisiae]
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MKC1_(Ca) :
gi|619450|emb|CAA54129.1| MAP kinase Mkcl [Candida albicans]

MAPK3 (Hs) :
sp|P31152|MKO4 HUMAN Mitogen-activated protein kinase 4 OS=Homo sapiens
GN=MAPK4 PE=2 SV=1

MAPK3 (Rn) :
sp|P27704 |MKO6_RAT Mitogen-activated protein kinase 6 OS=Rattus norvegicus
GN=Mapk6 PE=2 SV=2

p97_(Hs) :
gi|763113|emb|CAA56709.1| p9T7mapk [Homo sapiens]
2mpk_(Tth)

Nt_MAPK:
gi| 78096654 |dbj|BAE46985.1| mitogen—-activated protein kinase [Nicotiana
tabacum]

St_MAPK:
gil21165529|dbj|BAB93532.1| mitogen—-activated protein kinase [Solanum
tuberosum]

Tg_MAPK1:
gi|51094326|gb|AATO95334.1| mitogen-activated protein kinase 1 [Toxoplasma
gondii]

Ch_MAPK:
gil67599463 |ref|XP 666288.1| MAPK [Cryptosporidium hominis TU502]

Lm MAPKA4:
gi|157868358|ref|XP_001682732.1| map kinase; mitogen-activated protein
kinase [Leishmania major]

Tb_MAPK4
gi|71749466|ref|XP _828072.1| mitogen-activated protein kinase [Trypanosoma
brucei TREU927]

Ch_MAPK1:
gil67594677 |ref|XP _665828.1| mitogen-activated protein kinase 1,
serine/threonine protein kinase [Cryptosporidium hominis TU50

Tg_MAPK2:
gi|71897470|gb|AAZ52559.1| mitogen-activated protein kinase 2 [Toxoplasma
gondii]

Ta_MAPK:
gi|84998766|ref|XP 954104.1| protein kinase, putative [Theileria annulata
strain Ankara]

Lm_MAPK2:
gil157876596|ref|XP_001686644.1| mitogen-activated protein kinase,
putative; protein kinase, putative [Leishmania major]

Tb_MAPK2:
gi|71747410|ref|XP 822760.1| protein kinase [Trypanosoma brucei TREU927]

Tg_MAPK3:

gi|95007294 |emb |CAJ20514.1| mitogen-activated protein kinase, putative
[Toxoplasma gondii RH]
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Ch_MAPK2:
gi|67603708|ref|XP 666571.1| mitogen-activated protein kinase 2
[Cryptosporidium hominis TU502]

Pf MAPK2:
gil124803797|ref|XP_001347818.1| mitogen-activated protein kinase 2
[Plasmodium falciparum 3D7]

Ta_MAPK2:
gi|84999310 |ref|XP 954376.1| MapZ2 kinase, putative [Theileria annulata
strain Ankara]

Tp_MAPK2:
gi|71032489% |ref|XP_765886.1| mitogen-activated protein kinase 2 [Theileria
parva strain Mugugal]

Bb_MAPK
gil156086144|ref|XP_001610481.1| mitogen-activated protein kinase, putative
[Babesia bovis T2Bo]

Pv_MAPK2:
gi|156098454|ref|XP_001615259.1| mitogen-activated protein kinase 2,
putative [Plasmodium vivax Sal-1]

Gl ERK2:
gi[159109796|ref|XP_001705161.1| Kinase, CMGC MAPK [Giardia lamblia ATCC
50803]

Li MAPK:
gil146103309|ref|XP_001469531.1| mitogen-activated protein kinase; protein
kinase [Leishmania infantum]

Bb_MAPKp:
gil156087124|ref|XP_001610969.1| mitogen activated protein kinase, putative
[Babesia bovis T2Bo]

Pc_MAPK4:
gi|25052804|gb|AAN65180.1| mitogen-activated protein kinase 4 [Petroselinum
crispum]

Pt_ERK2:

GSPATT00002839001, hypothetical mitogen-activated protein kinase
[Paramecium tetraurelia strain ]

Pt ERK3:

GSPATT00001183001 hypothetical mitogen-activated protein kinase
[Paramecium tetraurelia strain ]

Pt ERK4:
GSPATT00004681001 hypothetical mitogen-activated protein kinase
[Paramecium tetraurelia strain ]

Pt ERKS:
GSPATT00020357001 hypothetical mitogen-activated protein kinase
[Paramecium tetraurelia strain ]

Pt ERKG6:
GSPATT00006379001 hypothetical mitogen-activated protein kinase
[Paramecium tetraurelia strain ]

Pt ERK7:
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GSPATT00009693001 hypothetical
[Paramecium tetraurelia strain

Pt MPK2:
GSPATT00032619001 hypothetical
[Paramecium tetraurelia strain

Pt MPK1l:
GSPATT00022240001 hypothetical
[Paramecium tetraurelia strain

Pt MPK3:
GSPATT00035162001 hypothetical
[Paramecium tetraurelia strain

Pt MPK4:
GSPATT00032029001 hypothetical
[Paramecium tetraurelia strain

Pt MPK5:
GSPATT00004298001 hypothetical
[Paramecium tetraurelia strain

Pt MPK6:
GSPATT00001369001 hypothetical
[Paramecium tetraurelia strain

Pt MPK7:
GSPATT00019885001 hypothetical
[Paramecium tetraurelia strain

Pt MPKS8:
GSPATT00020292001 hypothetical
[Paramecium tetraurelia strain

Pt MPK9:
GSPATT00035055001 hypothetical
[Paramecium tetraurelia strain

Pt MPK1O0:
GSPATT00004874001 hypothetical
[Paramecium tetraurelia strain

Pt MPK1l1l:
GSPATT00021275001 hypothetical
[Paramecium tetraurelia strain

Pt MPK1l2:
GSPATT00003200001 hypothetical
[Paramecium tetraurelia strain

Pt MPK1l3:
GSPATT00002670001 hypothetical
[Paramecium tetraurelia strain

Pt MPK1l4:
GSPATT00028307001 hypothetical
[Paramecium tetraurelia strain

]

]

]

]

]

]

]

]

]

]

]

]

]

]

]

mitogen-activated

mitogen-activated

mitogen-activated

mitogen-activated

mitogen-activated

mitogen-activated

mitogen-activated

mitogen-activated

mitogen-activated

mitogen-activated

mitogen-activated

mitogen-activated

mitogen-activated

mitogen-activated

mitogen-activated
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kinase
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Pt MPK15:
GSPATT00036133001 hypothetical
[Paramecium tetraurelia strain

Pt MPK1l6:
GSPATT00037398001 hypothetical
[Paramecium tetraurelia strain

Pt MPK1l7:
GSPATT00038217001 hypothetical
[Paramecium tetraurelia strain

Pt MPK18:
GSPATT00006852001 hypothetical
[Paramecium tetraurelia strain

Pt MPK19:
GSPATT00002593001 hypothetical
[Paramecium tetraurelia strain

Pt MPK20:
GSPATT00002396001 hypothetical
[Paramecium tetraurelia strain

Pt MPK21:
GSPATT00001463001 hypothetical
[Paramecium tetraurelia strain

Pt MPK22:
GSPATT00020006001 hypothetical
[Paramecium tetraurelia strain

Pt MPK23:
GSPATT00023531001 hypothetical
[Paramecium tetraurelia strain

Pt MPK24:
GSPATT00009411001 hypothetical
[Paramecium tetraurelia strain

]

]

]

]

]

]

]

]

]

]

mitogen-activated

mitogen-activated

mitogen-activated

mitogen-activated

mitogen-activated

mitogen-activated

mitogen-activated

mitogen-activated

mitogen-activated

mitogen-activated
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Ek-4

1.T.thermophila ve P.tetraurelia’ya ait MAPK dizilerinin Benzerlik Matrisleri ve Kendi
Iclerinde Olusturduklar Filogenetik Agaclar

T.thermophila MAPK’lerinin Biitiinsel Dizlerine ait Benzerlik Matrisi ve Filogenetik Agaci

Seq->  1mapk 2mapk MPK2 MPK3  3mapk 4mapk 5mapk MPK1 ERK7A ERK7C MPK4

Imapk ID 0324 0365 0225 0,159 0039 0,187 0,258 0,261 0,116 0,123
2mapk 0,324 ID 0,394 0,242 0,181 0,047 0,198 0,255 0,238 0,128 0,124
MPK2 0,365 0,394 ID 0,278 0,190 0,043 0,239 0336 0303 0,114 0,127
MPK3 0,225 0,242 0,278 ID 0,159 0,044 0,18 0,280 0,251 0,103 0,114
3mapk 0,159 0,181 0,190 0,159 ID 0,078 0,18 0,196 0,164 0,121 0,148
4mapk 0,039 0,047 0,043 0,044 0078 ID 0,069 0,056 0,042 0,045 0,056
5mapk 0,187 0,198 0,239 0,188 0,185 0,069 ID 0,406 0,202 0,102 0,132
MPK1 0,258 0,255 0,336 0,280 0,196 0,056 0,406 ID 0,323 0,115 0,153
ERK7A 0,261 0,238 0303 0,251 0,164 0,042 0,202 0,323 ID 0,166 0,243
ERK7C 0,116 0,128 0,114 0,103 0,121 0,045 0,102 0,115 0,166 ID 0,257

MPK4 0,123 0,124 0,127 0,114 0,148 0,056 0,132 0,153 0,243 0,257 ID

100 ————— Smapk
g5 T

73

4mapk

MPEC3

ERKTC

100 —————————— ERKTA

sl P4

Jmapk

Tmapk

73

e ——_ L
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2. T.thermophila MAPK’lerinin Katalitik Bolgelerine Ait ait Benzerlik Matrisi ve Filogenetik
Agag

Seq-> ERK7A  ERK7C MPK4  MPK3  1mapk 2mapk MPK2 3mapk 4mapk 5mapk MPK1

ERK7A ID 0622 0,79 033 0376 0437 038 0426 0419 0,409 0,432
ERK7C 0,622 ID 0,625 0314 0372 039 038 0414 0352 0,410 0,410
MPK4 0,795 0,625 ID 0314 0363 0414 0381 0413 0405 0412 0453
MPK3 0,330 0,314 0314 ID 0,292 035 0331 0343 0337 0357 0,376
1mapk 0,376 0,372 0363 0,292 ID 0,476 0,438 0,400 0,350 0,38 0,382
2mapk 0,437 0,398 0414 0,355 0476 ID 0,624 0,526 0411 0503 0,494
MPK2 038 038 0381 0331 0438 0624 ID 0,461 0,367 0457 0,451
3mapk 0,426 0414 0413 0,343 0400 0,526 0,461 ID 0,398 0,458 0,475
4mapk 0,419 0,352 0405 0337 0350 0411 0,367 0398 ID 0,483 0,480
5mapk 0,409 0410 0412 0357 0,38 0503 0457 0458 0,483 ID 0,702

MPK1 0432 0410 0453 0376 0382 049 0451 0475 048 0,702 ID

10— Smapk
& L MFK1

[

4rrapk

T2 e

ERKTC
100 ———————— ERKTA
[ [1)1)| S ¥

Jmapk

1 k
70 map

TE — ]
| ] ) S 1~

200



3. P.tetraurelia MAPK’lerinin Katalitik Bolgelerine Ait ait Benzerlik Matrisi ve Filogenetik
Agac

100 MPK14
100 { MPK2

a9 L——————— MPK16
MPK1

a0 —‘IDDI: MPK22
MPK5

100 { MPK18

78 82 MPK20

10— MPK24
|

g7 MPK15

44 100 { MPK3

77 ———————————— MPK9

100 MPK1 1

W: MPK17

10— wpket

100

100

B4 ERK7
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Ek 5. Filogenetik analizlerde kullanilan MAPK ailesi iiyelerine ait katalitik bolgelerin dikey
hizalamasi

Uyari: Filogenetik aga¢ olusturulmadan once hizalamayr olusturan diziler manuel olarak kontrol edilmis ve
SEKI Ce ve MAPK Lm gibi uygun olmayan hizalama sergileyen diziler filogenetik analizlere dahil edilmemistir.
Asagidaki hizalama ham veri olarak degerlendirilmelidir)

SLT2 Sc IRRNET Y TL)eoE L. MEGDMHET T HMORIMNY OT LO®GLKY IHSARHRDLKPENLLVNCOLK I@DFGL,
MKCl::Ca: 1 NEIYLYEELMECDMHQIIHYQSFIYQVLCGLNFIHSALHRDLKPGNLLVNCELKICDFGL
SMK1 Sc 1 DGIEMCY QlaamisnY IBIRA K IHIEYFLYQILCGLKYIHSAIHRDLKPGNILCTGCLKICDFGL
MAPK Ps IR\ DV Y TESE LMD TDLH@GT T HOO YL Y OFLRGLKY IHSARHRDLKPSNLLENCIBRLK I@DFGIL|
MSK7::M3: IR\ DV Y TESE LMD TDLH@GT T HOO YL Y OFLRGLKY IHSARHRDLKPSNLLENCIBRLK I@DFGIL|
NFT4 Nt IR\ DV Y TESE LMD TDLH@GL T HOO YL Y OTLRGLKY IHSARHRDLKPSNLLENCIRLK I@DFGIL|
MAPK6 At IR\ DV Y TESE LMD TDLH@GL T HOO YL Y OFLRGLKY IHSARHRDLKPSNLLENCIBRLK I@DFGIL|
MMK4 Ms IR\ DV Y TiRE LMD TDLH@GT T HOO YL Y OFLRGLRY IHSATHRDLKPSNLLENCIRLK IMDFGL,
WIPK::Nt: IR DV Y TENNE LMD T DLHGT T HOO YIMY ORLRGLKY IHSARHRDLKPSNLLMNCIBRLK I@DFGIL|
MAPK As IR\ DV Y TRNNE LMD T DL HIEIE T HOO Y)Y ORLRGLKY IHSATHRDLKPSNLLENCIBRLK I@DFGIL|
MAPK4 At IR\ DV Y TVMELMBTDLHGT T HONEIAL Y OLLRGLKYMHSARHRDLKPSNLLENCIBRLKEEDFGI,
MMKZ2 Ms IR\ Y TVSE LMBTDLH@T T HOR YV Y OLLRGLKYMHSARHRDLKPSNLLENCIRLK I@DFGL|
MAPKS5 At IR DV YTVIRELMBTDLHEL T HEO YL YOI LRGLKY IHSARHRDLKPSNLLENCIRLK IWDFGL|
NFT6 Nt IR\ DVYTVMELMBTDLHET T HEO YL Y OLLRGLKYMHSARHRDLKPSNLLENCIRLK I@DFGIL|
NFT3 Nt IOV YLVMELMDTDLHET T HOO YREEOLLRGLKYHHSARHRDLKPENLLENCIRLK I@DFGIL,
MAPK1 Ph IOV YLVMELMDTDLHET T HOO YREEOLLRGLKYHHSARHRDLKPENLLENCIRLK I@DFGL,
MAPKI::At: IOV YLVMELMBTDLHGT T HOO YIRIEEOLLRGLKY IHSARHRDLKPENLLVNCIBRLK I@DFGIL|
MAPKZ At IOV YLVMELMDTDLHET T HEO YREEOLLRGLKY IHSARHRDLKPENLLVMNCIBRLK I@DFGL|
MAPK7 At IOV YLVMELMBTDLHET T HOYREEOLTLRGLKYHHSARHRDLKPENLILVNCIRLK I@DF G|
ERKa Dd IR DV Y TVSELMBTDLH@E T HEO Y)y YQMLRGLKHIHSALHRDLKPSNLLINCLLKICD!GL
3mpk:§th7 1 EDIYIISQLMDTDLHQIIHIQFFIYQLLEGLKYIHSAEHRDLKPGNLLVNC LKI®DEFGL
2mpk  Tth 1 DDIY!VSELMETDLQQIIH ERTYORLRGLKYIHSATHRDLKPINNLLVNCIBLK I@®@DEGL
MPK2-Tth IR DT YVVSELMETDLESIT T HEOEIL Y OF LRGLKY IHSAMHRDLKPIINLLVMNCIBLK I@DF G,
MAPK F's IRRNEY Y LTOF LMETDMHIRNAT HEO YT Y OILRATKIEMHS ARHRDLKPSNLLENCIRLKM@DF G,
PMKl::Mg: IRRNEY Y LTOF LMETDMHIANV I HEO YT Y ONLRATKIEMHS ARHRDLKPSNLLENCIRLKM@DFGL,
MAPK Ca IRRNET YLTOFLMETDLHRVIHEQOYIFTY O L RATKIEMHSARHRDLKPSNLLENCIRLK I@DFGL|
SPK1 Sp IR DV Y TVOELMETDL)4S IHEQYFTYQILRALKA HSAVHRDLKPSNLLENCLKMRDEGL
KSS1l Sc IRV Y IVIRE LMET DLV T HVO Y)Y O LRALKS THSATHRDIKPSNLLENCIRLKM@DF G,
FUS3::Sc: 1 NEVYIIQELM@TDLH' IHIQYFIYQELRAVK LHES THRDLKPSNLLENCIBLKM@DEGL
BMKa Hs IRV Y V/VIBD L. MES DL HOT T HVIRY YL Y OLLRGLKYMHSATHRDLKPSNLLVMNCILK I@DFG
BMKg Hs ISV Y V/VIBD L. MES DL HOT T HVIRY YL Y OLLRGLKYMHSATHRDLKPSNLLVMNCILK I@DFG
BMKb Hs IRV YVVIBDL.MES DL HOT T HVIRY YL Y OLLRGLKYMHSATHRDLKPSNLLVMNCILK I@DFG
ERKa Dm IRENDVY TV METDLINLTLHI®YILYOILRGLKY IHSARHRDLKPSNLLENCIRLK I@DFGIL|
MAPK Ac IOV Y TV MET DMNLT HVE YL Y O LRGLKY IHSARHRDLKPSNLLENCIBRLK I@DFGIL|
ERK2 Hs IOV YTVODLMETDLMNELHI®YILYOILRGLKY IHSARHRDLKPSNLLENCIRLK I@DFGIL|
ERKl::Hs: IOV Y TVODLMETDLMNETLHIT®YIELYOILRGLKY IHSARHRDLKPSNLLENCIRLK I@DFGL|
ERKZ Bt IOV YTVODLMET DML HIT®YILYOILRGLKY IHSARHRDLKPSNLLENCIRLK I@DFGIL|
ERKZ Rn IOV YTVODLMET DML HT®YILYOILRGLKY IHSARHRDLKPSNLLENCIRLK I@DFGIL|
ERK2 X1 IOV Y TVODLMETDLMNETLHIT®YIELYOILRGLKY IHSARHRDLKPSNLLENCIRLK I@DFGL|
ERKl::Rn: IRENDVYTVODLMET DML HI®YIEYOILRGLKY IHSARHRDLKPSNLLENCIRLK I@DFGL|
ERK1I Mm IRENDVYTVODLMET DML HI®YILYOILRGLKY IHSARHRDLKPSNLLENCIRLK I@DFGL|
SUR1 Ce IRNNDTYTVOTMETDLINLLHVE YL YOI LRGLKY IHSARHRDLKPSNLLENCIRLK I@DFGIL|
MPK1 Ce IRNNDTYTVOTMETDLINLTHVE YL YOI LRGLKY IHSARHRDLKPSNLLENCIRLK I@DFGIL|
JNKZQI__ES_ IO DV Y LVIUE LMDEWT @@V T IS Y EL Y OMLOGIKEINHSATHRDLKPSNIVVINCIN LK TI#DF G,
JNK2al Gg_ IO DV Y LVIUE LMDEWT @@V T IMS] Y EL Y OMLOGIKEIHHSATHRDLKPSNIVVINCIN LK TI#DFGL,
JNK2b1l Hs 1 QDVYLV*ELMD‘NLCQ IRMSYELYOMLOGIKEINHSATHRDLKPSNIVVINCIN LK TI@DEF'GL
JNK2b2 Hs 1 QDVYLV*ELMD‘NLCQ IRMSYELYOMLOGIKEINHSATHRDLKPSNIVVINCIN LK TI@DEF'GL
JNK3a2 Hs 1 QDVYLV*ELMD‘NLCQ IRMSIYEEYOMLOGIKEINHSATHRDLKPSNIVVINCIN LK TIDEF'GL
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SAPKb Rn QDVYLV*ELMD‘NLCQ IRMSYELYOMISATKEINHSATHRDLKPSNIVVINCI LK TIDE'GL
JNK3al Hs QDVYLV*ELMD‘NLCQ IRMSYELYOMLOGIKEINHSATHRDLKPSNIVVINCIN LK TI@DE'GL
JNKla2 Hs (O DV YL VIYE LMDES OO T IV Y BT Y OMTL@GIKBIEHSATHRDLKPSNEVVINCINLK TIDEF'GL
SAPKg Rn QDVYIV#ELMD‘NLCQ IRMSYELYOMLOGIKBINHSATHRDLKPSNIVVINCI LK TIDE'GL
JNK1bl Hs QDVYIV*ELMD‘NLCQ IRMSYELYOMLOGIKEINHSATHRDLKPSNIVVINCIN LK TIDEF'GL
JNK1b2 Hs QDVYIV*ELMD‘NLCQ IRMSYELYOMLOGIKEINHSATHRDLKPSNIVVINCI LK TIDE'GL
SAPK Cc QDVYLV*ELMD‘NLCQ IRESYEEYOMLOGIKEINHSATHRDLKPSNIVVINCIN LK TIDE'GL
SAPKa Dm QDVYLV*ELMD‘NLCQ IRMSYELYOMLOGIKEINHSATHRDLKPSNIVVINCIN LK TI@DEF'GL
SAPKb  Dm (O DV Y VIYE LMDES OO T IV Y BT Y OMTL@GIKBIEHSATHRDLKPSNEVVINCINLK TIDEF'GL
SAPK INDIEY T VIUE LMDES L0V T IRES Y BE Y OMLOGIRIBINHSATHRDLKP SNEVVINCILK TIDEF'GL
p38  Mm DM Y 15V i L M@IAD TIMNEV HMOEET Y O LRGLKY IHSATHRDLKP SNLEWNCIMLK TIDEF'GL
p38 Rn DM Y 15V i L. M@IAD TIMNEV HMOBEET Y O LRGLKY IHSATHRDLKP SNLEWNCIMLK TIDEF'GL
p38 Cf DM Y IV i L M@IAD TIMNEV HMOBEET Y O LRGLKY IHSATHRDLKP SNLEWNCIMLK TI@DEF'GL
CSBP1 Hs DM Y IV i L M@IAD TIMNEV HVMOEET Y O LRGLKY IHSATHRDLKP SNLEWNCIMLK TIDEF'GL
p38b  Mm DM Y 15V i L M@IAD TIMNEV HVMOBEET Y O LRGLKY IHSATHRDLKP SNLEWNCIMLK TI@DEF'GL
Mxi2 Hs DM Y IV i L M@IAD TIMNEV HMOBEET Y O LRGLKY IHSATHRDLKP SNLEWNCIMLK TIDEF'GL
MPK2 X1 DM Y 15V i L M@IAD TIMNEV HMOBEET Y O LRGLKY IHSATHRDLKP SNLEWNCIMLK TIDEF'GL
p38  Cc DM Y 15V i L M@IAD TIMNEV HVMOEET Y O LRGLKY IHSATHRDLKP SNLEWNCIMLK TIDEF'GL
p38b  Hs SIEV Y Vi T. MEIAD LM IV HVOEEV Y OBLRGLKY IHSATHRDLKPSN NCRRLRIDEGL
p38b2 Hs SIEV Y LV T. MEIAD LI IV HVOEEV Y ORLRGLKY IHSATHRDLKPSN NCRRLRIDEGL
ERK6 Hs TIREMEYVMP F NIOFLVYOMLKGLRY THNATHRDLK PE@NLEWNCIBLK TIDEFGL
p38g  Hs TIREMEYVMP F NIOFLVYOMLKGLRY THNATHRDLKPENLEWNCIBLK TIDEFGL
SAPK3 Mm TIREMEYVMP F NIOFLVYOMLKGLKY THNATHRDLKPE@NLEWNCIHLK TIDEFGL
SAPK3 Rn_ TIREMEYMP F NIOEFLVYOMLKGLKY THMATHRDLKPENLEWNCIHLK TIDEFGL
p38 Ce 1DV YIRVENTLMEADTSNTHHEOEEVY QR LRGLKY ITHSATHRDLKP SNIRWNCIHLK TIDEF'GL
HOGl Sc DI YIRVINETOET DL HINLEIRVO YIRE Y ORLRGLKYMHSATHRDLKPSNELENCIBLK I®DEGL
HOGlp Sc_ DI YIRVINETOET DLHINEHIRVO YIREY O LRGLKYMHSATHRDLKPSNELENCIBLK T®DEGL
HOG1 Ca DI YIRVINELGET DLHINEEIFLO YIYY OFMRGLKY THSATHRDLKPSNELENCIBLK T®DEFGL
STYl Sp DI YIRVINE L HET DLHINEEFLO YL Y ORLRGLKEVHSATHRDLKPSNELENCIBLK T®DEGL
ERK2 Pt DL YIETWE T METDLHESV I HEQY] Y ITHSAMHRDLKPSNELVNCIBLK I[@DI®GL
ERK3 Pt DL YIETWE T METDLHEV I HEQY] Y ITHSAMHRDLKPSNELVNCIBLK I[@DI®GL
ERK4 Pt DL YEVIRELMETDLHIEV I HEQY] Y ITHSAMHRDLKPSNELVNCIBLK I[@DI®GL
Smpk Tth DL YEVIRELMETDLHIEV I HEQY] Y ITHSAMHRDLKPSNELVNCIBLKMGDI®GL
ERK6 Pt DL YIEVIREIRME T DLHISWV I HEQY] YMHSATHRDLKPENELVNCIBLK I[@DI®GL
ERK7 Pt DL YIEVIREIRMET DLHISWV I HEQY] YMHSAIHRDLKPENILVNCDLKICDLGL
ERK5 Pt NDIYIITDLMETDLHK ITHEQY] Y THEATHRDLKPSNELENCIBLK T[@DI#GL
MPK1 Tth DL YMVIRDLMETDLHIRVIHEQY YIHSATHRDLKPSNELENCIBLKI@®DEGL
ERK1 Pt DEYTIMDLMETDLHRW I HEQY] LYQHLRGL YIHSATHRDLKPSNLLENCIBLKI@®DEGL
4mpk Tth DIYLVLEYME!DLDKTI!IENLMWQLL GERYMHSATHRDEKP SNELENCENL KL

lmpk Tth ALY L VISEIRTD T DLHINVNHEO YN Y OF LA TIRERHS HE@LRESNILLNCDLKI

MAPK Ch IR DL Y VINO T METDLHIEV I HEQYIIMY O LRGLSY HHIY T HRDLKPSNELVNCIBLK T
MAPK4 Lm DL Y HVMD LMD T DL T HEQY OIRSARGLIslY BHSAMHRDLKPSNLLVNCIRLINT
MAPK4 Tb SIDIYTVIUD LMD T DLHINE T HMO Y EMIMONARG LAY BHTFATHRDLKPSNLLMNCNLINT
MAPK1 Tg EDIYLV%DLMDTDLH' IHHQYELYQLL GL FLH@AIHRDLKPSNILVNC IKI

MPK6 Pt IANT YV VIIENENOS D LINNTIRHTOIT LY NT@YGCTL.KYBHS ARHRDLKPIINMLENC

MPK13 Pt DTIYVV*EYAQSDLKKLFHIQ I YNITGYGLKYEHSABHRDLKPIINMLENC

MPK10 Pt DTIYVV*EYAQSDLKKLFHIQ IVYNIGUGLKYEHSABHRDLKPIINMLENC

MPK12 Pt IENT YV VIIENENOIS D LISNTIRHT ORIV Y NT(@YGC L. KY BHS ARHRDLKPIINMLENC

MAPK2 Tp LVENLLSGVsY BHSWAMHRDLK PRINGLENC

MAPK2 Ta YT YV VIRE TRWAS DIV HIINSEVENT I SIGVIs Y BHSYAYHRDLK PRINGLINC

MAPK Bb YL YV V)IRE TEVAS DTN T HITINRTM Y NET @GV Y HHENYH RDL K PERIN®LVNC

MAPKZ Pv INEL YL VIRETIADS D I8N H ITLYNLLIRGIRKY THIMNS| T HRDLKPRIN@ T ENC]

MAPK2 Pf DELYIVLEIRDSDLKKLFH ITLYNLLIRGIRKE T HI| T HRDLKPIRIN@TLENC]

MAPK3 Tg DELYVVLEIRDSDFKKLFHI LLYNLL‘GVKYVHSALHRDLKP‘NCLVNC

MAPKZ Ch DEIYLVLEIEDSDFKKLFH LLYNLLMGLKYIHSAEHRDLKP‘NCLVNC

MPK3 Tth GTTNYYQ IHIQYIIYQILKGLKYLHSAIHRDLKPSNLLC‘I

MPK8 Pt DIYLVFEYMETDLHA THISNYMV YO LK LKY IHSGIHRDLKPSNELENCIEMK T
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MPK23 Pt SN Y[V |gDNVE T DL HW T His Y W Y O LKA LK Y THSEIHRDLKPSNILENCEMKEDFGL
ERK7A Tth L [0 i D e Vv OB LKA Lk v s @1 iR oL ks g LN B FGL
MPK3 Pt SRR Y (1V|gDNVE T DL HW T Hia Y IV Y ONT KA T KB THSETHRDLKPSNILEBCIMIKWADFGL
MPK4 Pt SN DL Y [1V|gDNVE T DL HE IHKKYIVYQ!LKALKFIHSGIHRDLKPSNILLECLIKVRDFGL
MPK15 Pt IRIL v [30N B DL e T v OF LKA < 11 ST iR DL K SN LENCHVK VD FGL
MPK4 Tth S oL bt/ 3D D 0 VA v OB LKAk v 115 @1 iR LK s NELENCHK B FGL
MPK1l Pt 0L /1300 i DL R BT v OB LKA LK v THSA T HRDLK P SN LEBCRMK VD FGL
MPK17 Pt 0L /1300 B DL Ot v OB LKA LK Y THSA T HRDLK P SN L C K VD FGL
MPK9 Pt SRI0L - /1300 i DL O L v OB LR LK Y THSA T HRDLK P SN L AC K VD FGL
MPK7 Pt 0 13l DL 0t v OB LRk v s AR DL KPS NI LENCIK VD FGL
MPK24 Pt SN Y[ VI3EEIME T DLHEV T HINO Y I Y OX LKEIK YMHS ABHRDLKPS NI LERCE KMDFGL
ERK7C_Tth SRS DIT Y/ VIgENMD T DLHEW T HINO Y EM Y ORJRATK Y THSE T HRDLKBSNELUNC W< VD FGL
MAPK2 Tg RS0 v iR B D T 0 vV Y OBl R A v S @B R Dk P SNML BN Mo G
ERK2 Dd_ 1 R B e O vl Y OB LRA LK YMHSABHRDEKPSNLLENC KMDFGL
ERK2 Gl 1 DIYLVFEFLDSDLHﬁXIHKRYIIYQEVKALKYLHSALHRDLKPSNLLLNC Kgﬂ

MAPKL Ch SRS DV v ([VIgBNgVE T DL HW T HINO Y VAV Y ORTRWEK Y H SEHHR DMK P SN L ENCIEV K

MAPK Li 1 -DIYLVFEYMETDLHEVIH OB v Olf LRI v B 5 ABHR DMK P SNL L MKV

MAPK2 Lm 1 'DIYLVFEYMETDLH‘VIH BTy OB Kith vl 5 n B r DMk p s L i g

MAPK2 Tb SO I3 DL T OB OB RO v 5 Al R DMK P SN LN MK

MPK1 Pt SRR DL Y MVIJENVE T DL HIAT HEGIEVV Y OH L KA K FHHSE T HRDLK PN L LENCMVKEDFGL
MPK22 Pt SO bt 1§ D0 1 e VA v OB LKA < B s @1 1ok i Lo o F L
MPK2 Pt S L bt 13 b D 1 e 8 v OB LRG LK vl S @1 HRDLKPSNLLENCEK VD FGL
MPK14 Pt SRS oL v Bl B D T e B Y OB L KGLK Y@ T HRDLKPSNLL ENCRMK VD FGL
MPK16 Pt SOl R~ Do 1 Y BV Y OV LR LK Y 8@ T HRDLK PSNLLEN YK VD FGL
MPK18 Pt S bt/ 1§ DL T MO Y T v OB LK KB 1 S@ T HRDLK SN L LB VD FGL
MPK20 Pt L bt/ 1§ B DL T MO Y T v OB K8 KB T S@ T HRDLKPSNLL IR VD FGL
MPK5 Pt L bt/ 1§ B DL T MO v BT v OB K8 KB T S@ T HRDLK SN L LR VD FGL
MPK19 Pt SRS o L b 0L B L v OLIGRA Lk v 11 ST R oL K o L R < D FGL
MPK21 Pt SRS L 3 b DL B T e L v OLIgRA Lk v 11 ST oL K i R« o F L
MAPKl Pf SN DT v L TIgBiME T DL HIM T Hi Y I Y OB L RALK Y THSEHHRDEK P SN LUNCERKWADFGL
MAPKp Bb SRS DL Y LR NED T DL HSV T Hitat Y I Y O T KAENE 1 H SEEHRDLKPSNVLENCINEKEADFGL
MAPK Ta SRS o/ I [ e D e ] v O KA 1 HEGE R DL KPS MWL ENCREK BD FGL
MAPK1 Tb S DI v 1 VE LINE T D LAYV v I Y O TAVINEH HINS T HR DL K PRNVBEN CINEK E€DFGL
MAPK3 Rn SN v 1 @)F §gME T D LISV HENSSM v O L RGLKY THSAMHRDLK PN LI NRY LK I€DFGL
p97 Hs SBNFE!V/ v (I @/F-NgME T D LSV HINSIM v OB RGLKY THSABHRDLK PN LIFENIAY LK I€DFGL
MAPK3 Hs SRNSAPY v 1 (@/F-NgE T D LINRILT| HINGMM v OB RGLKY THSAEHRDLK PRNTIIIAY L K I€DFGL
SEK-1 Ce IR DV 1@Y D TRl D ey e NN 1 NFNRISe 1 1R Dfix pSNELENEelik @D FGE
MAPK Lm 1 AKIENATORORBROMRROQSISOIT S PF SEMIANSASRLTARNGEHPFTPTSPPCSSRR

203



SLT2 Sc_
MKC1 Ca
SMK1 Sc
MAPK Ps
MSK7 Ms
NFT4 Nt
MAPK6 At
MMK4 Ms
WIPK Nt
MAPK As
MAPK4 At
MMK2 Ms
MAPK5 At
NFT6 Nt
NFT3 Nt
MAPK1 _Ph
MAPK1 At
MAPK2 At
MAPK7 At
ERKa Dd
3mpk Tth
2mpk  Tth
MPK2-Tth
MAPK Fs
PMK1 Mg
MAPK Ca
SPK1 Sp
KSS1 sc
FUS3 Sc
BMKa Hs
BMKg Hs
BMKb Hs
ERKa Dm
MAPK Ac
ERK2 Hs
ERK1 Hs
ERK2 Bt
ERK2 Rn
ERK2 X1
ERK1 Rn
ERK1 Mm
SUR1 Ce
MPKl Ce
JNK2al Hs
JNK2al Gg
JNK2bl Hs
JNK2b2 Hs
JNK3a2 Hs
SAPKb Rn
JNK3al Hs
JNKla2 Hs
SAPKg Rn
JNK1bl Hs
JNK1b2 Hs
SAPK Cc
SAPKa Dm
SAPKb  Dm

61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
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EK 6. Protist MAPK ailesi iiyeleri ile yapilan NJ, ME ve MP filogenetik
agaclari.

e 1000 tekrarh sec bagla ile yapilan Protist NJ Filogenetik Agact:
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1000 tekrarl se¢ bagla ile yapilan Protist ME Filogenetik Agact:
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1000 tekrarli se¢ bagla ile yapilan Protist MP Filogenetik Agact:
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