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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Tetrahymena theg‘mpphila GLUTATYON S-TRANSFERAZ ZETA
(GST-Z) GENININ KLONLANMASI, DENEYSEL VE
BiYOINFORMATIK KARAKTERIZASYONU

Cem OZIiC

Anadolu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Ileri Teknolojiler Program

Biyoteknoloji

Damsman: Yard. Do¢. Dr. Muhittin ARSLANYOLU
2008, 129 sayfa

Glutatyon-S-transferaz (GST) enzimleri canlilarda endojen ve ekzojen
bilesiklerin detoksifikasyonu saglarlar. Tetrahymena genom proje sonuglar1 bu
enzim ailesi agisindan analiz edildiginde, 4 alt-grup (theta, omega, mu, zeta) ile
temsil edilen 19 farkli GST genine sahip oldugu goriilmiistiir.. TtGSTz geninin
mRNA dizisi (847 bg), genom projesinde bulunan genomik bilgi (77.m00138),
EST (Expressed Sequence Tags) dizileri ve 3’RACE deney sonuglar dikkate
almarak ortaya ¢ikartilmistir. TtGSTz geninin bagla-dur kodonlar1 arasinda kalan
protein kodlayict 663 bg’lik bolge cDNA olarak klonlanmis dizi analiziyle teyit
edilmistir. GSTz geninin genomik kopyasinin klonlanan cDNA ile
karsilastirilmast yapildiginda genom projesinde belirtildigi gibi toplamda 122
be¢’lik intron igerdigi gosterilmistir. Klonlanan TtGSTz cDNA’nin kodladig1 olast
amino asit dizisinden yola cikilarak yapilan karsilastirmali dikey hizalama ile
motif analiz sonuglari, zeta alt grubunun karakteristik  motifine
(SSCX[WH]RVIAL) uygun imza dizisini igerdigini gostermistir. TtGSTz nin
hidrojen peroksit ve soguk (4°C) stresi alinda mRNA miktarinin zamana baglh
degisimi, yari-kantitatif RT-PZR yontemiyle analiz edilmistir. TtGSTz geninin
kodladig1 proteinin, E.coli’de rekombinant protein olarak iiretilebilmesi igin
gerekli olan 7 nokta mutasyonu (TAA > CAA veya TAG > CAG) cDNA iistiinde
gerceklestirildikten sonra pET16b ekspresyon plazmitine aktarilmis ve E.coli
BL21-DE3’de 6X histidin isaretli olarak tiretilmistir. Ni-NTA agaroz ve glutatyon
sepharose4B kullanilarak rekombinant 6XHis-TtGSTz proteini (24 kDa)
saflastirilmis ve SDS-PAGE jeli ile iiretildigi gosterilmistir. Saflastirilan 6xHis-
TtGSTz proteinini Western protein analizinde anti-histidin antikoru ile yapilan
analiz ile tiretildigi teyit edilmistir.

Anahtar kelimeler: GST, Tetrahymena thermophilia, mRNA, biyoinformatik



ABSTRACT
Master of Science Thesis

CLONING, EXPERIMENTAL AND BIOINFORMATIC
CHARACTERIZATION OF GLUTATHION S-TRANSFERASE ZETA
(GST-Z) GENE IN Tetrahymena thermophila

Cem OZiC

Anadolu University
Graduate School of Sciences
Advanced Technologies Programme

Biotechnology

Supervisor: Asist. Prof. Dr. Muhittin ARSLANYOLU
2008, 129 pages

Enzymes of the Glutathione-S-transferase (GST) help to detoxificate
effects of endogen and exogenous toxic compounds in living organisms. Results
of the Tetrahymena genome project showed that T. thermophila has 19 different
GST genes that represent members only from four subgroups as theta, omega, mu,
zeta. mRNA sequences of TtGSTz gene (847 bp) was determined by using
genomic sequence (77.m00138) from genome project, EST sequences of cDNAs
from EST projects and experimental result of 3’RACE. The region of TtGSTz
cDNA gene between start and stop codon was cloned and sequenced to confirm
the existence of the gene in T. thermophila SB210. Comparison of genomic and
cDNA sequence of TtGSTz gene by PCR and agarose gel analysis showed that
there are totally 122 bp long intron in the genome copy. Multiple alignment of
TtGSTz amino acid sequence with other GST zeta homologs showed the
existence of conserved characteristic motif (SSCX[WH]RVIAL) of zeta subgroup
in TtGSTz. Change in expression of TtGSTz mRNA level under the hydrogen
peroxide and cold (4°C) stresses with time intervals was analyzed with semi-
quantitative RT-PCR method. After seven necessary multiple point mutations
(TAA > CAA or TAG > CAG) on mRNA protein coding region of TtGSTz gene,
it was transferred to pET16b expression plasmid and recombinant 6XHis-TtGSTz
protein was possible to produce in E. coli BL21-DE3. Recombinant 6XHis-
TtGSTz protein (24 kDa) was purified not only by using nickel agarose but also
by gluthathion-sepharose 4B. Analysis of recombinant 6XHis-TtGSTz by SDS-
PAGE showed that the protein was successfully produced by both purification
methods. Anallyzes of purified 6xHis-TtGSTz by using anti-His antibody in the
Western blot showed that the recombinant protein was succesfully produced.

Keywords: GST, Tetrahymena thermophila, mRNA, bioinformatic
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1. GIRIS

Canlilar yasamlarim siirdiirebilmek icin oksijene ihtiya¢ duyarlar. Bunun
icin de karbon ve hidrojence zengin besinleri okside ederler (Yanbeyi, 1999).
Oksidasyon sonucunda oksijenin dig yoriingesine bir veya daha fazla eslesmemis
elektron eklenir ve bu molekiil giiclii bir toksine yani bir serbest oksijen radikaline
doniisiir (Slater, 1984; Oyanagui, 1991; Frei, 1994; Yanbeyi, 1999). Bu bilesikler
de son yoriingelerinde ortak kullanilan elektron icermedikleri i¢in kolayca diger
molekiillerle reaksiyona girerek onlar1 tahrip edebilen bilesikler olustururlar ve
organizmada ¢ok etkili hasarlar meydana getirirler (Ames ve ark. 1993; Holley ve
Cheeseman, 1993; Yanbeyi, 1999); ornegin; serbest radikaller ve oksijen tiirevi
serbest radikaller. Bu yapilar, niikleik asitler, serbest amino asitler, proteinler,
lipidler, lipoproteinler, karbonhidratlar ve bag dokusu makromolekiilleri de dahil
olmak iizere, canli organizmalarin yapisinda bulunan hemen hemen biitiin
siniflara dahil bilesiklerle reaksiyona girerek cesitli hasarlar meydana getirirler
(Cross ve ark., 1987). Canlilarda bu hasarlarin olugsmasini engelleyen antioksidan

savunma mekanizmalar1 bulunmaktadir (Ames ve ark., 1993).

1.1. Canlilarda Antioksidan Savunma Mekanizmalari

Serbest radikallerin zararli etkilerine kars1 canlilarda koruyucu
mekanizmalar vardir. Bu mekanizmalardan bir kismi serbest radikal olusumunu,
bir kismi ise olusmus serbest radikallerin zararli etkilerini Onler. Bu islevleri
yapan maddelerin tiimiine birden genel olarak antioksidanlar denir (Ames ve ark.
1993; Frei, 1994; Akkus, 1995; Bast ve ark. 1997; Yanbeyi, 1999; Dikici, 1999).
Antioksidanlarin en belirgin 6zellikleri okside olan substratlara oranla ¢ok daha az
konsantrasyonlarda bile, substratin oksidasyonunu geciktirmeleri ve inhibe
etmeleridir (Halliwell ve Gutteridge, 1990; Yanbeyi, 1999). Antioksidanlar,
fonksiyonlarma gore siniflandirildiginda radikal olusumunu O©nleyen enzim
(katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon-s-transferaz (GST)) ve olusan
radikallerin dokudaki etkilerini Onleyen enzim olmayan (E ve C vitamini)

antioksidanlar olarak iki kategoride incelenirler (Yanbeyi, 1999).



1.2. GST (EC 2.5.1.18)

GST c¢ok iiyeli gen ailesi 1970’li yillarin baslarinda tanimlanmis olup
cesitli kimyasallarin toksik etkilerinin giderilmesini saglar. GST enzimleri,
Glutatyon (GSH) ile cesitli elektrofilik komponentler arasindaki konjugasyonu
katalizleyerek bu elektrofilik komponentlerin hiicresel makromolekiillere karsi
olan reaktif etkilerini azaltir (Wilce, M.C.J. ve ark. 1994;Strange, R.C. et al.
2000).

1.2.1. GSH

Glutatyon, serbest radikallerin, metallerin ve elektrofilik komponentlerin
toksik etkilerinin giderilmesini saglar. GSH, L-glutamin, L-sistein ve glisin olmak
tizere 3 amino asitten olusan bir peptittir (Wang, W. ve ark. 1998). GSH iki
asamali bir reaksiyon ile sentezlenir. ilk asamada L-glutamin ile L-sistein
arasindaki reaksiyon vy-glutamilsistein sentetaz tarafindan katalizlenir, ikinci
asamada ise GSH sentetaz tarafindan katalizlenen reaksiyon ile glutamin- sistein

peptidine glisinin de katilmas1 ile GSH sentezlenir (Wang, W. ve ark. 1998).

1.2.2. GST enzim ailesinin simiflandirilmasi ve isimlendirilmesi

GST izoenzimleri ilk defa 1960 yilinin baslarinda sigan karacigerinin
sitoplazmasinda 1,2-dikloro-4-nitrobenzen ve bromosiilfoftalein ile GSH
arasindaki konjugasyonu katalizlemesi ile bulunmustur (Booth, J. et.al., 1960).
Daha sonraki yillarda rekombinat DNA tekniklerinin gelismesiyle sitoplazmik
GST’ler, kloroplast ve mikrozomal GST (MAPEG) iiyeleri bulunmustur. GST
enzimlerinin pek ¢ogu sitozolik olmakla birlikte bir kism1 mikrozomal (canlinin
diiz endoplazmik retikulumuna yerlesmis enzimler) ve bir tirli ise
mitokondriyaldir (Eaton, D.L. ve ark. , 1999). Mikrozomal ve kloroplast GST ler
sitosolik enzimlerle hi¢ homoloji gostermeseler de, GST ailesi iiyeleri olarak

kabul edilmektedir (Stroombergen, M.C. ve ark. 1999). Aym sinif iiyeleri % 60-



80 benzerlik gosterirken, farkli sinif iiyeleri % 20-30 benzerlik gosterir (Alberti,
G. et al., 1996).

GST ailesine ait enzimler yasayan tiim canlilarda bulunmaktadir. Ama
canli gruplar arasinda farklh dagilimlar gostermektedirler. Zeta ve theta gibi bazi
GST gruplari; bakteri, bitki ve hayvanlarda yaygin dagilim gosterirler. Diger
gruplar ise sadece memelilere (alpha, mu ve pi), bitkilere (phi, tau, lamda ve
DHAR), boceklere (delta) ve bakterilere (beta) 0zgii olup kisithh bir dagilim
gostermektedir (Frova, C., 2006).

Hiicresel GST’ler oniki sinif altinda toplanirlar; (A); Alfa, (M); Mu, (P);
Pi, (S); Sigma, (T); Theta, (Z); Zeta, (F); Phi, (U); Tau, (B); Beta, (O); Omega ,
(L); Lambda, DHAR (Frova, C. 2006). Mikrozomal GST’ler tek formda bulunur
ve MAPEG ismiyle bilinir. Kloroplastta bulunan GST’ler de tek formda olup
Kappa ismiyle bilinir (Frova, C., 2006).

GST ailesi igin isimlendirme 1995 yilinda yapilmistir. GST simiflarn
adlandirilirken GST siniflarinin  6niine konulan harfler hangi tiir oldugunu
belirlemektedir. Omegin; hGST (insan=human), mGST (fare=Mouse). GST’ nin
sonuna eklenen T,M,Z,A harfleri siniflart gostermektedir. C)rnegin; alfa, GSTA,
theta GSTT, zeta ise GSTZ ifade edilir.

1.2.3 Enzimin yapisi ve katalitik fonksiyonu

Yapisi:

Mikrozomal GST enzimlerinin trimerik formda oldugu bilinmesine
karsilik yapist hakkinda ¢ok fazla detay heniiz bilinmemektedir. Kloroplast
GST’lerin yapilar1 hakkinda ise aynmi sekilde pek fazla bilgi bulunmamaktadir,
sadece dimerik formda olduklar1 bilinmektedir. Sitoplazmik GST enzimleri ise,
dimerik yapida olup 23-30 kDa molekiil agirliginda, 200-250 adet aminoasitten
olusan 2 alt birimden olusur. Sitoplazmik GST’lerin her dimerinde birbirinden
bagimsiz olarak hareket eden iki aktif bolge vardir. Bu aktif bolgelerden biri
“hidrofilik G bolgesi”’olup GSH’nin baglandigi bolgeyi olusturur. Digeri ise
“hidrofobik H bolgesi” olup elektrofilik substratlarin baglanmasin1 saglar

(Wilce, M.C.J. ve ark. 1994; Eklund, B.I. et al. 2002). G bolgesi GSH’1n



baglanmasi i¢in tiim GST smiflarinda korunmustur. H bolgesi ise GST siiflar
arasinda oldukcga farklilik gosterir ve ¢ok cesitli substratlar1 baglama 6zelligine
sahiptir (Eaton, D.L. ve ark. , 1999;Sheean, D. et al., 2001).

Tiim GST ailesine ait enzimlerin ii¢ boyutlu yapilarinda thioredoxin fold
yapisin1 gostermektedir. Thioredoxin fold yapisinda N-terminal domain 48 ve 3a,
C-terminal domainin da ise a-heliks kivrimlarindan olusmaktadir (Allocati
N.1999). Ayrica bu iki domaini birbirine baglayan ve 8 amino asitten olusan bir
linker dizi (85-92) bulunmakta ve 88. pozisyondaki amino asit olan 16sinin (Leu)
iki domainin baglandigi noktada bulunmaktadir (Polekhina, G., 2001). Linker dizi
prolin (Pro)’ce zengindir (Allocati, N., 1999).

Fonksiyonu:

GST genel olarak;
GSH+R-X— GSR+HX

reaksiyonunu katalizler (Armstrong, R.N., 1997;Eaton DL. ve ark. , 1999;).
Burada GSH, substrati; R-X ise elektrofilik bir gruba sahip hidrofobik bir bilesigi
gostermektedir.

Enzimin fonksiyonu, elektrofilik substrata ve GSH’a baglanarak substrati
GSH’a yakin bir konuma getirmek ve GSH’1n elektrofilik substrata baglanmasi
icin GSH’1n siilfidril grubunu aktive etmektir. Boylece hiicre ici toksik etkilerin
giderilmesini saglar.

Bu fonksiyonunun disinda cesitli katalitik fonksiyonlar1 da tanimlanmustir.
Bunlar; niikleofilik aromatik yer degistirme reaksiyonlari, hiicre icerisinde tasiyici
(carrier) protein olarak davranmalari, izomerizasyon reaksiyonlar1 ve ¢ok az GST
sinifinda bulunan peroksidaz reaksiyonlaridir (Eaton, D.L. ve ark. , 1999).

Yukarida belirtildigi gibi GST siniflar1 arasinda katalitik reaksiyonlar1 ve
ic boyutlu yapilan arasinda farkliliklar bulunmaktadir. Bu durum Cizelge 1.1°de

daha detayl olarak gosterilmistir.



Cizelge 1.1. GST’lerin ana yapilar ve katalitik aktiviteleri (Frova, C., 2006).

Simaf i3 Alif Katalitik alofvite
hoyuilu hiilge 2 b < d e
Yap1
Alpha Dimer Tirozin + + + - -
Au Dirner Tiozin + + + - -
Pi Dimer Tirozin + + o+ - -
Sigma Dirner Tiozin + +- + - -
Theta Dimer Serin +- + o ?
Zeta Dirner Serin +- + + - -
Delta Dimer Serin + 7 Tt
Phi Dimer Serin + + o+ - -
Tau Dimer Serin + + - - -
Beta Dirner Serin + ¢ T+ 7
Omega Diirner Sistein +- - -+
Kappa Dirner Serin + + o ?
Lamda Iionomer  Sistein 5 5 T+ 7
DHAR Ilonomer  Sistein 5 5 T+ +

Mikrozomal  Trmer Tirozin

Katalitik aktivite: a, GSH transferaz; b, peroxsidaz; ¢, izomeraz; d, thiol transferaz; e,

dihidroaskorbat rediiktaz

Cizelge 1.1°de goriildiigii gibi GST ailesi tiyeleri aym aile icerisinde yer
almalarina ragmen ¢esitli farkliliklar gostermektedir. Ug boyutlu yapilari
karsilastirildiginda alpha, mu, pi, sigma ve MAPEG aktif bolgelerinde tirozin
amino asidini bulundururken; theta, zeta, beta, delta ve phi ise aktif bolgesinde

serin amino asidini bulundurmaktadir. Ayrica omega, lamda ve DHAR ise aktif



bolgesinde sisteini bulundurmaktadir. Siniflarin katalitik aktiviteleri de farklilik
gostermektedir. Siniflara ait 6zellikler asagida kisaca tanimlanmistir:

Alpha smfi; bazi smiflarinda katalizledikleri reaksiyonlardan GSH
transferaz, peroksidaz ve izomeraz aktivitesini yapmaktadir.

Mu smfi; alpha sinifi gibi katalitik reaksiyonlardan GSH transferaz,
peroksidaz ve izomeraz reaksiyonlarini katalizlemektedir.

Pi simifi; mu ve alpha sinift GST’lerin katalizledikleri genel reaksiyonlari
katalizlemektedir.

Sigma smnifi; cogu sinifin katalizledigi reaksiyonlardan GSH transferaz ve
izomeraz reaksiyonlarini gergeklestirmektedir. Ayrica ¢ok fazla olmamakla
beraber peroksidaz aktivitesi de gostermektedir.

Theta siifi; peroksidaz olarak gorev yapar ve ¢ok az olmakla beraber
GSH transferaz fonksiyonuna sahiptir.

Delta sinifi; sadece boceklerde bulunur ve GSH transferaz fonksiyonuna
sahiptir.

Phi smmfi; GSH transferaz, peroksidaz ve izomeraz aktivitesi
gostermektedir.

Tau simifi; GSH transferaz ve peroksidaz aktivitesi gostermektedir.

Zeta smifi GST’lere detayli olarak asagida deginilmistir.

1.2.4. Glutatyon S Transferaz Zeta (GSTz)

Bu smif GST’ler diger GST simiflarinin aksine bitkiler, bocekler ve
memelilerin bulundugu c¢ok cesitli tiirlerde bulunmaktadir (Blackburn, A.C. et
al., 1998 ve 2001). Diger sitoplazmik GST siniflari ile kiyaslandiginda, ii¢ boyutlu
yapis1 ve amino asit dizi benzerligi tiirler arasinda en iyi korunan simif GSTz’ d1r (
Board, P.G. et al. , 2001). GST zeta izoenzimi, diger GST enzimleri ile ¢ok az dizi
benzerligi gosterse de GST sinifina ait karakteristik iic boyutlu yapiya sahip
olmasi1 nedeni ile bu ailenin bir {iyesi olarak kabul edilmektedir (Thom, R.et al. ,

2001; Polekhina, G. et al., 2001).



Sekil 1.1. GSTz’ nin ii¢ boyutlu yapisi (Mavi bolge: N-terminal domain, Kirmiz1 bolge: C-
terminal domain, GSH: Glutatyon, N: N-terminal, C: C terminal, a: heliksler, p: plaklar)
(Polekhina, G. et al., 2001).

GSTz proteini yaklagik 24 kDa’luk iki alt iiniteden meydana gelmistir
(Blacburn, A.C., 1998). Her alt iinite de iki ayri domainden olugmaktadir; N-
terminal ve C-terminal domainleri. N- terminal domain daha kiiciik olup yaklagik
olarak 84 amino asitten olugmustur. C-terminal domain ise daha biiyiik olup
yaklagik 127 amino asitten olusmustur. N- terminal domain hem helikal hemde 3-
zincirinden olusmustur, ancak C-terminal domain sadece helikal zincirlerden
olugsmustur. Bu iki domain arasinda 8 amino asitten olusan bir baglayici (linker)

dizi ile bulunmaktadir (Thom, R.et al., 2001; Polekhina, G. et al., 2001).
N-terminal Domain

N-terminal domain yapisinin merkezinde, a-sarmallarinin arasinda sandvig

gibi sikistinnlmis 4 adet [ tabakasi bulunmaktadir. B zincirleri; B2, B1, B3, p4



paralel sirayla diizenlenmislerdir ve B3 digerlerine tersparalellik gosterir. N-
terminal domainde bir yanda 4 tane B zinciri ve 2 a (ol ve a3) sarmali bulunur
diger yanda ise diizensiz bir loop bolgesi vardir. a3 heliksi al heliksine hemen
hemen paralel olarak uzanmaktadir. a3 heliksinin sonunda Pro 85 ile baslayan 8
amino asitten olusan bir baglayici (linker) bolge vardir. Linker dizisi prolince
zengin olup N-terminal domain ile C-terminal domainin baglanmasim saglar

(Thom, R.et al., 2001; Polekhina, G. et al., 2001).
C-terminal Domain

Daha biiyiik olan C-terminal domain tamamen helikslerden olusmustur. ilk
iki heliks 04 heliksi ve a5 heliksi asagidan yukar1 yerlesimlidirler. a4 heliksinin
ada ve a4 olarak adlandirilan iki heliksten olustugu bilinmektedir. Bunlar Pro 112
amino asiti ile 3¢ heliks kivrimi araciligi ile baglanmislardir. Bu baglanti a4a’nin
04’e hemen hemen dikey olarak yonelmesine yol ac¢maktadir. oda ile oS
helikslerini 27 amino asitlik bir dizi birbirine baglar. a5’in loop bolgesindeki 13
amino asitlik bir bolge ile a5 heliksi S seklinde bir kiviim ile a6 heliksine
baglanir. a6 heliksi de ada heliksine paralel olarak uzanmaktadir. a6 heliksi -
kivrimi dizisi ile a7 heliksine baglanir. o7 heliksi, a8 ve a6 helikslerinin her
ikisine de diisey olarak uzanmaktadir (Thom, R.et al., 2001; Polekhina, G. et al.,
2001).

Aktif Bolge

Diger GST smiflarinin ii¢ boyutlu yapilarn ile benzer sekilde yapilasma
gosteren aktif bolge GSH ile substratlarinin baglanma bolgesinden olusmus olup
N-terminal domainde al ve a3 helikslerinin sonu ve C-terminal domainde ise a4
ve a6 (H bolgesi olarak) helikslerinden olusmustur. N-terminal bolge GSH
baglamak i¢in cesitli amino asitler icerir. Aktif bolgenin substrat baglayan H-
bolgesi C-terminal domainin 04 ve a6 amino asitlerinden olusmustur. Diger GST
siniflarina oranla GST zeta H bolgesi daha az hidrofobiktir (Thom, R.et al. , 2001;
Polekhina, G. et al. ,2001). Zeta dizi analizi ¢calismalart bu bolgede iki tane serin
(Ser 17 ve Ser 18 ), bir tane sistein (Cys 19) ve bir tane tirozin (Try 12) amino
asidi oldugunu gostermistir. Bu amino asitler tiim tiirlerde olduk¢a korunmus olup

katalitik acidan cok oOnemlidir. Yapilan analizler oldukca korunmus olan Tyr



12’nin aktif bolgeye oryantasyon agisindan ¢ok uzak oldugunu gostermistir. Ser
17 amino asidinin bolgeye ©Ozgii mutasyon calismalari ile enzimin katalitik
fonksiyonunda anahtar 6zellige sahip oldugu goriilmiistiir. Bu serin amino asitinin
gorevi GSH’1n siilfidril grubunu kataliz icin dogru pozisyona getirmektir. Bu
amino asit GST zeta enziminin anahtar amino asitidir. Olduk¢a korunmus olan Ser
18 ve Cys 19 aktif bolgeye dogru yonelmistir ancak onlarin rolleri tam olarak

bilinmemektedir (Thom, R.et al. , 2001; Polekhina, G. et al., 2001).
Zetanin fonksiyonu

Yapilan ¢alismalar GST zetanin dikloroasetat (DCA) ve fluoroasetatinda
icinde bulundugu bir¢ok a-haloasidin metabolizmasim katalizledigini gdstermistir
(Blackburn, A.C. et al.,, 2001). Ayrica son yillarda yapilan calismalar tirozin
metabolizmasinda 6nemli bir rolii olan maleyloasetoasetat izomerazin (MAAI),

GSTz oldugunu gostermistir ( Lantum, H.B. et al., 2003).

1.3. Arastirma organizmasi Tetrahymena thermophila

1.3.1. Tetrahymena thermophila sistematigi

Tetrahymena thermophila, okaryotik protistalarin ana evrimsel kolu olan
Alveolatlar icerisinde yer alir (NCBI, Taxonomy ID: 312017). Alveolatlar 3 ana
soya ayrilirlar: Siliatlar (Orn; Tetrahymena ve Paramecium), Dinoflagellatlar
(Orn; Symbiodinium ve Alexandrium) ve yalnizca parazit olan Apicomplexa (Orn;
Plasmodium falciparum ve Toxoplasma gondii). Tetrahymena thermophila
siliatlar icerisinde yer alir (Nanney, D.L. ve ark. 1953).

Tetrahymena, FEukaryota; Alveolata; Ciliophora; Intramaconucleata;
Oligohymenophore; =~ Hymenostomatida;  Tetrahymenina;  Tetrahymenidae;
Tetrahymena (NCBI, Taxonomy Browser) seklinde simiflandirilir. Tetrahymena

genusu incelendiginde yaklagik 50 tiir bulunmaktadir.



1.3.2. Tetrahymena thermophila biyolojik yapis1

Tetrahymena thermophila tatll sularda serbest yasayan bir organizmadir.
Hiicrelerin biiyiikligli anterior-posteriorda 40-50 pm uzunlugundadir. Diger
siliatlar gibi Tetrahymena thermophila da karmasik 6zellesmis hiicre yapilarina
sahiptir. Hiicre boliinmesi yaklagik 2-3 saat siirmekte olup, eukaryotlarda goriilen
en hizli boliinmedir. Tanimlanmamis bakteriyal veya steril besiyerlerinde kolayca
ve yiiksek yogunlukla iiretilebilmektedir. Tetrahymena thermophila 12-41 °C gibi
biiylik bir sicaklik aralifinda yasayabilmektedir. Cok gii¢lii aktif tagima
mekanizmalarina sahiptir. Hayat dongiisiindeki seksiiel asamay1 ise konjugasyonla
yapmaktadir (Nanney, D.L. ve ark.1953).

Ayrica Mendel genetigine uygunlugu ve 6zel ¢aprazlamalar ile tiim-genom
homozigotlugunun elde edilebilirligi, tipik 6karyotik organel yapisi, kiiciik genom
(mikroniikleus 2n=10 ve makroniikleus 45 ploid (~225 kromozom)), tek hiicre
yapisi, translasyon sonrast aminoasit modifikasyonlari, hiicre yiizeyi protein
sunumu, proteinlerin hiicre disina salinabilirligi ve heterolog protein iiretimine
uygunlugu Tetrahymena thermophila’nin 6nemli bir Okaryotik protein iiretme

konakgisi olabilecegini gostermektedir (Eisen, J.A. ve ark. 2006).

1.3.3. Tetrahymena thermophila’ nin 6nemi

T. thermophila serbest olarak dogada yasamasindan dolay1 ¢evre ile tek bir
hiicre arasindaki etkilesimin nasil oldugunu anlamaya yardimci olabilecek
biyolojiye sahip olmasiyla temel ve tibbi bilimler agisindan oldukca Snemlidir.
Tek hiicreli bir hayvan olan Tetrahymena thermophila’nin laboratuar sartlarinda
kolaylikla iireyebilen organizma oldugu 6grenildikten sonra, dkaryotik model bir
organizma olarak kullanim1 yayginlagmistir. Ayrica tamamlanmis genom projesi

kullanilabilirligini artirmistir (Eisen, J.A. ve ark. 2006).
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1.4. Amag
Bu c¢alismanin amaci, tek hiicreli silli okaryotik organizma olan T.
thermophila’dan  toksisiteyi giderici Glutatyon-S-transferaz zeta geninin

klonlanmasi ve deneysel karakterizasyonudur.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1.Materyal

2.1.1. Calisma organizmasi: Tetrahymena thermophila

Calismada, Tetrahymena thermophila SB210 hiicre susu kullanilmigtir.
SB210 susu, “Tetrahymena Genom Projesi’nde kullanilmis olan sustur ve Dr.

Eduardo Orias (orias@]lifesci.ucsb.edu) tarafindan saglanmistir.

2.1.2. Calismada kullanilan besi yerleri

PPY:10 gr Proteas pepton (FLUKA Katalog no:82450), 1,5 gr Yeast
extrack (MERCK Katalog no:1.03753) iizerine 600 ml su igerisinde iyice
karigtirilir. Daha sonra iizerine 1 ml %0,27 FeCl,.6H,O soliisyonu (0.27 gr FeCl,
100 ml H,O igerisinde ¢oziilerek hazirlanir) eklenir. Toplam hacim 1 It olacak
sekilde H,O ile tamamlanuir.

LB: 10 gr tripton (SIGMA Katalog no: 104.K001), 5 gr Yeast extrack
(MERCK Katalog 1no:1.03753) ve 5 gr NaCl (MERCK Katalog no:1.06480)
karisimi 600 ml H,O ile ¢oziiliir. Daha sonra pH: 7.4°e ayarlanir. pH ayarlamak
icin SM NaOH (Riedel de haen Katalog no:0623) kullanilir. Toplam hacim 1 It

olacak sekilde H,O ile tamamlanir.

2.1.3. Calismada kullanilan kimyasallar

= Ampisilin: 1000x ampisilin stok soliisyonu (Harmful Katalog no:A
0104) kullanilmstir.

* Etidyum bromiir: 10 mg/ml stok soliisyonu hazirlandi.(SIGMA
Katalog no: E 8751)

= Tris : MERCK Katalog no: 1.08387

* Tris HCL: SIGMA Katalog no:05432

= EDTA: FLUKA Katalog no: 03620

12



= zopropanol: Riedel de haen Katalog no: 24137

= NaOAc ( Sodyum orta asetat):

= TE: Tris ve EDTA

= Etanol (Riedel de haen Katalog 10:071029): Farkli
konsantrasyonlarda etanoller kullanildi (% 70, % 75, % 90 ve % 100).

= DNaz: PROMEGA Katalog no:M610A RQI 1U/uL

* Fenol-Kloroform-izoamilalkol: SIGMA

» Kloroform: Sigma, Katalog no:C2432

= X-Gal: (Bio Basic Katalog no: 12872) 50 mg/ml hazirland1 (N-N
dimetilformamide SIGMA Katalog no:38H0812)

= CaCl, (Kalsiyum Kloriir): (Harmful, Katalog no:C0904) 7.34 gr
CaCl, iizerine 11t H,O eklenir.

= Gliserol: % 80’lik gliserol kullanilda.

» RNaz: SIGMA Katalog no: 103K7660

= 10X TBE: 108 gr trizma base (Sigma katalog no: 114K5415) ve borik
asit (Fluka) 600 ml H,O da iyice ¢oziiliir. Daha sonra iizerine 40 ml
0.5M EDTA (FLUKA Katalog no: 03620) eklenir. Toplam hacim 1 1t’

ye tamamlanir.

2.1.4. Calismada kullanilan cihazlar

= Etiiv: GENHART firmasina ait THERMO SHAKER THO 220 etiivii
kullanildi.

» Santrifiij: THERMO IC santrifiij, BECKMAN COULTER firmasina
ait microfuge 22R tiirii sogutmali santrifiij ve BECKMAN COULTER
Avanti J 301 kullanilda.

= Qtoklav: Eastern Medical firmasina ait Vertical Autoclave tip otoklav
kullanildi.

* PZR Aleti: BIORAD firmasina ait iCycler thermal model PZR aleti
kullanildi.

= Agaroz Jel Elektroforezi: Thermo EC25090

= UV Jel Goriintiilleme: Uvitec M02 4611
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= pH Metre: Orion

=  Vortex: IKA MS2

= Su banyosu: Memmmert D-91126

= Is1 blogu: Thermoblock Clifton B11

=  Nanodrop spektofotometre: Metek ND-100
= Spektofotometre: UV-2101 PC Shimadzu

= Terazi: Ohaus pro AV812

2.1.5. Calismada kullanilan kitler

=  QIAquick PZR purification Kiti (QIAGEN cat no: 268106)
=  QIAGEN plazmid mini kit (QIAGEN cat no: 12123)
= pGEMTeasy vektorsistemi (PROMEGA cat no: 212440)
= RevertAid first strand cDNA sentez kiti (Fermentas cat no: K1622).
Kit i¢in kullanilan kimyasallar asagida belirtildigi gibidir:
- Kullamlan reaksiyon tamponu: 5x M-MLV RTase Buffer:
250 mM Tris-HCI (Promega Cat. No: M531)
- RNazin riboniikleaz inhibitorii: 2500 U, Konsantrasyon: 40
u/pl (Promega Cat. No: N2511)
- M-MLYV RTaze biiyiikliigii: 50 000 U, Konsantrasyon: 200
U/ul (Promega Cat. No: M1705)
- Oligo dT18primer: S5 CTTAATTTTTTTTTTTTTTTT3’,
Melting Temp: 36 °C
2.1.6. Calismada kullanilan DNA polimeraz setleri

Fermantas Taq polimeraz seti (Su/pl) ve Pfu polimeraz seti (2,5 u/pul)
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2.2.Yontemler

2.2.1. Biyoinformatik analizlerde kullanilan programlar

T.thermophila Glutatyon-s-Transferaz Zeta’ya ait bilgileri
degerlendirebilmek icin ¢esitli biyoinformatik programlar kullanilmistir. Bunlar;

Tetrahymena Genom Veritaban1 (TGD): www.ciliate.org

GeneTool (Versiyon 1.0): Gene ait restriksiyon analizi, primer tasarimi
gerceklestirilmesi gereken nokta mutasyonlarmin belirlenmesi, yatay ve dikey
hizalamalarda bu program kullanilmigtir.

PepTool: Smiflar arasindaki benzerlikleri, aa dizi bilgileri kullanilarak
belirlenmistir.

ClustalW(1.83), dikey hizalama ve agac¢ analizlerinin olusturulacagi
programlara veri hazirlanlanmasinda kullanilmastir.

MEGA programi ile filogenetik aga¢ olusturulmustur.

SWISS-MODEL programi ile TtGSTz’ nin ii¢ boyutlu tahmini yap1 analizi

yapilmistir.

2.2.2. T. thermophila hiicrelerinden genomik DNA izolasyonu

Taze olarak hazirlanan 100 ml steril PPY besiyerine T. thermophila’ya ait
hiicre kiiltiiriinden ekim yapilmis ve 120 rpm’de 37°C’de 24 saat boyunca inkiibe
edilmistir. inkiibasyon sonunda; izolasyon oncesi bulaniklik, koku ve mikroskobik
incelemeler ile kontaminasyon varligi kontrol edilmistir.

Genomik DNA izolasyonu protokolii:

1) Hiicreler 16 saat biiyiitiilmiistiir.

2) Gelisim istenilen diizeye erisince, 25 ml’ lik hiicre kiiltiirii alinmis ve

10 mM Tris-HCI pH 7.5 ile yikanmisgtir.

3) 25 ml’ lik yikanmus hiicre kiiltiirti 7000 rpm’de 10 dk. santrifiij

edilmistir.

4) 0.5 ml siipernat tiipte birakilarak geri kalan siipernatant

uzaklastirilmastir.
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5) Pelet kalan siv1 icerisinde yavas bir bi¢cimde c¢alkalanarak homojenize
edilmistir.

6) Hiicre siispansiyonuna kendi hacmi kadar
fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1) ilave edilmis ve yavasca ters-
diiz edilmistir.

7) 15 dk. 3500 rpm’de santrifiij edilmistir.

8) Ustteki sivi tabaka pastor pipetiyle (veya agzi jiletle kesilen 1000
pl’lik mikropipetle) alinmis ve yeni bir tiipe aktarilmistir.

9) Aktarilan sivi miktar1 kadar tekrar fenol:kloroform:izoamilalkol
(25:24:1) ilave edilmis ve yavasca ters-diiz edilmistir (ikinci
phenol:chloroform saflagtirmast).

10) 15 dk. 3500 rpm.de santrifiij edilmistir.

11) Ustteki sivi tabaka pastor pipetiyle alinmis ve yeni bir tiipe
aktarilmstir.

12) Aktarilan sivi miktar1 kadar tekrar fenol:kloroform:izoamilalkol
(25:24:1) ilave edilmis ve yavasca calkalanmistir (iigiincii
fenol:kloroform saflastirmasi).

13) 15 dk. 3500 rpm’de santrifiij edilmistir.

14) Ustteki s1vi tabaka pastor pipetiyle alinmis ve yeni bir tiipe
aktarilmstir.

15) Esit hacimde izopropil alkol ilave edilmistir.

16) 13.000 rpm’de 2 dk santrifiij edilmistir.

17) Siipernatant uzaklastirilmis ve pellet kurumaya birakilmustir.

18) Kurutulduktan sonra pelet 100 ul TE ile ¢oziilmiistiir.

19) Elde edilen genomik DNA; sirasiyla spektrofotometrik ol¢iim ve %
0.8’lik agaroz jeldeki  goriintiisiine gore; kalitesi, RNA
kontaminasyonu ve biitiinliigii acisindan kontrol edilmistir (Gaertig et

al., 1994; Christine Marsala, 1997).
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2.2.3. T.thermophila total RNA izolasyonu:

Bolim 2.2.2°de bahsedildigi sekilde biiyiitillen hiicre kiiltiirleri 7000

rpm’de 10 dakika santriifiijlenmistir. Siipernatant uzaklastinlmig ve hiicre

cokeltisinde TRI reagent kullanilarak (Sigma) total RNA izolasyonu

gergeklestirilmistir.

TRIi soliisyonu ile total RNA izolasyonu (Tri Reagent)

)
2
3
9

5
6)

7)

)
9

T. thermophila kiiltiirii yaklasik 20 ml PPY ortamina ekilip 37°C’ de
48 saat gelisime birakilmistir.

Hiicreler 7000 rpm’de 10 dk santriifiijlenerek pelet haline getirilmistir.
Stipernatant uzaklastirilmistir.

Peletin iizerine Iml TRI eklenmis ve karisim siirekli pipetlenerek
homojenat elde edilmistir.

Homojenat 5 dk. oda sicakliginda bekletilmistir.

Daha sonra, TRI’'nin her 1 ml’si i¢in homojenata 200 pl kloroform
eklenmistir.

Orneklerin agz1 sikica kapatilmis ve 15 sn. gii¢lii bir sekilde
calkalanmustir.

Calkalanan karigim 10 dk. oda sicakliginda birakilmistir.

12.000 g’de 15 dk. 4°C santrifiij edilmistir.

10) Renksiz olan iist sivi faz dikkatlice orta faza dokunmadan alinir ve

yeni bir tiipe aktarilmistir.

11) Ayrnilan ist faza 4. asamada kullanilan TRI’nin her ml’si i¢in 0,5 ml

izopropanol ilave edilmistir.

12) Elde edilen numuneler oda sicakliginda 5-10 dk. bekletilmistir.
13) Ornek 4°C’de, 8dk. ve 12.000 g’de santrifiij edilmisti. RNA

cokeltisinin tiiplin dip kisminda jelimsi ya da beyaz bir pelet halinde

olustugu gozlenmistir.
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14) Siipernatant uzaklastirilmis ve RNA peleti 4. asamada kullanilan

TRI’'nin her ml’si icin en az 1 ml, %75’lik etanol ilave edilip

vortekslenerek yikanmustir.

15) Yikanan 6rnek, 4°C’de, 5 dk., 7500 g’de santrifiij edilmistir.

16) Etanol uzaklastirilmis ve pelet ¢ceker ocakta 15-20 dk. kurutulmustur.
17) RNA, 80 pl ddH,O ile ¢oziilmiistiir (Sigma TRI-REAGENT (T9424)

Teknik Biilteni).

18) Elde edilen total RNA sirasiyla spektrofotometrik olarak ol¢iilmiis ve

% 0.8’lik agaroz jelde analiz edilmistir (TRI-SIGMA teknik biilten).

2.2.4. Total RNA’nin DNAz muamelesi

Izole edilen total RNA kalitesi bakimindan spektrofotometrik ve % 0.8

agaroz jelde goriintiileme islemlerinden sonra eger DNA ile kontamine olmus ise

DNaz muamelesi gerceklestirilmistir.

Total RNA’ya DNaz muamelesi

)
2
3

4)

3)
6)
7)
8

9

Hazirlanan RNA siispansiyonu RNase’dan arndirilmig  dH,O
kullanarak 250 pl *ye tamamlanmistir.

80 pl, 50 mM Tris ( pH 8.8) ve 5.5 ul DNAse RQ1 (1u/pl, Promega),
enzimi eklenmistir.

Karisim 38°C’ye ayarli su banyosunda 20 dk inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda reaksiyon ortamina 335 pl
Fenol:Kloroform:izoamilalkol (25:24:1) eklenerek karigim
vortekslenmis ve 10 dk spin yapilmistir.

Olusan siipernatant yeni bir tiipe aktarilmistir.

Uzerine 35 pl 3 M Na-O-Ac ve 700 pl saf ethanol eklenmistir.

1-24 saat siireyle -20 °C’de inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda karisgtm 12.000 rpm’de 5 dk. santrifiijlenmis ve
siipernatant uzaklagtirilmistir.

Pellet ¢eker ocakta kurutulmus ve 80 ul dH,O ile ¢oziilmiistiir.
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2.2.5. DNA ve RNA’larm spektrofotometre’de ol¢iimii, miktar ve kalite

tayini

DNA ve RNA o6rneklerinin nanodrop’ta 260 ve 280 nm (nanometre) dalga
boylarinda oOlciimii yapilmistir. Bu oOlgiimlerde DNA ve RNA Orneklerinin
peletleri hangi tampon ile ¢oziilmiis ise o tampon kor olarak kullanilmistir.
Spektrofotometrede okunan degerler ile asagidaki formiiller kullanilarak RNA ve
DNA miktar1 saptanmigtir.

RNA miktari= OD»¢ x diliisyon katsayis1 x 40 pl/ml

DNA miktari= ODy4 x diliisyon katsayist x 50 ul/ml

2.2.6. Toplam RNA’dan geri transkripsiyon (RT) reaksiyonu ile

¢DNA’nin iiretilmesi

Geri trankripsiyon mRNA’dan ¢cDNA’nin elde edilmesi islemidir. Bu
islem Moloney Murine Leukima Viriisii tarafindan kodlanan M-MLV ve Avian
myeloblastosis ~ virus tarafindan kodlanan AMYV enzimleri tarafindan
gerceklestirilir. Bu enzimler RNA bagimli DNA polimerazlardir ve bir primerin
hibridize oldugu tek iplikli kalip RNA’ya karsilik gelen cDNA’nm ilk ipligini
sentezlerler. Bu iki enzimde aymi reaksiyonlar1 katalizlemelerine kars1t MMLV
enzimi AMV enzimine gore daha fazla kullanilmaktadir. Bunun iki nedeni vardir.
[1ki enzimlerin RNaz H aktivitesi arasindaki farkliliktir. Ciinkii AMV enzimi daha
yilksek RNaz H aktivitesi gosterir. Bu da normalde sentezlenecek olan toplam
iiriin DNA’nin boyunu kisalmaktadir. Ikinci ise; M-MLV enziminin daha yiiksek
sicakliklarda caligmasidir (Roth 1985; Sambrook 1989).

RT reaksiyonu i¢in Fermentas Revert Aid First Strand cDNA synthesis Kit
(#1622) kullamlmigtir. Tiim basamaklar kit prosediiriine gére yapilmstir.

[k olarak RNA izolasyonundan elde edilen RNA &rneginden reaksiyona
Sug girecek sekilde 0.5’lik PZR tiiplerine buz icine alinmis ve 1ul oligo dT18
eklenerek son hacim steril distile su ile 12 pl’ye tamamlanmistir. Reaksiyon tiipii
70 °C’ de 5 dk. tutulduktan sonra buza birakilmistir. Buz igerisinde reaksiyon

tiipiine sirasiyla; 4pl 5x Reaksiyon tamponu, 1l Ribolock Ribonukleaz inhibitor
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ve 2 Wl 10 mM dNTP mix eklenmis ve 37°C’ de 5 dk. inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda 1ul M-MuLV revers transkriptaz enzimi eklenmistir.
Hazirlanan karisimin oldugu tiip nce 42°C” de 60 dk. bekletilmistir. inkiibasyon
sonunda enzimi inhibe etmek ic¢in reaksiyon tiipii 70°C’de 10 dk. inkiibe
edilmistir. Siire sonunda reaksiyon tiipii buza alinmistir. Reaksiyon calismalarda

kullanilmak iizere -20 °C’de muhafaza edilmistir.

2.2.7. T.thermophila GSTz ait spesifik primerlerin tasarlanmasi

GSTz’ nin deneysel karakterizasyonunu yapabilmek icin gen spesifik
primerler tasarlanmistir. Primerler GSTz genine ait dizi bilgisinden yola ¢ikilarak
hazirlanmigtir. Kalip DNA dizisine tamamlayici olan kisimlari ortalama olarak
20-30 b¢ arasinda olan dis primerler tasarlanmistir. Primerlerin Tm degerleri
[2(A+T)+4(G+C)]-5 denklemine gore hesaplanmistir. Dis primerler i¢in Tm
degeri 67 T olarak optimize edilmistir. Dis primerler ATG baslangi¢ ve TGA dur
kodonlarina karsilik gelen dizileri de icermektedirler. Ilgili primerlere ait dizi
bilgisi asagidaki gibidir:

Gen Spesifik Ileri Primer:

F-TtGSTz

5’- ATGGCTGAAAGCTCAAAGAAAATTACT- 3’

Tm : 50Mm Na* da 67 °C

Gen Spesifik Geri Primer:

R-TtGSTz

5’GCTGTCAGATCTTTGATTATCAGG- 3’

Tm : 50Mm Na*da 65 °C

Tasarlanan primerler iiretici firma tarafindan toz halinde gonderilmistir.
Bu tozlar gelen primerin bilgi formunda belirtildigi gibi 100 uM’lik stoklar
halinde hazirlanmistir ( F icin 81 pl, R i¢in 102 ul dH,O eklenmistir). Hazirlanan
stok primerlerden ¢alisma primerleri de 2.5 uM olacak hazirlanmistir ( 2.5 pl stok
soliisyondan alinmig ve {izerine 97.5 pl steril deiyonize su eklenmistir).
Tasarlanan primerler TtGSTz cDNA ve genomik DNA kopyalarinin iiretimi igin

kullanilmustir.
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2.2.8. PZR Reaksiyon Kosullar:

GSTz’nin genomik DNA kopyasinin iiretimi:

PZR reaksiyonunda kaynak DNA olarak makronukleus genomik DNA’s1
kullanilmistir. PZR reaksiyonu GSTz spesifik (F ve R) primerlerle kurulmustur;
2.5 pl 10X tampon, 2.5 pl 25 mM MgCl,, 2 ul 2.5 uM dNTP karigimi, 2.5 pl F,
2.5 ul R, 0.5 pl genomik DNA (1.220 ng/ul) , 0.2 ul Tag DNA Polimeraz enzimi
(5u/pl) tizerine son hacmi 25 pl olacak bicimde12.3ul ddH,O eklenmistir.

cDNA kopyasinin iiretimi:

PZR reaksiyonunda kaynak DNA olarak daha 6nceden RT reaksiyonu
sonucu elde edilen cDNA kullanilmistir. PZR reaksiyonu GSTz spesifik (F ve R)
primerlerle kurulmustur; 2.5 pul 10X tampon, 2.5 pl 25 mM MgCl,, 2 pl 2.5 uM
dNTP karisimi, 2.5 pl F, 2.5 ul R, 0.5 pl cDNA kalib1 (1:10 dilie), 0.2 ul Taq
DNA Polimeraz enzimi (5u/ul) tizerine son hacmi 25 pl olacak bigimde 12.3 ul
ddH20 eklenmistir.

Her iki iiriin icin kullamilan PZR programi: 94°C’de 2 dk., 94°C’de 1
dk., 67°C’de 1 dk., 72°C’de 1 dk., 72°C’de 4 dk. ve 4°C’de oo olacak sekilde

kullanilmistir

2.2.9. Agaroz jel analizi ve jel goriintiileme islemi

Agaroz jelde yiiriitilen DNA parcalart UVP transillimunator cihazinda
kontrol edilmis ve UV-Photometer jel dokiimantasyon cihazi (UviTec) ile veriler

kaydedilmistir.

2.2.10. PZR Uriinlerinin Jelden Saflastiriimasi

RT-PZR sonucu elde edilen iiriin ya da iiriinlerin agaroz jelde olusturdugu
bantlagsmalara ait biyiiklikkler uygun marker’lar (genellikle A DNA
EcoRI/HindIII) kullanilarak tespit edilmistir. Beklenen biiyiikliige (663b¢) uygun
olan bant jelden kesilerek alinmis ve QIAquick Gel Extraction Kit ve protokolii

kullanilarak saflastirilmasi kit kullanim kilavuzuna gore gerceklestirilmistir.
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2.2.11. PZR iiriiniiniin plazmite ligasyonu

PZR iiriiniinii tasiyici plazmite eklemesi T-A klonlanmasi (plazmitdeki T
niikkleotid ile Taq polimeraz tarafindan PZR iiriiniiniin uclarina eklenen A
niikleotidin birlestirilmesi) temeline dayandirilmistir.

PZR iiriinlerine A ekleme reaksiyonu:

1 pul 10X tampon, 1 pl 25 mM MgCly, 0,5 pl 2.5 uM dATP, 6.5 ul PZR
iriinii, 1 pl Taq DNA Polimeraz ile hazirlanan karnisim 70°C ‘de 30 dk.
bekletilmis ve sonra PZR iiriinii ligasyona alinmustir.

Ligasyon:

Klonlama reaksiyonlarinda genel olarak pGEMTEasy (Promega) vektorii

kullanilmistir. Vektorler ilgili firmadan temin edilmistir.

xmnl 2009
. 7l 15
Scal 18020 Mael 2707 Apal 14
o Aatll 20
1 ori Sphi 6
BstZl | 21
Mcol a7
. BstZl | 43
Arnpy i Mol 43
DGEM -T Eﬂsﬁ' lacs Sacll 45
Vector EcoRl | 52
{301 5bp)

Spel 64
EcoRI 70
Matl 7
BstZl T
Pstl 28
ori Sall a0
Mdel 97
Sacl 109
BstXl 118
Nsil 127
141

T spg

Sekil 2.1. pGEMTEasy (Promega) vektorii.

Ayrica bu firmanin uygun gordiigii ligasyon protokolii uygulanmistir.
Buna gore: oOncelikli olarak reaksiyona girecek insert oran1 ng cinsinde
hesaplanmistir. Bunun icin asagidaki formiil kullanilmistir:

Vektér(SOng)xinsert(kb)x Insert(mol)
0.3(kb)vektor Plazmid(mol)

= kullanilmas1 gereken insert miktari(ng)

Kullanilmas1 gereken insert miktar1 yukarida formiille hesaplandiktan

sonra ligasyon reaksiyonu kurulmustur. Reaksiyon asagida belirtildigi gibidir:
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2X Rapid Ligation Bufer Sul
pGEM-T Easy Vektor (50ng/ul) 1 ul

Insert Xul

T4 DNA Ligase (Su/ul) 1 ul

Deiyonize su 10ul’ye
tamamlanmuistir.

Reaksiyon, 16 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir.

2.2.12. E.coli XL-Blue kompetent hiicre hazirh

Asagida belirtilen deney protokolii uygulanmistir;

)

2

3

4)

3

6)
7)

LB agarda gelisim gosteren kolonilerden, tek bir koloni segilerek 10
ml LB Broth iceren erlene ekilmis ve 37°C’de 120 rpm’de 20 saat
inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda kiiltiirden 0,3 ml (300ul) alinarak 100 ml’lik taze
LB Broth’a eklenmis ve 120 rpm’de 37°C’de inkiibasyona
birakilmustir.

Inkiibasyon erken logaritmik faza kadar devam ettirilmistir. Erken
logaritmik faza erisen kiiltiriin 550 nm’deki OD alinarak takip
edilmistir. Bu islem igin, inkiibasyon baslamasindan 70-80 dk. sonra
spektrofotometrik Olgiimler belirli araliklarla yapilmaya baslanmistir.
Spektrofotometri dl¢iimiileri icin dH,O kor olarak kullanilmagtir.
Kiiltiirtin 550 nm’deki OD degeri 0.56’ya ulastiginda, kiiltiiriin 50
ml’si falkon tiipiine aktarilmis ve 4°C’de 5000 g’de 5dk. santrifiij
edilmistir. Geriye kalan 50 ml’lik kiiltiir kullanilmak iizere muhafaz
edilmistir.

Santrifiij sonunda olusan siipernatant uzaklastirilmig ve tiipiin iizerine
bekletilen diger 50 ml’ lik kiiltiir bosaltilmigtir. Ayn1 kosullarda bir kez
daha santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonunda siipernatant tamamen uzaklagtirilmistir.

Pelete, orijinal kiiltiir hacminin yaris1 kadar (50 ml) soguk 50mM

CaCl, ile resiispanse edilmistir.
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)
9

Karisim 15 dk. buzda bekletilmistir.
Siirenin sonunda karisim 4°C’de 5000 g’de 10 dk. tekrar santrifiij

edilmis ve siipernatant atilmistir.

10) Pelet, orijinal kiiltiir hacminin %2.5 kadar soguk 50mM CaCl, ile

ikinci kez resiispanse edilmis ve 0,6 ml (600 ul) gliserol (%80’lik)

eklenmistir.

11) Karigtirma bittikten sonra, dnceden buzlukta tutularak sogutulmus olan

bos ve steril karyojenik tiiplerinin her birine 0,2 ml (200 pl)

aktarilmistir.

12) Siirenin sonunda tiipler -80°C’de muhafazaya alimmustir. Boylece

kompetent olmayan XL1-Blue E.coli susu kompetent hale getirilmistir.

2.2.13. Kompetent E.coli’nin transformasyonu

Klasik transformasyon yontemi kullanilmistir. Buna gore:

)
2

3

9
3

)
7
)

9

Kompetent hiicreler -80°C’den alinmis ve buzda 5 dk. bekletilmistir.
Ligasyon sonunda elde edilen iiriin hazirlanan kompetent hiicrenin
tizerine eklenmis ve kuru buzda 30 dk. bekletilmistir.

Siire sonunda ornekler buzdan alinmis ve 42°C’ ye ayarlanan 1s1
bloguna birakilmistir.

Is1 blogundan alinan 6rnekler buzda 3 dk. bekletilmistir.

Siirenin bitiminde 6rneklerin iizerine 500 ul LB eklenmis ve 37 °C’de
35 dk. inkiibe edilmistir.

Bekleme siiresinde ekim yapilacak petrilere 40 pl X-Gal eklenmistir.
Siire bittikten sonra 10000 rpm de 2 dk. santrifiij edilmistir.

Tiip igerisinde siipernatantan 50 pl kalacak sekilde siipernatant
uzaklagtirilmistir.

Pelet 50 pl icerisinde c¢Oziilmiis, sonra LB-agar-ampisilin-XGal

tabaginin yiizeyine dagitilmis ve bir gece 37 °C’de inkiibe edilmistir.

Klasik transformasyon yontemiyle gerceklestirilen transformasyon

sonrasinda olusan mavi beyaz kolonilerden beyaz renkli olan kolonilerden 10-20

adet koloni se¢ilerek numaralandirilmigtir. Aseptik kosullar altinda 6ze yardimiyla
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almarak, onceden hazirlanmis olan 40 pl X-Gal iceren LB Agar Amfisilin (100

pg/pl) petrilerine cizgi ekimleri yapilarak master plate olusturulmustur. Bu islemi

takiben, 6zede kalan artik ile 10 ml’lik 100 pg/pl amfisilinli LB medium

besiyerine ekim yapilmistir. X-Gal iceren LB Agar amfisilin tabaklarnn ve LB

Medium 37 °C’de bir gece inkiibe edilmistir.

2.2.14. Plazmit izolasyonu

Uygulama Adimlart:

A

2
3
4)
3)

B:

2

C:

Y

2

D:

1)

Bakterinin biiyiitiilmesi

Beyaz kolonilerden plasmit izolasyonu yapilabilmesi i¢in bir gece
koloniler 120 rpm’de 37°C’de LB agar ampisilin (100 pg/ul)’de
biiyiitiilmiistiir. Besiyerleri falkon tiiplere aktarilmis ve 8000 rpm’de 5
dakika santrifiij edilmistir. Stipernatant uzaklastirilmistir.

Uzerlerine 1000 pl 50 mM Tris-HC1 (pH:8.0) eklenmistir.

Vorteks ve pipetleme ile pelet ¢coziilmiis ve eppendorflara aktarilmstir.
1 dakika siireyle 8000 rpm’de santrifiij edilmistir.

S1vi tamamen uzaklastirilmistir.
Bakteri peletinin parcalanmasi

150 ul Lizozim-Tris ve 20 ul 0.5 M EDTA (pH 8) karistirilarak pelet
izerine aktarilmis ve pelet bu soliisyon i¢inde kiirdan ile ¢oziilmiistiir.
30 dakika buzda inkiibe edilmistir.
Plazmit DNA’sinin ¢oktiiriilmesi

Her bir tiipe 400 pl 0.2 M NaOH- %1 SDS (1:1) koyulmus ve tiipler
birkag kez ters diiz edildikten sonra 5 dakika buzda bekletilmistir
Siirenin sonunda 300 pl 7.5 M amonyum asetat eklenmistir. Tiipler
yavas bir gekilde ters diiz edilmistir ve 10 dakika buzda inkiibe
edilmistir.

Coken plazmitin saflastirilmasi

Siire sonunda tiipler buzdan alinarak 15 dakika boyunca 8000 rpm’de

santrifiij edilmistir.
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2

E:

)

2

3
9

5
6)

7)

)

9)

Siipernatant yeni ependorflara aktarilmistir.
Fenol-kloroform uygulamasi

Siipernatantin iizerine 800 pl fenol+ kloroform:izoamilalkol (25:24:1)
eklenmistir.

Tiipler calkalanmis ve calkalamali tabla iizerinde 5 dakika karismasi
saglanmistir.

Siire sonunda tiipler 2 dakika 8000 rpm’de santrifiij edilmistir.
Meydana gelen 3 fazdan plazmit iceren en iist faz yeni tiipe aktarilmis
ve lizerine her bir siipernatantin hacminin 0.6 kat1 kadar 2-Propanol
eklenmigtir. Tiipler ters diiz edilerek karistirllmis ve 10 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmistir.

Siire sonunda 10 dakika 8000 rpm’de santrifiij edilmistir.

Siipernatant uzaklastirilmis ve pelette kalan sivininda kurumasi c¢eker
ocak altinda saglanmstir.

Pelet iizerine 200 ul 0.3 M NaOAc eklenmis ve pelet bu sivi icinde
dikkatlice coziilmiistiir. Hazirlanan bu karisimin iizerine 400 pl saf
etanol eklenmis ve -20°C’de gece boyunca inkiibe edilmistir.

Tiipler 10 dakika 8000 rpm’de santrifiij edilmis, siipernatant
uzaklastinlmig ve pelet ceker ocak altinda iyice kurutulmustur.

Pelet 30 ul TE ile ¢6ziilmiis ve -20°C’de muhafaza edilmistir.

2.2.15. Restriksiyon enzimleriyle kesim

Izole edilen plazmitlerin klonlanmasi hedeflenen DNA parcasini igerip

icermedigi saptanmasi i¢in; plazmit EcoRI (sigma), restriksiyon enzimiyle rutin

olarak kesilmistir. Kullanilan kesim reaksiyonu;

1 ul EcoRI (10,000 u/ml) enzimi (Fermentas)

1 ul 10X EcoRI enzim tamponu
1 pul Plazmit (1.380 ng/pl)
7 ul H,O seklindedir.
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Hazirlanan reaksiyon tiipii 37°C’de 1-16 saat inkiibasyona birakilmustir.
Kesime ugrayan ve icinde klonlanmigs DNA parcgasi icerenler “pozitif koloni”

olarak tanimlanmustir.

2.2.16. TtGSTz’min PZR Temelli Noktasal Mutasyon Reaksiyonlari

T. thermophila proteinleri, kolaylikla E. coli’de iiretilememektedir. Ciinkii
E. coli’nin kullandig1 genetik kodon sozliigii siliat kodon sézliiglinden farklilik
gostermektedir (www.ncbi.nlm.nih.gov). Sillilere ait bir proteinin ekspresyonu
icin Oncelikli olarak ilgili c¢cDNA dizisinin protein okuma cergevesinde
yonlendirilmis nokta mutasyon yontemiyle bazi1 zorunlu degisiklikler yapilmasi
gerekmektedir. Siliat kodon sozliigiine géore TAA ve TAG kodonlari, glutamin
(GLN; Q) aminoasitini kodlarken, standart kodon s6zltigiinde bu kodonlar “DUR”
anlam1 tasimaktadirlar (Nanney, DL. 1985). Eger E. coli’de bir siliat geni protein
olarak ekspres edilmek istenirse; TAA ve TAG kodonlari nokta mutasyonu ile
CAA ve CAG’ye donistiiriilerek E. coli’ye gore glutamin (GLN; Q) kodlamasi
saglanmis olur. Dolayistyla da E.coli’de ekspres edilmesi istenilen bir siliat
geninin ekspresyonu, TAA ve TAG kodonlart okuma c¢ercevesi icerisinde
bulundugu siirece kesintiye ugramayacaktir. AT zengini bir genoma sahip olan
siliatlarda TAA ve TAG kodonlarina siklikla rastlanildigindan, ¢ok fazla sayida
nokta mutasyonu (bir gende yaklasik 5-30 nokta mutasyonu) yapilma gerekliligi
ortaya ¢ikmaktadir.

Noktasal mutasyonlarinin gerceklestirilmesi gereken bolgelere 6zgii
primerlerin tasarlarken klasik PZR primerinden farkli olarak primerler kalip
DNA’ya oturarak primer olarak gorev yapabilecek Ozellige ve yetkinlige sahip iki
dizi bolgesi icermelidir. Birincisi oligoniikleotidin 3’ ucuna oturacak olan priming
bolgesi ki burasi PZR reaksiyonunda primer olarak gérev yapabilecek bolgedir.
Ikincisi ise oligoniikleotidin 5’ ucunda bulunan ortiisme bolgesidir (Ho, S.N.
1989). Bu sekilde hazirlanan, noktasal mutasyonlarin gerceklestirilmesi igin

gerekli primerler Cizelge 2.1’de belirtilmistir.
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Cizelge 2.1. TtGSTz’ min nokta mutasyonlarinin gerceklestirilmesi gereken bolgelere 06zgii

primerler ve ¢alistigt Tm’ ler.
Primer  Sekans ™
eF-Zdis 5" CGCTCGAGATGGCTGGAAAGCTCAAAGAAAATTACT 3’ 50°C
eF-Z1 5 AGTGAACAAACTTCTGAAGAA 3’ 52°C
eF -72 5S’AAAATCAATCCTAACCAGGGAGTCCCTGCT 3’ 60°C
eF-Z3 5’ CTTTCTTTCCTCAAGATGCAGTTAAA 3’ 52°C
eF -74 5’ AGAGCTCAAATTAGAGGCTTTTGC 3’ 55°C
eF -Z5 5’ CACCCTCTCTCAAATTTGAGGGTGCTT 3’ 55°C
eF -Z6 5’ GAATATAGCCAAGACAAGATTCAATGG 3’ 57°C
eR-Zdis 5 CGAATCCACTCAGATCTTGATTATCAGGATTGTCAGCTTGCTTGCT 3°  60°C
eR-Z1 5" AGAAGTTTGTTCACTCTTCAAAAG 3’ 52°C
eR- 72 5’ GACTCCCTGGTTAGGATTGATTT 3’ 52°C
eR-Z3 5’TGCATCTTGAGGAAGAAGTGGGTGCTC 3’ 60°C
eR- 74 5’ TCTAATTTGAGCTCTTTAACTGC 3’ 52°C
eR-Z5 5’ CAAATTTGAGAGAGGGTGGATGGCAGT 3’ 62°C
eR-Z6 5" AATCTTGTCTTGGCTATATTCCTTTTCAAT 3’ 50°C

2.2.17. TtGSTz ¢cDNA’smin 5’ ve 3’ Uclarinin Elde Edilmesi
(RACE teknigi)

T. thermophila GST zeta’ya ait 5° ve 3’bolgeleri hakkinda bilgi edinmek
icin gene ait EST’lerin Genetool ve Vecscreen programlari ile analizleri
yapilmistir. Vecscreen (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/VecScreen.html)
ile EST dizilerinin tasidigr vektdr pargalarmin belirlenmesi saglanmistir. Bu

parcalar hizalama sirasinda kirlilik olusturdugu i¢in diziden silinmistir.

2.2.17.1. TtGSTz cDNA’simin 3’ ucunun elde edilmesi icin primer

tasarmm

T. thermophila GST zeta cDNA’sinin bilinmeyen 3’ ucunun elde edilmesi
(RACE teknigi, Frohman 1988) icin daha oOnceden nokta mutasyon igin
tasarlanan ve 3’bolgesine en yakin ileri primer olan F6 primeri kullanilmistir.

Primer sekansi asagida belirtildigi gibidir.
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Fe: 5" GAATATAGCCAAGACAAGATTCAATGG 3’
dT: 5° GACGTCCTAGGTTTTTTTTTTTTTTTTTT 3’

2.2.17.2. TtGSTz cDNA’simin 3’ ucunun 3’ RACE reaksiyonuyla

elde edilmesi

TtGSTz cDNA’sinin bilinmeyen 3’bolgesi 3> RACE teknigi (Frohman
1988; Matz ve ark. 1989; Soimato ve ark. 2001) kullanilarak elde edilmistir. RT
reaksiyonu ile olusturulan cDNA populasyonu ile F6 ve dT primer seti
kullanilarak PZR yapilmistir. PZR iirtinleri jelden QIAquick Gel Extraction Kkiti
ile saflagtirildiktan sonra pGEM-TEasy kiti kullanilarak E.coli’de klonlanmis ve
DNA dizi analizi gerceklestirilmistir.

3’RACE Reaksiyonu (25 pl):

5x tampon 5 pl, dNTP 2 pl, F6 primer 2,5 pl, dT primer 2,5 pl, steril
deiyonize su 12,25 pul, cDNA kalib1 0,5 pl ve prime star polimeraz (2.5 u/ul) 0.25
pl kullanilarak kuruldu.

3’RACE reaksiyonun PZR program

98°C’de 10 saniye, 51°C’de 10 saniye ve 72°C’de 1dk. ayarli PZR

programinda 30 tekrarh yapilmstir.

2.2.18. DNA dizi analizi

2.2.18.1. Dizi analizi icin PZR

Plazmite eklenmis olan ve TtGSTz geninin DNA dizisini belirlemek i¢in;
plazmit  iizerinde  bulunan T7 ileri  primeri, (dizi bilgisi 5’
CGACGTCGCATGCTCCCGGCC 3, Biobasic 100 uM) adi1 verilen ticari
primerin tanidig1 bolgeden yararlanilarak PZR reaksiyonu kurulmustur.

Oncelikle PZR igin kullanilacak kalip plazmit iyi kalitede saflastirilmis

olmasina ve RNA kontaminasyonun olmamasina dikkat edilmistir. Plazmitin
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konsantrasyonu ve saflik derecesi (OD 260/280 en az 1,8) spektrofotometre

yardimiyla belirlenmistir.

Plazmit ve eklenmis olan gen parcasinin toplam biiyiikligii hesaplanarak

PZR reaksiyonuna eklenecek kalip miktar1 optimal degerleri gosteren cizelge

2.2°den saptanmustir. Saflagtirilmig PZR {irlinleri ve plazmitler icin 50 fmol kalip

DNA kullanilmaistir.

Cizelge 2.2. Dizi analizine girecek drnekler i¢in PZR kalip miktar tablosu (Beckman Coulter

CEQB8000 dizi analizi kiti teknik biilteni)

Biiyiikliik 25 fmol’e 50 fmol’e 100 fmol’e
(kb) denk gelen deger | denk gelen deger | denk gelen deger
(ng) (ng) (ng)

0.2 33 6.5 13
0.3 4.9 9.8 20
0.4 6.5 13 26
0.5 8.1 16 33
1.0 16 33 65
2.0 33 65 130
3.0 50 100 195
4.0 65 130 260
5.0 80 165 325
6.0 100 195 390
8.0 130 260 520
10.0 165 325 650
12.0 195 390 780
14.0 230 455 910
16.0 260 520 1040
18.0 295 585 1170
20.0 325 650 1300
48.0 790 1500 1500
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Ornegin, pGEM-T Easy plazmiti 3015 bp ve TtGSTz geni 663 bp dir.
Toplam 3678 bp biiyiikliigiindeki plazmit i¢in kalip miktar1 Beckman Coulter
CEQ8000 kitindeki ¢izelge’ye gore 100 fmol diir (Cizelge 2.2).

Dizi analizi i¢in PZR’ye girecek plazmit DNA’s1 86 ng/pl konsantrasyona
sahip oldugu belirlenmistir.

1 pl stokta 86 ng DNA varsa

X pl stokta 100 ng DNA olmalidir.
X=1.05 pl miktarda kalip DNA PZR icin kullanlmistir.
DNA dizi analizi PZR icin (20 pl):

Kalip DNA (100 ng) 1.05 Wl
Deiyonize su 5.95ul
Primer (T7 primeri) 2l

DTCS karisim (cizelge 2.2) 11 pl

Toplam: 20 ul
DTCS karisimi: Beckman Coulter CEQ8000 cihazi icin kullanilan
hazirlik kitinde bulunan bilesenler reaksiyondan 6nce DTCS mix hazirliginda
kullanilmaktadir. Bu karistm A/T zengini veya G/C zengini diziler igin farkli

sekilde hazirlanir. Dizi analizi i¢in dITP bilesenli karisim kullanilmistir.

Cizelge 2.3. DTCS karisimi bilesenleri.

Bilesen dITP dGTP
10xDizileme Reaksiyon Tamoponu 200 wl 200
dNTP mix 100 pl 100 ul
ddUTP Dye terminator 200 wl 200
ddGTP Dye terminator 100 ul 400 wl
ddCTP Dye terminator 200 wl 200 pl
ddATP Dye terminator 200 wl 200
Polimeraz Enzimi 100 ul 100 wl
Toplam hacim 1100 pl 1400 pl
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DNA dizi analizi PCR 1s1 dongiisii, 0,2 ml’lik PCR tiipiine once kalip ve
su eklenir. 86°C’de 3 dakika bekletilir ve buza alinarak 1 dakika tutulur. Bu adima
zorunlu plazmit denatiirasyon adimm denir. Buzda sirasiyla primer ve DTCS

karisimi yukaridaki hacimlerde eklenerek asagidaki 1s1 dongiisii uygulanir.

96°C 20 sn.
50°C 20 sn. 35 siklus
60°C 4 dk.

2.2.18.2. Etanol c¢oktiirmesi

Caligmamizda kullanilan (Beckman Coulter DNA Dizi Analizi) cihazina
ait dizi analizi kitinin teknik biiltenine gore dizi analizine girecek PZR iiriinlerinin
etanolle ¢oktiiriiliip saflastirilmasi yapilmistir.

1,5 ml’lik steril ependorf tiipleri isimleriyle etiketlenmistir. Tiiplere 4 pl
stop soliisyonu ve 1 pl 20 pg/ul glikojen (Kit’ten) eklenmistir.

Stop Soliisyonu: 3M NaOAc (pH:5.2) ile 100mM Na,EDTA ( pH:8.0)
esit hacimde kanstirilmasiyla hazirlanir. Bu karisim oda 1sisinda yapilmis ve
kullanmadan hemen 6nce taze olarak hazirlanir.

Yukarida hazirlanmig soliisyon PCR fiiriinlerine eklenmis ve pipetleyerek
cok iyi karstirtlir. Taze olarak hazirlanmis ve -20°C’de bekletilmis %95’lik
etanolden 60 pl pelete zarar vermeden yavasga eklenir. Tiipler 4°C’de 14,000
rpm’de 15 dk. santrifiijlenir ve dipte olusan pelet rahatsiz edilmeden siipernatan
dikkatli sekilde uzaklastirilir.

Pelete 200 ul taze olarak hazirlanmig ve -20°C’de bekletilen %70’lik
etanolden pelete zarar vermeden tiiplerin kenarindan ¢ok yavas bicimde birakilir.
Tiipler 4200 pl 14,000 rpm’de 2 dk. santrifiijlenir ve dipte olusan pelet rahatsiz
edilmeden siipernatan dikkatli bir sekilde uzaklastinlir. Bu islem iki kez
tekrarlanir.

Stipernatant dokiiliir, tiip icindeki pelet seffaf hale gelinceye kadar 40°C’de
10 dk. konsantre edilir. Pelete 40 pl SLS (Sample Loading Solution-Kit’ten)
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eklenir ve 10 dakika buzda bekletilir. Iyice pipetleyerek pelet cok iyi ¢oziiliir ve
santrifiijde kisa bir spin attirilip 4°C’ye kaldirilir.

2.2.18.3. DNA dizi bilgisinin elde edilmesi

Cihazin icinde Ornek tablasi ve tampon tablasi adinda iki aparat
bulunmaktadir. Ornek tabagmna 40 pl SLS iceren ornekler sirasiyla eklenir ve
tizerlerine kit i¢inden birer damla mineral yag damlatilir. Tampon tablasina da
yine kit icinden ayirma tamponu, kuyucuklarin %70’ini dolduracak kadar eklenir
ve kapiller aparati ile jel tiipii cihaza takildiktan sonra dizi analizi islemine
baslanir. Dizi analiz sonucunda cihaz tarafindan okunan veriler bir metin

belgesine kaydedilir.

2.2.18.4. Biyoinformatik analizi

Dizi analizi sonucunda elde edilen dizi degisik biyoinformatik
programlarla (GeneTool, PepTool ve Interproscan) ile GenBankasinda BLAST
(http:www.ncbi.nlm.nih.gov:BLAST) (Altschul, 1990) analiz edilmistir.

2.2.19. TtGSTz’ nin E.coli’de rekombinant protein olarak iiretilmesi ve

SDS-Page ile analizi

Rekombinant protein ifadesinin yapilabilmesi icin gerekli nokta
mutasyonlar1 gerceklestirilen TtGSTz protein ifadesinin yapilmasi birka¢ adimdan
olusur. Bunlar;

TtGSTz’ nin expresyon plazmitine aktarilmasi:

Expresyon plazmiti olarak Sekil 2.2’de belirtilmis olan pET16b vektorii

kullanilmustir.

33



Bpu1102 I;287)
EcoR lisToo)

Aat lli5638)

Bsa l4777) Drd liss2)

I\

\,‘ﬁ-Bcl Ig1za3)

\
5 | |BstE ll{1400)

4 || Bmg l{1428)

¥

£/

Miu l(1219)

pET-16b

- Apa li1430)
(5711bp)

|

2 = /¥ Bssh ieany

,L?% /' /~Hpatn72s)
<

BspLU11 Iz823) BsaX Ij1a7e)

Sap l(a7o7)
Bst1107 liasos)
Acc l(ase3)
BsaA las7s)
Tth111 I(3s88)

PshA I;208a)
Eag lgz287)

Nru l23z2)

BspM l(2402)

Bsm li27o7)

Bpu10 |z628) Msc Iran

Sekil 2.2. pET-16b vektoriiniin sekli ( Novagen pET-16b vector (Cat. No. 69662-3)).

Bu vektoriin kullanilabilmesi i¢in Oncelik olarak vektor iizerinde
TtGSTz nin oturabilmesi i¢in uygun restriksiyon enzimleri ile yapiskan uclarin
olusturulmasi gerekmektedir. Vektorii bu bolgelerden kesen enzimler olan BamHI
ve Ndel’in TtGSTz’da yapiskan uclar1 olusturmasi icin primerler tasarlanmistir.

Primer bilgileri asagida belirtildigi gibidir.

FGSTzNdel:

5’GCGCA TATGATGGCTGAAAGCTCAAAGATTACT 3’
RGSTzBamHI:

5" CGCGGAT CCTCAGATCTTTTGTTGATTATCAGGATT 3’

Tasarlanan primerler kullanilarak TtGSTz iiretilmis ve pET16b vektorii ile
icerisine yerlestirilerek, transforme edilmistir. Olusan pozitif kolonilerden protein
izolasyonu yapilmistir.
Protein izolasyonu:
= Pozitif kolonilerden 10 ml s1vi LB-amp besiyerine transfer edilmistir.
16 saat inkiibasyona birakilmistir. 16 saat sonunda 0,1M IPTG
(izopropil-beta-D-thiogalaktopiranosit)’den 100 pl eklenmis ve toplam
3 saat olmak iizere her saat hiicreler alinmistir.

= Hiicreler 6,000 rpm’de 15 dk. peletlenmis ve 1 ml TES (100mM
TrisHCL (pH: 7.5), 100mM EDTA ve 100mM NaCl ile 50 ml

hazirlanmistir) tamponu eklenerek yikanmislardir.
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Hiicreler yikamadan sonra 6,000 rpm’de 15 dk. yeniden peletlenmis ve
180 pl TES ile ¢oziilmiistiir.

Uzerlerine 10 mg/ml lizozim (0.02 gr lizozim ve 50 mM TrisHCL
(pH:8) ile ¢oziiliip, dH,O ile 2 ml tamamlanir)’den 2 pl ve 10 pl
deterjan kokteyli (150 pl Tween 20 ile 150 pl TritonX100 Not: Burada
kullanilacak deterjanlar non-iyonik olmalidir) eklenmis ve 20 dk.
buzda inkiibe edilmistir.

Siire sonunda 50 pl 50 mM TrisHCL (pH:8) , 0.8 ul Endoniikleaz (
Sigma kat.no:E-1014) ve 1.5 ul 1 M MgCl, eklenmis ve 20 dk. oda
1s1sinda bekletilmistir.

Siire sonunda kaisim -86°C’de 20-25 dk bekletilerek, tekrar oda 1s1sina
alinmis ve ¢oziinmiistiir. Bu islem iki kez tekrarlanmistir.

Karisim 14,000 rpm’de 15 dk. (+4°C) santriifiij edilmistir. Siipernatant

yeni bir tiipe alinmig ve saflastirma islemine gec¢ilmistir.

Saflastirma:

Saflastirma i¢in iki farkl saflastirma boncugu kullanilmigtir. Bunlar;

Ni-NTA agarose ( QTAGEN Kat.no: 30230) Histidin affinitesi gosteren
bonucuklardir ve pET16b icinde 6X His’lere affinite duymaktadir.
Bulk GST saflastirma kiti ( Amersham Biosciences Kat.no: 20320)

GST affinitesi gosteren boncuklardir.

Uygulama adimlart:

Ni-NTA agarose ve Glutatyon sepharoz 4B (kit i¢indeki)’lerin her
birinden 120 pl alinmig ve 3,000 rpm’de 5 dk. (+4°C) santrifiij
edilmistir.

Ni-NTA agarozlan Kkitte belirtildigi gibi Buffer C (8 M urea ,100 mM
NaH,PO4 ve 10 mM Tris HCl ile pH:6.3 olacak sekilde 1.000 ml
tamamlanir) ile Glutatyon sepharoz 4B ise 1X PBS ( 8 gr NaCl, 0.2 gr
KCl, 1.44 gr Na,HPO, ve 0.24 gr KH,PO4 karigim1 dH,O ile 800
ml’ye tamamlanir, pH:7.4’de ayarlanir ve son hacim 1,000 ml olacak
sekilde dH,O eklenir)’den 500 pl ile yitkanmaisgtir.

3 dk. kanstirict tabla iizerinde karistirildiktan sonra 3,000 rpm’de 5 dk.

santrifiij edilmistir. Bu islem 3 defa tekrarlanmistir.
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= Boncuklarn iizerine protein siipernatantlar eklenmis ve gece boyunca
+4°C’de kanistirica tabla iizerinede karistirilmistir.

= Siire sonunda 6rnekler 3,000 rpm’de 5 dk.(+4°C) santrifiij edilmistir.

= Pelet 500 pl Buffer C (Ni-NTA icin) ve 1X PBS ile yikanmis, 3 dk.
karistirict tabla iizerinde karistirildiktan sonra 3,000 rpm’de 5 dk.
santrifij edilmistir. Bu islem 5 defa tekrarlanmistir.

= Son santrifiij ile birlikte siipernatant atildiktan sonra 100 pl Leamli
buffer (250 pl 0.5 M Tris HCI (pH:6.8), 200 pl %20 SDS, 200 pl
Gliserol, 100 pl B-merkaptoetanol, az miktarda Bromofenolblue
eklenmis ve dH,O ile 1 ml’ye tamamlanir) eklenmis ve 10 dk.
kaynatilmistir.

= Siire sonunda karisimdan 10 pul SDS-Page jeline yiiklenmistir.

SDS Page:

Bio-RAD firmasina ait jel sistemi kullanilmistir. Burada iki farkli tampon

kullanilmistir. Bunlar ;

= Kosturma tamponu (Running buffer): 3.3 ml %30 Bis-akrilamid,
2.5 ml 1.5 M Tris HCI (pH:6,8), 0.1 ml %10 SDS, 4.1 ml dH,O, 5
pl TEMED ve 50 pl amonyom persiilfat ile hazirlanmistir (%10
olacak sekilde hazirlanmistir).

= Ayirma tamponu (Stacking buffer): 1.7 ml %30 Bis-akrilamid, 2.5
ml 0.5 M Tris HCI (pH:6,8), 0.1 ml %10 SDS, 5.7 ml dH,0, 10 pl
TEMED ve 50 pl amonyom persiilfat ile hazirlanmistir (%10

olacak sekilde hazirlanmistir).

Tamponlar kullanilarak hazirlanmis olan jele orneklerden 10 pl
yiikklenmis ve 80 V’da 2 saat yiiriitiilmiistiir. Marker olarak Kaleidoscope
prestained standards (Bio-RAD, Kat.no:161-0324) kullanilmistir. Bu

markerin 6zelligi renkli olmasidir.
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2.2.20. TtGSTz rekombinant proteininin Western blot analizi

Western blot analizi, iiretilen proteinin dogru protein olup olmadiginin

spesifik antikorlar kullanilarak analiz edilmesi islemidir.

Proteinlerin membrana aktarilmasi:

SDS-Page’e yiiklenen jeller boyanmadan kullanilmistir. Jel once
yikama tamponu (3 gr TrisHCL, 14.4 gr glisin, 200 ml methanol,
dH,O0 ile 1,000 ml tamamlanmistir) icinde 30 dk. bekletilmistir.
Siire sonunda jelin alam1 hesaplanmis ve blotlama aleti igin
uygulanan mA degeri hesaplanmistir. SOyleki;

Alan x 0,8 = TmA formiiliine gore uygulayacagimiz mA degeri , 6
(en) x 8 (boy) x 0.8 =24 mA olarak bulunmustur. iki farkli jel
oldugu i¢in toplam 48 mA’de 90 dk. blotlanmustir.

Western blot analizinde Proteo qwest kolorimetrik western blotlama kiti

kullanilmigtir (Sigma kat.no: PQ0O101).

Blotlama islemi bittikten sonra membranlar TBST ( kit i¢inde toz
halinde bulunmakta, 500 ml dH,O ile hazirlanmaktadir) ile 1 dk.
yikanmis ve TBST ortamdan uzaklagtirilmistir.

Membranlarin iizerine Western blocker soliisyonu (kit iginde)
dokiilmiis 30 dk. karistirici tabla iizerinde bloklanmistir. Ni-NTA
kullanilarak saflastirilan membran icin anti-Histidin antikoru
(Mouse monoklonal antibody Anti-Hisg (Roche, Kat.no: 135508))
Glutatyon sepharoz 4B i¢in de anti-GST antikoru (Mouse
monoklonal antibody Anti-GST (Sigma, Kat.no:G1160) 1:1000
diliisyonda western blocker soliisyonu ic¢ine eklenmis ve 30 dk.
bekletilmistir.

Membranlar siire sonunda TBST tamponunda 1 dk. yikanmis ve
TBST uzaklastirilip, ikinci bloklamaya gecilmistir.

Membranlarin iizerine ikinci defa Western blocker soliisyonu
dokiilmiis ama bu sefer bekletilmeden iki membran i¢inde ikincil

antikor (Anti-mouse IgG (Sigma, Kat.no: A5225) 1:1000
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dilisyonda eklenmis ve 30 dk. karistirici tabla iizerinde inkiibe
edilmistir.

= Siire sonunda membranlar 5 defa 5 dk. TBST tamponunda,
karistiric tabla tizerinde yikanmistir.

= Son TBST uzaklastirilip, membranlar ikinci bir plastik boyama
tankina aktarilmis ve iizerlerine 4-kloro-1-napthol (60 pl %30’luk
H,0,, 20 ml methanol, 0.06 gr 4-kloro-1-napthol ve dH,0O ile 100
ml tamamnlanmigtir) eklenerek 15 dk bekletilmistir. Bantlagmalar
belirginlesince tampondan almmis, dH,O ile yikanarak,
kurutulmustur. Kurutulan membranlar UV fotometrede (UV 151k

kullanilmadan) resim haline getirilmistir.

2.2.21. TtGSTz’min farkh stresler altinda mRNA seviyesinin

belirlenmesi

2.2.21.1. Soguk stres (4°C) altinda mRNA seviyesinin belirlenmesi

T.thermophila SB210 hiicreleri stres deneyi asagidaki sekilde hazirlanmis
ve RT-PZR deneyine alinmistir.

Bir giin 6nceden 250 ml’lik PPY besiyeri iceren flasklara ekimi yapilan
hiicreler 130 rpm’de 37°C’ye ayarlanmis calkalamali etiivde gece boyu inkiibe
edilmistir. Deney giinii hiicreler morfolojileri ve kontaminasyon riski agisindan
mikroskop altinda kontrol edilmistir.

Hiicrelerin soguk stresine tabi tutulmasi;

Hiicreler sirasiyla 15, 30, 45 ve 60 dakika siire ile soguk stresine tabi
tutulmustur. Stres uygulama islemi baslamadan 37°C’de biiyiitiilen hiicrelerden 2
ml’lik kontrol olarak alinmistir. Sonra santrifiijlenerek hiicre peleti elde edilerek
“0” zamam olarak etiketlenir. Daha sonra hiicreleri iceren flask bir buz (4°C)
kutusu icine gomiilmiis ve masa iistii calkalayicisinda inkiibe edilmistir. 15, 30, 45

ve 60’1nc1 dakikalarda kiiltiirden 2 ml’lik 6rnekler alinarak peletlenmistir.
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RNA izolasyonu, total RNA’ya DNaz muamelesi, RT reaksiyonu ve RT-
PZR islemleri boliim 2.2.3- 2.2.6’da belirtildigi gibi hi¢bir degisiklik yapilmadan
uygulanmastir.

RT PZR reaksiyonlari;

Toplam reaksiyon hacmi 25 pl olacak sekilde ii¢ set RT-PZR reaksiyonu
ve her bir set 3 kez kullanilarak tekrarlanmistir. Bu reaksiyonlarda iki primer seti
kullanilmistir.  Bunlardan ilki GSTz genine ait primerler, digeride
T.thermophila’da bulunan 17S geni primerleri kullanilmistir. Her iki primer

setinin annealing derecesi sirasiyla 56°C ve 50°C olup reaksiyon kosullari

asagidaki gibidir.
10X Taq Tamponu +KCI 2.5 pl
25mM MgClI2 1.5
25mM dNTP Mix 1.5ul
2,5mM Tleri Primer 2.0
2,5mM Geri Primer 20
Taq Polimeraz Enzimi 0.2 ul
Kalip (RT iiriinleri) 0.5 ul
ddH20 14.8 ul
PZR Reaksiyonu;
94 °C 2 dk
94 °C 50 sn
50 °C-56°C 50 sn ~ 27siklus
72 °C 2 dk
72 °C 2 dk
4°C 0
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2.2.21.2. H,0, (Hidrojen peroksit) stresi altinda mRNA seviyesinin

belirlenmesi

T.thermophila SB210 hiicrelerinin hazirlanmasi;

Bir giin 6énceden 250 ml’lik PPY besiyeri igeren flasklara ekimi yapilan
hiicreler 130 rpm’de 37°C’ye ayarlanmis calkalamali etiivde gece boyu inkiibe
edilmistir. Deney giinii hiicreler morfolojileri ve kontaminasyon riski agisindan
mikroskop altinda kontrol edilmistir.

Hiicrelerin H>O, ( Hidrojen peroksit) stresine tabi tutulmasi;

T.termophila hiicrelerinin Cizelge 2.4’te belirtildigi gibi belli zaman
araliklarinda H,O, miktarina bagli morfolojik degisimleri incelenmis ve stres i¢in

uygun olan dozun indiikleyici oldugu belirlenmistir.

Cizelge 2.4. T.termophila hiicrelerinin H,O, stresi altinda morfolojik degisimleri (Anonim, 2007).

10dk  [20dk  |30dk H4Odk  [50dk
Hiicre(ml) + + + + + Kontrol
Hiicre + 7,5u1 H202 + - - - - Letal
Hiicre + 3,8ul H202 + + + + - Subletal
Hiicre + 1,9ul H202 + + + + - Subletal

indiikleyici

Hiicre + 0,5ul H202 + + + + + Etkisiz

Hiicreler sirasiyla 0, 15, 30, 45 ve 60 dakika siire ile H,O, stresine tabi
tutulmustur. Oncelikle, hi¢ bir isleme tabi tutulmamis hiicrelerden 2 ml’lik drnek
steril kosullar altinda alindiktan sonra santrifiijlenerek hiicre peleti elde edilmis ve
bu pelet “0” zamam olarak etiketlenmistir. Hiicrelerin indiikleyici oldugu
konsantrasyonda (Cizelge 2.4’te koyu alan) H,O, eklenmis ve masa {istii
calkalayicisinda inkiibe edilmistir. 15, 30, 45 ve 60’1inc1 dakikalarda kiiltiirden
2ml’lik 6rnekler alinarak peletlenmistir.

RNA izolasyonu, total RNA’ya DNaz muamelesi, 17S rRNA primerleri ile
total RNA’da DNA kontaminasyonunun kontrol PZR, RT reaksiyonu ve RT-PZR
islemleri bolim 2.2.19.1°de belirtildigi gibi higbir degisiklik yapilmadan

uygulanmastir.
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2.2.22. TtGSTz’min Dotblot yontemi ile analizi

TtGSTz bulucu DNA (prob)’min DIG (Dioksigenin) ile isaretleme
reaksiyonu;

TtGSTz genini tasiyan plazmit DNA, tiim genin klonlandigi PZR
reaksiyonunun 1s1 dongiisii ve kosullarinda kalip olarak kullanilarak bulucu DNA
(prob) iiretmek amaciyla olan PZR iiriinii (insert) sentezlenmistir. PZR
reaksiyonundan sonra iiriin % 1.4’liikk 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 saflagtirilan DNA pargasi) toplam 15
ul’ye steril deiyonize su ile tamamlanarak 100°C’de su banyosunda denatiire
edilmistir. Tiip kisa bir spin attirihip 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 2.3’deki

formiile gore distile su ile iki ayr1 20ml’lik hazirlanmistir.

Cizelge 2.5. Melezleme standart soliisyonu (Prehibridizasyon Tamponu) (Temizkan ve Arda ,

2004)

Prehibridizasyon Tamponu | 100 ml icin | 20 ml icin | Son konsantrasyon

20X SSC 25 ml 5 ml 5x

% 10 SDS 200 ul 40 ul % 0.02
Na-laurylsarkozin 0,1g 0.02¢ % 0.1
Bloklama stok soliisyonu 1 ml 200 wl % 0.1

( Bloklama tozu ve
DIG-Maleik asit tamponu
ile %10’luk hazirlanir.
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[Iki prehibridizasyon icin kullamilmustir. 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
kullanilacagr zaman 68°C’de 10 dk. bekletilmis ve sonrasinda 10 dk. buza
konularak tek zincirli kullanilabilir hale getirilmistir (Ko, 2005).

Prehibridizasyon asamasi 68°C’de 2 saat siireyle 3 kez yapilmis ve bu
islem hibridizasyon firininda gergeklestirilmistir. Hibridizasyon 16 saat 68°C’de
hibridizasyon tiipii i¢inde gergeklestirilmistir. Hibridizasyon tamponu bir falkona
bosaltilmis ve -20 °C’de tekrar kullanilmak {izere muhafaza edilmistir. Membran
1.yikama tamponu (2x SSC, % 0,1 SDS) ile oda 1s1sinda iki kere 5’er dakika hafifi
harakette yikanmis ve stiziilmiistiir. Tekrar membran 2. yikama tamponu ile (0,5x
SSC, % 0,1 SDS) ile 65°C’de 5 dk. yikanmis ve siiziilmiig, daha sonra 3. yikama
tamponunda (0,1x SSC, % 0,1 SDS) 68°C’de 5 dk. yikanmistir. 3. yikama
tamponu membrandan siiziilerek uzaklastirllmistir.

Yikamalardan sonra naylon membran DIG-Maleik asit tamponunda oda
1sisinda 5 dk. yikanmis ve siiziilmiistiir. Daha sonra membran 10 ml 1x tamponu
icinde oda 1s1sinda 30 dk. yikanmistir.

Antikor soliisyonu (kit i¢inde) kullanilmadan 6nce 5 dk. 10000 rpm’de
santrifiijlenmis sonra antikor pipetle alinarak 1x bloklama tamponunda 1:5000
oraninda diliie olacak sekilde antikor soliisyonu eklenerek oda 1sisinda 30 dk.
hafif sallamada yikanmustir.

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 tiiptinden 40 pl alinarak 2
ml saptama tamponu ile hazirlanmig ve karanlikta tutulmustur.

DIG saptama tamponu dokiildiikten sonra membranin iizerine 2 ml
Colorsubstrate soliisyonu eklenmis ve karanlikta calkalamadan bant olusumu

gozlenmistir.
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3. BULGULAR

T.thermophila tek hiicreli silli 0karyotik organizmasinda GST enzim ailesi
tiyelerinin bulundugu ilk defa Overbaugh, J.M. ve ark. (1988) tarafindan
bildirilmistir. 7.thermophila makroniiklear genom projesi sonuglarina genel
bakildiginda GST enzim ailesi iiyeleri bulundugu goriilir. Bu enzim ailesi
tiyelerinin bireysel veya alt-gruplarinin analizleri deneysel veya biyoinformatik
olarak heniiz detaylica ¢alisilmamistir. Asagida bu tez ¢alismasi esnasinda elde

edilen bulgularin tanimlamasi yapilmistir.

3.1. T. thermophila Makronuklear Genomunda Bulunan GST Enzim Ailesi

Uyelerinin Biyoinformatik Analizi

3.1.1. Tetrahymena Genomu 19 GST Geni icerir
Calisma organizmamiz olan T.thermophila’nin Tetrahymena Genom
Bankas1 (TGD) adi verilen ve bu canliya ait veri tabanini olusturan bir gen
bankas1 vardir. GST enzim ailesi {iyeleri i¢in de bu veri tabaninda yapilan analiz
sonucunda, GST enzim ailesini temsil eden Sekil 3.1'te goriildigi gibi 15
homologun oldugu bulunmustur. Bu homolog gruplarin GST ailesi tiyelerinden
zeta, theta, mu ve omega’y1 temsil ettigi goriilmiistiir (Homolog gruplara ait diz

bilgisi Ek.1’de belirtilmistir).

3.1.2. T. thermophila’da bulunan GST ailesi iiyeleri icin yapilan

hizalama ve filogenetik agac analizi

T. thermophila’da bulunan GST ailesi iiyelerinin filogenetik iliskilerini
belirlemek i¢in, amino asit dizileri TGD ig¢inde belirlenmis ve bunlar EBI
veritabanindaki dbcluster ile dikey hizalanmistir. Sekil 3.2’de hizalama analizi
sonucunda da bu siniflarin benzerlik oraninin yaklasik %20 (dizilerin benzerligini
gosteren cizelge Ek.2’de belirtilmistir) oldugu bulunmustur. 7.thermophila GST
ailesi iiyelerinin amino asit dizi benzerlik oraninin diisiik oldugu goriilmiistiir.
Ama TtGSTz’nmin MAALI ile ayn1 ve diger siniflara gore TtOmega’ya daha fazla

benzerlik gosterdigi bulunmustur.
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AT2G02390 glutathione S-transferase zeta 1 (gstZ1) (gst18)

AT5G41210 glutathione S-transferase (gst10)

D1053.1 WBGene00001730 gst-42 glutathione S-transferase
F56B3.10 WBGene00001788 gst-40 glutathione S-transferase
RO3D7.5 WBGene00001753 gst-5 glutathione S-transferase
R107.7 WBGene00001749 gst-1 glutathione S-transferase
R13D7.7 WBGene00001789 gst-41 glutathione S-transferase
T28A11.11 WBGene00001771 gst-23 glutathione S-transferase

UniRefo0_Q75223 gstm2-prov protein related cluster

UniRef90_QB86AHE Similar to Ralstonia solanacearum (Pseudomonas
solanacearum). Putative gst-related protein related cluster

UniRef90_Q9FQDS5 Glutathione S-transferase gst 23 related cluster

UniRef90_Q9FQET Glutathione S-transferase gst 11 related cluster
UniRef90_Q9FQES8 Glutathione S-transferase gst 10 related cluster

Y53F4B.31 WBGene00001776 gst-28 glutathione S-transferase
Y71F9AL.5 WBGene00001791 gst-43 glutathione S-transferase

TTHERM_00575360

TTHERM_00489540
TTHERM_00260690
TTHERM_00489550

TTHERM_00575360
TTHERM_00575390
TTHERM_00572010
TTHERM_00924320
TTHERM_00572020
TTHERM_00572000
TTHERM_00400730
TTHERM_00161470

TTHERM_00689290
TTHERM_00205200

TTHERM_00463010

TTHERM_00661650
TTHERM_00661660
TTHERM_00661620

TTHERM_00473230
TTHERM_00661640

TTHERM_00463010
TTHERM_00516440
TTHERM_00661630
TTHERM_00077560

TTHERM_00247000

TTHERM_00161470
TTHERM_00498550
TTHERM_00498540
TTHERM_00260690

TTHERM_00034950

TTHERM_00572000
TTHERM_00924320
TTHERM_00572010

TTHERM_00568210
TTHERM_00034950

Sekil 3.1. TGD icinde bulunan GST ailesini temsil eden homolog gruplar.
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mu5.1 - MTTLGYWGIRGLAQPIRFLLAYLGVQYTNKAYAN--PEEWFGKDKNELGEFDFE 50

mu5.2  ———————= MATLGYWGFRGLAQPIRFLLAYLGVQYTDKHYTK--GEDWFENDKKNLGMDE 50
mu3.1 - MSDKIILGYWNTPGKAQPSRYLLELSGVKYEEVRYSYP-AAEWFGRDKYALGLPEF 54
MAAT —-MSENNQNIILYGNYRSSPSWRVRLALGLKKIEYKLVSIDLF-KNEQKSEVYFKVNP-N 56
GST-Z —-MAESSKKITLYSYFRSSTSWRVRIALNLKKIDYNIIPINLL-KSEQTSEEYTKINP-N 56
omegal.2 --MSQ----LTLYGFLLCPYVQRVRFALEKIGVKYDYKEIDLF-KLKQKEQAYLDINP-F 52
omegal.3 —--MSQ----LTLYGFLLCPYVQRVRFALENIGVKYDYKEVDLY-KFKHKEQAYLDINP-F 52
omegal.4 --MSQPH--LKLYGNILCPYVQRVRFALEALKLQYDYVEIDLL-AKKHLQEEYLAINP-L 54
omega —-MKKP----ILYGCIVCPYTNKVRFALEMLKIDYKYQEIDIL-TGKNKNNSYLQINP-Q 52
theta2.2 ————--———- MKIFIDWISQPSRAVVTYCLIENIPHEIIQVRVN-ALEHRKPEYIQINP-S 49
theta2.3 ---MITKPSTKLYIEWLSQPSRAIVTFCLIENIPHELVEVRIK-KLENRTPEYKKMFP-T 55
theta2.1 --MODQQQTLSLYMDWMSQPSRCVAIFCMINKIPVDISEVKIL-KGQLRSQEYKRINP-N 56
thetal  -———-—- MNKLKLFYNSFSQPSRAVKCLLKIGKVDYEEKFVNLA-KGDQFKPEVKSLNW-N 52

omegal.l MDITATNEPVRFYCFVTCPYAIRVRTALELLQVPYEYNEIDLL-VNQQLTPEFLKINP-L 58

mul ———-—-MSNLILSYWNLRGRTEPIRMLLNYLQLPYTYKGYDLSSYNQWKQVDKPALQSDF 54
mu3  ————- MKSQLLFGSWIQRGNAMPIRFLLEYTQTNYNEKIYYSENESEWFQKDQKQFKQ-F 54
mu5.1 PNIPYLID————— GDLKLTESSAIPIYLIRK-————————— HKRNELLGSSADGSYSEKE 95

mub5. 2 PNIPYFID————— NDIKISESSAIPFYITKK-————————— YKKPELLGONADGSFNEKE 95

mu3.1 PNLPYLLD————— GEVKITESETIFDYLIQR-————————— LNKVELLGQGNDKYIVDNL 99

MAAT QRIPALI————— YGDQTLIESTAIIEFLEEN---FPQYPLLPED-RIKRAQIRGFCQVIN 107
GST-2 QGVPALK————— YGDEVIIESSAILEFLEEV---FPEHPLLPQD-AVKRAQIRGFCQVIN 107
omegal.2 GKVPTIV-—-—- INNQIVYESLPLLEFLENE---FGS--VFPQD-NIRKTQQRIWTITYFD 101
omegal.3 GKVPSIS—-—-—-— FNNQIIYESLPLLEFLENE---FGG--VFPQD-NIRKTQQRIWANYFD 101
omegal.4 GCVPTIN---—-— INNSNVYESLVLLEFLEEQ---FGN--VFPKD-TIKRAQQRIWANYYD 103
omega GRVPSLTT----INNKNLYDSQVLLQYIEDE---YKG--LFPQD-NYAKGLOQRIWVQYFD 102

theta2.2 AKVPAISDRLENGEIFNLFESHAIMRYLADR---YNKFKLYPKDNIQLRALINSYLDWHH 106
theta2.3 AKLPGMSETLENGEQFNLFESHAIMRYLADR---YNKSNLYPRGNIQLKAKVDSYLDWHH 112

theta2.1 MRVPTIKD----GK-FVLYESHAILKYLIASRAQYIPEHWYPKD-IKERALVDQYLDWHH 110
thetal CQVPFIED-———— NGFVVFESHTIMRYIHQR---FNLDNSLYPQKLEDKTKIDMYLDWHH 104
omegal.l HQVPVIIN----KQGQTISESLVCLEYLNDK----YQPGLLPQD-SFQRAQIRKWITYYS 109
mul PNLPYLKD————— GDYVLTESDATIAQYVCVK—————————— ANREDMIGTTIEDRIN--I 97

mu3 ANLPYIID-———-— GDLKLTDVQTIMRYIAKR-———————————————— NSNYIQLLGQGH 92

mu5.1 VRVAQIVGVIRDLFKELTGLCFNPDFKNIKEKLYTEKLEL-LIKRLGAYLGDKEFIVG-- 152
mu5. 2 IKVQQVIGVIKDINKELMGLCFNPDFANAKDKVYNEKLSV-GLKKLNDFLGNKDFLLG-- 152
mu3.1l KNLFSDIGTRMYIYSQKE-——————— GEEQTKFLSEQILP-KIRDIHKFLGQKEYLLG-- 148
MAAT SATHP--YQNSNLIGKIEKEG--—-NMNKLEWIKFWVTKGLTAIEELLKKYHGKFCFG-D 160
GST-Z TAIHP--LONLRVLNKIEKEY----SQDKIQWLKFWVTKGLTAIEELLKNSHGKYCFG-D 160

omegal.2 QNFISKMWGIFSLIKTKDVEGSKKLANELAEILRFFTLN--SKLSERIKQNPSSYFEG-D 158
omegal.3 QNFIDKMWAILGIIKKKDAEGSKKLANELAEAVRFFTKN--SKLSERIKLNPNNYFEG-D 158
omegal.4 QNVIGNIWDVFQVYKSKDEEGLKKLANKLAEEIRYWVKQ--TKLSERVKANPKTFYEG-E 160
omega NNIFSKYHPALAAYQENKQDLLNKLQQETFENMKFFSQN--SGITQKIKLKQNCFYEGGS 160
theta2.2 NNTRKCGAYLFDLYSSGVLGIKPKNNIETLYKEIEIILK--FIDQIWLQEGKNKFIGNNI 164
theta2.3 TNTRKCAPYLFDQYFAPVLGIKPQFDVNTLFKEVESVFR--FIERVWLDQGKNKYIGNNQ 170
theta2.1 TNIRNAGMYIFNYFVLPSLGIQSKQNKETIYKLFIQSLK--MIDTIFLAD--KPYIASKE 166
thetal SNTRRSANYVTASLLSKRTGQPSLYVEDLVHKELLKAVQ--NLNDNLLNN-PSHYIFGFQ 161
omegal.l S—-IDAKKWRILGAIRNKNKEEAYRILNEIQONLKFLSSQ--IDLPIRVEQNSKTFLFG-S 165
mul ARIRGIVNENIYLIGQLAYSPKYKEELKANFQRFSVPFG-————-QLNNYLNNKEYINN-G 151
mu3 GNDEDRINQINLVISEIG-——————— LYVKEQFFNPKVHE----EKRDFLNRCQKKFG-- 138

mu5.1 TLTYADFLFYEALSYIRHIYP--—-QAICATLTAYINRF-ENLPGIKEYIASHAQELKVFL 208
mu5. 2 TLTYADFLFYETLSYFKHIFP---QSITPTLANYLNRF-QNLPGVKEYIAKPSVDLNAFL 208
mu3.1l YFTAADLYFLCFAKGFKNTLPDSYNEFAATFNPLIQRL-ENIPQIAKYISEGRHP————— 202
MAAT DITMADIFLIPQVSAVVERFGFDLTP————— FPLILSVVNNLKDLPEFIAASPSNQPDYT 215
GST-2 EITLADLFLVPQVQGVVDRFQFDLTP————— FPNIAEVLKNLKEIPEFVAASPSKQADNP 215

omegal.2 TLTYADFAIIPHVKVLETNYKIFFKSSLFEQIENQDELIQNFKTYYQNVVSSDSFKRAVT 218
omegal.3 TLTYVDFAVVPHFKMLDAMYRAFFKVNFFDQIENQDELIQNFKTYYQNVISSDSFKRTVT 218
omegal.4 QLTYVDFAVVPHTRYLEDIVRVIFNKQLFDLVEN-DDLIKDFRTYINNVTSSEAYNRITH 219
omega IPTYADVAIIPHLRIMNIFWKHFLNKDLFQSNKNDEDVLS-LKQLYENIHTLESCQNVSF 219
theta2.2 QLTIADISCYCEVSQMIIDS-YDFKNKTPNLYNWMKRI-EQIPEIQQTHQILFKLAPKMS 222
theta2.3 QLTIADLSCYSEIIQMKFDD-YDFKNKTPILYEWMQRI-EALPEIQKTHQVLFKLAPQIS 228
theta2.1 KATIADLSCYCEITQVNLID-FDFS-PYPNILKWMQRLTAEYPQLVEGHQPFMKFVQKIK 224
thetal KPTIADISCYQELTELKLIN-FDFK-KYPNLDAFMNQM-SNIPEIKEVDKDFSDIALKIF 218
omegal.l TFGMGDIAILPVLDQMIILFETAFGKHILKDNLNGKDV-DALKALYIWFENTKQQPAYQK 224
mul KICYYDFYLYELMFIAHKIFKEENVEDVEPNLRSHYYRIQNLPQIQDYLNSDRYNKSFVI 211
mu3 ——SFVNIRAFLQFTGN QRLHNNRKILDAY-—————=—=————— 165

Sekil 3.2.. T. thermophila’da bulunan GST ailesi iiyelerine ait hizalama sonuglari.
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TtGST ailesi iiyelerinin evrimsel yakinligini belirlemek igin hizalama
sonucu elde edilen verinin cluster algoritmasi ve ile se¢-bagla (bootstrap) yontemi
1000 tekrarli kullanilarak Sekil 3.3’te goriilen filogenetik agaci olusturulmustur.
Di1s grub olarak da yine Tetrahymena enzimlerinden biri olan DNA ligaz enzimi
secilmistir. Agac analizinde de goriildiigii gibi; 7tGSTz’nmin MAALI ile aym
oldugu ve TrOmega yakinlik gosterdigi bulunmustur. Dig grub olarak segilen
TDNA ligaz’in GST’ler ile benzerlik gostermedigi belirlenmistir.

100 | rnu2
[=in] | mu3
o8 mutl = 11
94 mus
42 mud S
thetad |
thetal |
EES - theta
a9 theta
100 thetas |
Lk M L ZETA
L GSTZeta
97 ormegas
]
= o Ce O
> C o
e ormegad =T&
100 omegal
100 ormegad 4
DMAligase

[}

Sekil 3.3. T. thermophila’ya ait GST ailesi iiyelerine ait aga¢ analizi (1000 tekrarli bootstrap ile
olusturulmus ve Neighboor-joining yontemi ile c¢alisan ClustalW ve MEGA4
programlar1 kullanilmistir) (Theta 2 63.M00175, Thetal 23.M00228, Theta3
63.M00175, MAAI 77.M00141 Omegal 76.M00233 Omega2 164.M00105
Omega3 76.M00234 Omega 4 76.M00232 Omega$5 43.M00235 Theta4 13.M00496
Mul 17.M00401 Mu5 98.M00153 Mu4 98.M00154 Mu3 5.M00453 Theta4
63.M00176 Mu2 76.M00153 D1s Grup: Tth Ligase 36.M00193).

3.1.3. GST enzim ailesi iiyeleri icin yapilan filogenetik agac analizi

GST enzim ailesi iiyelerinin evrimsel analizi yapilmistir. Bunun igin ilk
olarak GST enzim ailesi iiyelerinin amino asit dizi bilgilerine (www.expasy.org.)
ulagilmigtir. Her simif igin ii¢ farkhi tiirden diziler se¢ilmis ve evrimsel

yakinliklarin1 belirlemek icin se¢-bagla (bootstrap) yontemi 1000 tekrarl
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kullanilarak Sekil 3.4’te goriilen filogenetik agac¢ olusturulmustur. Dis grub olarak
da GST enzim ailesi tiyelerinden biri olan fakat diger GST’lerden farkli olarak
klorolasta lokalize olan GST Kappa enzimi secilmistir. Agac analizinde de
goriildiigii gibi; tim GST enzim ailesi iiyelerinde her sinifin kendi i¢inde yakinlik
gosterdigi belirlenmistir. 7tGSTz’ nin ise GSTomega’larla yakinlik gosterdigi

belirlenmistir.

55 ormegaRat
93 ,—|:nmegaH sapiens omega

34 omegahl musculus

Taul sativa3
as r TaulO . sativa tau

a3l Taud sativaz

FetaTetrahymena

5 FetaC.elegans

iyl
=
M
S

ZFetaH. sapiens
Zetabl.musculus

BetaOchrobact
BetakE coli beta

39
BetaH. influenzae

95 thetatd musculus
35’—|_— thetaRat theta

thetaH. sapiens

34 PhiZeamays

— 455.‘—‘— Phia.thaliana phi
93

PhiH. musmuticus

ag alphahl. musculus
3 |: alphaRat alpha
l— AlphaH. sapiens

30 SigrmaC.elegans
5052 Sigmakl. domestica sigma

SigmaOmmastrephessloanei

ag MuH. sapiens
S a3 E tuRat mu
kAubd. musculus
84 PiH. sapiens

55|_|: Pibd.musculug - Pi
a8 FiRat
| kappaH.sapiens
99|—|: kappahd.musculus -lkappa
EE] kappaRat

(1]

Sekil 3.4. GST enzim ailesi tiyelerinin filogenetik aga¢ analizi (1000 tekrarli bootstrap ile
olusturulmus (ZetaHomosapiens, ZetaMusmusculus, Zeta Caenorhabditiselegans,
TetrahymenaGSTz, MuMusmusculus, MuHomo sapiens, MuRattusnorvegicus,
AlphaHomosapiens,AlphaMusmusculus,AlphaRattusnorvegicus, ThetaHomosapien
s,ThetaMusmusculus,Theta Rattusnorvegicus, Phi Zea mays, Phi Arabidopsis
thaliana, Phi Hyoscyamusmuticus, Omega Homosapiens, Omega Musmusculus,
Omega Rattusnorvegicus, Beta Escherichia coli, Beta Haemophilusinfluenzae, Beta
Ochrobactrumanthropi, Kappa Homosapiens, = Kappa Musmusculus, Kappa
Rattusnorvegicus, Pi Homosapiens, Pi Musmusculus, Pi Rattusnorvegicus, Sigma
Caenorhabditis elegans, Sigma Muscadomestica, Sigma Ommastrephessloane, Tau

Oryzasativa, Tau Oryzasativa2 , Tau Oryzasativa3).
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3.1.4. TtGSTz’nin Zeta’ya ait karakteristik motif bilgisini tasidiginin
belirlenmesi ve Zeta’ya ait karakteristik motif bilgisini tasiyan

tiirlerin filogenetik agac analizi

TtGSTz’'nin GSTz karakteristik motifini tasidigin1 belirlemek igin, ilk
olarak farkl tiirlerdeki bulunan GSTz karakteristik motif bilgisini iceren tiirler
(www.expasy.org.) belirlenmistir. Bu tiirlerin amino asit dizi bilgisi elde edilmis
ve dbcluster ile dikey hizalanmistir. Hizalama sonuglar1 Sekil 3.5°te goriildiigii
gibidir. Dikey hizalama sonucunda 7tGSTz’nin GSTz karakteristik motif olan
SSCX[WH]VRIAL motifini tagidigi belirlenmistir. Diger GSTz’lardan farkli
olarak motif iizerinde 3. pozisyonda bulunan sistein amino asidi yerine threonin

asidini (SSTSWRYVIAL) tasidigi belirlenmistir.

Homosapiens @ ——————= KPILYSYFHSSCSWRVRIALRLKGIDYKTVPINLIK 40
Musmusculus 00 0——————= KPILYSYFHSSCSWRVRIALARLKGIDYEIVPINLIK 40
Drosophilamelanogaster NASSSDIQPILYSYWHSSCSWRVRIAMNLKEIPYDIKPISLIK 50
Arabidopsisthaliana —TDFYQAKLKLYSYWHSSCAHRVRIAL[FLKGLDYEYIPVNLLK 46
Dianthuscaryophyllus SE-—-TQKMQLYSYSYSSCAWRVRIALHLKGLDFEYKAVDLLK 43
Euphorbiaesula VEQPNKPKLKLYSYFHSSCSFRVRIALNLKGLDYEYVPVNLLK 46
TetrahymenaGSTz —-MAESSKKITLYSYFHSSTSWRVRIALNLKKIDYNIIPINLLK 42
Caenorhabditiselegans. ———MSNQKPVLYSYWHSSCSWRVRIALALKNVDYEYKTVDLLS 40
Rhizobiummelikatalogi ———-MANETVLYDYWHSSASYRVRIALNLCGEAYRSVPVDLLA 39
Vibriocholerae.  ————= MMSLILYGYWHSSAAYRVRIALNIKQLVYESRAVHLSR 38
Emericellanidulans MSTNSDLRVTLYTYFHSSCSARLRIALRALRSISYTSVPINLLK 43

Sekil 3.5. GSTz motif bilgisini igeren farkli tiirlere ait hizalama sonuglar1 (ClustalW programi
kullanilmigtir) (GSTZ Arabidopsis thaliana (Q9ZVQ3) GSTZ Euphorbiaesula
(P57108), GST Z1 Dianthus caryophyllus (P28342), Tth GSTz 77m.00138,
MAAI Caenorhabditis elegans (Q18938), MAAI Homosapiens (043708), MAAI
Musmusculus (Q9WVL0), MAAI Rhizobium melioti (Q9X4F7) GSTz
Drosophila melanogaster (Q9VHD3), Emericella nidulans (043123), Vibrio
cholerae (Q9KSB2)

GST zeta karakteristik motifini tasiyan tiirlerin evrimsel yakinligini
belirlemek icin se¢-bagla (bootstrap) yontemi 1000 tekrarh kullanilarak Sekil 3.6’

da goriilen filogenetik aga¢ olusturulmustur. Aga¢ analizinde de goriildiigii gibi;
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bitki GST zetalann kendi aralarinda yakinlk gostermis ve TtGSTz nin bunlara

yakin oldugu belirlenmistir.

52 Arabidopsis
B8 Euphathia
i Dianthus

Triticum

Caenorhabditis
a5 Emericella
— Rhizabium
Drosophila

aq  E— Human
w0l Mouse

DMAlgase

0.0s

Sekil 3.6. GSTz motif bilgisini iceren farkli tiirlere ait filogenetik aga¢ analizi (1000 tekrarh
bootstrap ile olusturulmus ve Neighboor-joining yontemi ile ¢alisan ClustalW ve
MEGAA4 programlar1 kullanilmistir)(GSTZ Arabidopsis thaliana (Q9ZVQ3) GSTZ
Euphorbiaesula (P57108), GST Z1 Dianthus caryophyllus (P28342), GST Z
Triticam aestivum (004437), Tth GSTz 77m.00138, MAAI Caenorhabditis
elegans (Q18938), MAAI Homosapiens (043708), MAAI Musmusculus
(Q9WVL0), MAAI Rhizobium melioti (Q9X4F7) GSTz Drosophila
melanogaster (Q9VHD3), Emericella nidulans (043123), Dis Grup: Tth Ligase
36.M00193).

3.1.5. GST Zeta’ya ait karakteristik motif bilgisini tasiyan tiirlerin

karsilastirilmal olarak ii¢ boyutlu yap: analizi

Kargilastirilmali {i¢ boyutlu yap1 analizi Sekil 3.7°de ClustalW ile yapilan
hizalama incelendiginde proteinlerin 1-84 amino asitleri, aktif bolgeyi iceren N-
terminal ve 93-221 amino asitleri ise substrat ozgiilliigiinii saglayan C-terminal
domaini temsil etmektedir. Tiim GST ailesine ait enzimlerin ii¢ boyutlu
yapilarinda gosterdigi thioredoxin fold yapisimt GSTz’larin da gosterdigi
belirlenmistir. Thioredoxin fold yapisinda N-terminal domain 48 ve 3a, C-
terminal domainin da ise a-heliks kivrimlarindan olustugu bulunmustur. Ayrica
diger GST’lerde oldugu gibi bu iki domaini birbirine baglayan 8 amino asitten

olusan linker bir diziyi (85-92) icerdigi bulunmug ve 88. pozisyondaki amino asit
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olan 16sinin (Leu) iki domainin baglandig1r noktada (Polekhina G. et al., 2001)

bulundugu gosterilmistir. Linker dizinin yapisinda da diger GST’ler de oldugu

gibi prolin (Pro)’ce zengin oldugu goriilmiistiir.

BRRE OF CHCE CHCHCE CREE CECE R [
Hman ————— === - ——— == ——— —— ———MOACK DI LYSYF REECE MRV BT AL ATH CTTYE
HMose ————m—m— e mm e —— —— - —— ——— MO AGKPI LYEYF RS CE MEV P AL ALK GIDTE

EYETEY [T B YT A BREEE [ [ [ e e e e et
TVPINLIFDR-GQQF SFD FOALNIMEQWPT LEID-GITTHOSLATIEYLEET
IVPINLIFD G- GQQFTEEFQTLI\TP‘I'EWPAIKED CITIVOSLATMEYLEET
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Phimobinm, o S WE WD LLAT- ——AHPAPEHL AFN PO GLY PV LD ID- GERLT 0SLAT IEYLAET

oguingninte e dudnduin gs futudodo doupais Juate g di s ge fuddu e e (e s b bl b e e B L L A
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Mouse LT PATVEMISDL TAS GI QPL (N LEV L ———FQVGED EN-—QMIWAQKV IT SCFMALEE
Drnsophdls DPVERAEIRETVEL ICS G OPL (M EV L ———DHIGEDO -—S LQWAQHU IS BOF QG LEE
Disnchn DL LN A AT VT L O, A LA LY TR BEE LGS DE ——H LETARHE THECF 24 LEE

Euphorhia DI HERATHY JEL AN LA LNE
drabidopsis L HE RANITY TV L QPHONIAL FRYLE
L IETEELDL O AN WES S LR L QYA T
DANVERAQ TR CEC O T (LY LNETEEE Y500~ -—KIQWLKFUVTHGL TATER
LI HN LEV L0 LINEE -EAGF ——GG0 FAFQF VYV EGL TALET

[f
ERLEARSTS LL Y
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oo BRERBEEEE 6 0FE QOIS CECE COCERE CROE O CE COOOOECECE CROODY CECE Y COEE
Human ILOST-ACTTCVGDEVTIAD LCLYVE QVANA E-RFEVDL TPYPT IS SINFELLVLELF OWE
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DERsm bl s FLEHS ~ACKF CVCDE LEMAD TCL VP QVRHA R-RYFADL TPYPT IVELNQE L) ELD VFELT
DASEERIS. oo LUEGH-AGKT ATCDEVELAD LFLAP QI T AS TTGFGMDMAE FPL LK S INDA VL EY O HF FHR
Ewphorbis,........ LLOGH-ACIFATCDEVYLAD LFLEPQIHAA TTRFNVDMTOFPLLL IIHEAYS LT EF (il
i i -ACKYATCDEVYLAD LFL AP QTHAAL FNRFHINMED FIT LA IFY ES VHELD AF (1T,
Triticm, TLDGE -DEKY CVGDE VHL CDVCL AR QTHAR THRFQ TDMTEYPT LS HIHDA TMETP AT Qik
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Sekil 3.7. GSTz motif bilgisini iceren farkli tiirlerin karsilastirilmali ti¢ boyutlu yap: analiz

sonuglart (mor renkli alandan oOncesi: N-terminal domain, mor renkli alandan

sonrasi: C-terminal domain, mor renkli alan: N ve C terminali birbirine baglayan

baglayici dizi, mavi bolge: GSTz’y1 temsil eden karakteristik motif, kirmiz boyah
S’ler: GSH baglanmasim saglayan bolge, a: heliksleri, B: plaklar)(ClustalW)(GSTZ
Arabidopsis thaliana (Q9ZVQ3) GSTZ Euphorbiaesula (P57108), GSTZ1
Dianthus caryophyllus (P28342), GST Z Triticum aestivam (004437), Tth GSTz
77m.00138, MAAI Caenorhabditis elegans (Q18938), MAAI Homosapiens
(043708), MAAI Musmusculus (Q9WVL0), MAAI Rhizobium melioti

(Q9X4FT7), GSTz Drosophila melanogaster (Q9VHD3) )
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3.2. TtGSTz ¢cDNA’ simin klonlanmasi

3.2.1. Tetrahymena GST zeta’ya ait biyoinformatik analizler

TGD igerisinde yapilan analiz sonucunda elde edilen 15 homolog i¢inde
TTHERM_00575360 numarali homologun, ¢alisilmasi hedeflenen GST zeta’y1
temsil ettigi bulunmustur. Bu homolog grup i¢in yapilan analiz sonucunda da Ek
1’ de belirtidigi gibi GST zeta’ya ait protein, protein kodlayabilen yani intron
icermeyen cDNA ve hem intron hem de ekzonlardan olusan genomik DNA
(gDNA) dizi bilgileri elde edilmistir. Elde edilen verilere gore TtGSTz , 221
amino asitten olusan bir protein , 663 b¢’lik cDNA ve 785 b¢’lik gDNA dizi
bilgisine sahip oldugu belirlenmistir. TtGSTz cDNA’nin 5 ve 3’ bolgeleri gen
bankas1 icinde kayith degildi. Bu nedenle TtGSTz cDNA’siin 5° ve 3’ bolgeleri
dizi bilgileri arastirilmistir. 7tGSTz’ nin 5° ve 3’ bolgelerinin belirlenmesi icin ilk
olarak TGD icinde 7tGSTz’ ya ait EST’lere bakilmis ve Sekil 3.8’de gosterildigi

tizere yaklasik 13 EST dizisine rastlanmistir.

Tetrahynena E5Ts with a Unique Hit {BLAT)}

394282 -CH4d5709-02587 EM3359159-CH445755-27735
) [
80072-2-2-H11.r.1 Chilcoat/Turkewitz cOMA C(large fraction) Tetrahymena thermophila cOMA, mRMA seguence  S009-0-14-B0G.t.1 Chilcoat/Turkew

BH394657-CHA4S759-27501 BM326525-CH445708-20054
I

|
H0072-2-5-C11.r.1 Chilcoat/Turkewitz cOMA (large fraction) Tetrahumena thermophila cOMA, mRNA sequence  S000-0-21-HO9.t.2 Chilcoat,/Turkew

B1397339-CH443755-16165
-
5009-0-31-C08.5.1 Chilooat/Turkewitz cONA Clarge fraction) Tetrabymena thermophila cONA, mRNA secuence
BM400651-CHe45753-6586
G009-0-77-A08.5.1 Chilcoat/Turkewitz cONA (large fraction) Tetrahumena thermophila cONA, mRMA seguence
BM3549553-CH445755-50056
[ Ry
S0072-2-56-G08..2 Chilcoat/Turkewitz cONA (large fraction) Tetrahymena thermophila cOMA, mRNA sequence
BM392532-CH44 575360644
G0071-2-1-H11.F.1 Chilcoat/Turkewitz cONA (small fraction) Tetrahumena thermophila cOMA, mRMA sequence; g1l181935431gh|E
BM392592-CH44 575516653
G0071-2-2-H11.F.1 Chilcoat/Turkewitz cOMNA Czmall fraction) Tetrahumena thermophila cOMA, nRMA seguence; gi]18194334 gkt
BF345523-CHad3758-00540
[
21673 Tetrahunena 2 Tetrahumena thernophila cONA clone 21673 similar to glutathione 5-t
BM399517-CH4453755-6128
I -
T009-0-55-G03.% .1 Chilcoat/Turkewitz cOMA (large fraction) Tetrahumena thermophil:
BM397153-CH445758-1087
— -
ROOA-0-28-FO3 .t .1 Thilrnat/Turkeuity fINA Clarse Fractinn) Tetrabumena thernnoh

Sekil 3.8. TtGSTz’ nin EST dizileri (www.ciliate.org).

Genetool programi yardimiyla EST dizileri (dizi bilgileri Ek.3’te

verilmistir) yatay olarak hizalanmis ve olas1 3’ ve 5 bolgelere ait olast dizi
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bilgilerine ulasilmaya calisilmistir. Sekil 3.9’da goriildiigii lizere 5° ve 3’
bolgelerina ait dizi bilgileri kirlilik unsuru olusturan vektor parcalan yiiziinden

hizalamada istenen sonucu vermemistir.

A.

7T emMO0L38 —mmmmmmm 0

911181925 TTTTTGGGAA 10
G11181929 mmmmm 0

G11182007 === 0

Q11181950 mmmmm 0

G11122327 mmmmmm 0

Q11181973 mmmmm e 0

Q11181950 mmmmm e 0

911181965 CTAGAAGTATTGGGCGTGAGCCTATATGGAGCAGCGATTAGTGCAGATCTTGGTGGT 14
G11181995 —mmmm AACAAAGCTGGAGCTCAC 18
G11181972 —mmmm e ARAAACTGAGCCAC 14
911181972 —- ~AAARACTGAGCCAC 14
77.m00138 — 0

911181925 AAAAGCGCACTCTTCGCGGTGGCGGCCGCTC-TARATTAATTAATARATATTTAT—— 64
911181929 —--ACCGGGCTCCCCGCGGTGGCGGCCGCTC-TARA- 32
911182007 —=m=mmmmmmmm e AACGAGCCACGCGGGGCGGCG—— 21
911181950 —- ~TAGTCCGCGGTGGCGGCGCTCT—— 22
G11122327 mmmmm TCTAA—— 5

911181973 —- ~ACAAGCTG-AGCCACGCGGTGGCGGCCGCTCT—— 31
911181950 ————mmmmm e CACCCCCCNNNNCCGATC-TGCGGCAGACCAATCTTTGTGGA-— 41

gi|181965 AGTAGCATTATTTATTTATTTATITATTTCA-TTATTAAATTAATTAATAAATATTT 170
gi|181995 GCGGTGGCGGCCGCTCTAATTTATTTATTTCATTATTAAATTAATTAATAAATATTT 75
gi|181972 GCGGTGGCGGCCGCTCTAATTTATTTATTTCATTATT-AATTAATTAATAAATATTT 70
gi|181972 GCGGTGGCGGCCGCTCTAATTTATTTATTTCATTATT-AATTAATTAATAAATATTT 70

77.m00138 -- 0
gi|181925 A-TA-AATAATCTTCAAAATTATTAAATATAATAAAGATATATACAATAAACATATC 119
gil181929 ———————--mmmm——— AAATATTAAATATAATAAAGATATATACAATAAACATATC 72

gi|182007 CCTA-AAAANTCTTCAAAATTATTAA-TATA-TAAAGATATATACAATAAACATATC 75
gi|181950 AATA-TAATATCTTCAAAATTANNTTAAATAATAAAGATATATACAATAAACATATC 78
gi|122327 TATA-AATAATCTTCAAAATTATTAAATATAATAAAGATATATACAATAAACATATC 61
gi|181973 AATATAATAATCTTCAAAAT-ATTAAATATAATAAAGATATATACAATAAACATATC 87
gi|181950 ATACCACTTCTCCGGCTACTAAGGACTCGTCCCTGGGCGTTATAAATTCATTATTAT 98
gi|181965 ATATAAATAATCTTCAAAATTATTAAATATAATAAAGATATATACAATAAACATATC 227
gi|181995 ATATAAATAATCTTCAAAATTATTAAATATAATAAAGATATATACAATAAACATATC 132
gi|181972 ATATAAATAATCTTCAAAATTATTAAATATAATAAAGATATATACAATAAACATATC 127
gi|181972 ATATAAATAATCTTCAAAATTATTAAATATAATAAAGATATATACAATAAACATATC 127

77.m00138 -- - GCTGAAAGCTCAAAGAAAA-TTACTCTTTACAG-TTATTIT 41

gi|181925 AATTAATATTTT GCTGAAAGCTCAAAGAAAA-TTACTCTTTACAG-TTATTT 174
gi|181929 AATTAATATTTT GCTGAAAGCTCAAAGAAAA-TTACTCTTTACAG-TTATTT 127
gi|182007 AATTAATATTTT GCTGAAAGCTCAAAGAAAA-TTACTCTTTACAG-TTATTT 130

gi|181950 AATTAATATTTT GCTGAAAGCTCAAAGAAAA-TTACTCTTTACAG-TTATTT 133
gi|122327 AATTAATATTTT GCTGAAAGCTCAAAGAAAAATTACTCTTTACAG-TTATTT 117
gi|181973 AATTAATATTTT GCTGAAAGCTCAAAGAAAA-TTACTCTTTACAG-TTATTT 142
gi|181950 AAGATTCTGACATC ATTTAAGGGCGAGGCGAAAGAAATCCCTITACAG-TATTT- 153
gi|181965 AATTAATATTTT GCTGAAAGCTCGAAGAAAA-TTACTCTTTACAGGTTATTT 283
gi|181995 AATTAATATTTT GCTGAAAGCTCAAAGAAAA-TTACTCTTTACAG-TTATTT 187
gi|181972 AATTAATATTTT GCTGAAAGCTCAAAGAAAA-TTACTCTTTACTG-TTATTT 182
gi|181972 AATTAATATTTTAA GCTGAAAGCTCAAAGAAAA-TTACTCTTTACTG-TTATTT 182
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B.

77.m00138 AAGT---AAGCTGACAATCCTGAT--AATCAAAAG--ATCHGA--——————————— 663
gil181925 —- 691
Gil181929 mmmm 644

gi|182007 AAGT---AAGCTGACAATCCTGAT--AATCAAAAG--ATCEGAAAATAAAAGCATAT 766
gi|181950 AAGTGA-AATCTGAAATCAAGGATTGAATTAAGCT--ATCTTTAAATTCGGGGACAA 774
gil1l22327 -- 636
gi|181973 AGCTGACAATCTGATATCAAAGATCTIGAAATAAAGCTATTTTAAAATGCGTGTAATA 789
gi|181950 AAGT---AAGCTGACAATCCTGAT--AATCAAAAG--ATCEGAAAATAAAAGCATAT 781

gil181965 —————mmm 548
gi|181995 —- 690
gi|181972 AAGTTATATG—— 808
gi|181972 AAGTTATATG—— 808
77.m00138 —— 663
gi|181925 —— 691
gi1181929 ———— 644
gi|182007 CTTTTTAATATCTITGTGTTAAATTATACTCTGTAACTAAAATTT-TTATTTTTACA 822
gi]181950 AATGGACACATTTTTCCGCGGCGTCTTTCCTTTT——————————————————————— 808
gil122327 —- 636
gi1181973 TAATGTA——————— 796
gi|181950 CTTTTTAATATTTITGTGTTAAATTATAATTTGTAACTAAAATTTATTATTTTTACA 838
gil181965 —————mmm 548
gi|181995 —— 690
gil181972 ——m—mm e 808
gi|181972 —- 808
77.m00138 ———mm e 663
gi1181925 ———— 691
gi1181929 ———— 644
gi|182007 ATTAAATTCACATCATAAAAAAAAAAAAAACAAAAAGAAAAAAAAAAAACAAAAAAA 879
g11181950 ———— 808
gi1122327 ——— 636
gi|181973 —- 796

911181950 ATTAAATTCAAATCACAATTTTTTATTCAAAAAAATAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAR 895
Sekil 3.9. TtGSTz’ ya ait EST lerin vecscreen oncesi hizalanmas: sonuglari (EST dizi bilgileri
Ek.2’de verilmistir). A) 5° bolgesi icin yapilan hizalama. Yesil kisim start kodonunu
gostermekte, Oncesi ise olasi 5’bolgesini temsil etmektedir. B) Yesil kisim stop

kodonunu gostermekte, sonrasi ise olast 3’bolgesini temsil etmektedir.

5’ ve 3’ bolgelere ait dizi bilgisilerine NCBI veri tabaninda bulunan
Vecscreen programu ile vektorlere ait pargalar belirlenmis ve bu parcalar diziden
cikarilmigtir. Vektor pargalar ¢ikarildiktan sonra EST dizileri tekrar hizalanmistir.
Sekil 3.10’da goriildiigii iizere temizlenmis EST dizilerinin hizalanmasi
sonucunda 5’bolgesine ait olasi dizi bilgisine ulagilmig (yesil ile boyali kisim)
ama EST dizilerinin 3’bolgesine ait dizi bilgisi ise bir EST tarafindan belirtildigi
icin yeterli goriilmemistir. 5’ bolgesine ait dizi bilgisinin yesil ile gosterilen kisim
olup 81 b¢ uzunlugunda oldugu belirlenmistir. Yesil kisimdan Oncesinin ise
sadece iki EST dizisi tarafindan desteklenmesi genelde 3 olarak kabul edilen

kontrol sayisindan diisiik olmasindan dolay1 5’ bolgesine dahil edilmemistir.
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A.

TtGSTz -0
gil181925 ————————- TTTTTGGGAAAAAAGCGCACT CHTARTTART TAATARATAT T TATATAN 49
911181929 -- -0
gil182007 —- ----AA-CGAGCCACGCGGGGCGGCGCCHRE 26
911181950 -- ---TAG-TCCGCGGTGGCGGCGCTCTAATAT 27
gil122327 —- 10
911181973 -- ----ACAAGCTGAGCCATATA 17
911181972 --AAAAACTGAGCCATTTATTTATTTCATT 56
911181995 AACATTTATTTATTTCATT 48
TtGSTz

911181925

911181929

911182007

911181950

gil122327

911181973

911181972

911181995

TtGSTz ATGGCTGAAAGCTCAAAGAAAA-TTACTCTTTACAGTTATTTCCGCTCCTC 50
911181925 ATGGCTGAAAGCTCAAAGAAAA-TTACTCTTTACAGTTATTTCCGCTCCTC 164
911181929 ATGGCTGAAAGCTCAAAGAAAA-TTACTCTTTACAGTTATTTCCGCTCCTC 111
911182007 ATGGCTGAAAGCTCAAAGAAAA-TTACTCTTTACAGTTATTTCCGCTCCTC 139
911181950 ATGGCTGAAAGCTCAAAGAAAA-TTACTCTTTACAGTTATTTCCGCTCCTC 142
gil122327 ATGGCTGAAAGCTCAAAGAAAAATTACTCTTTACAGTTATTTCCGCTCCCC 126
gi|181973 ATGGCTGAAAGCTCAAAGAAAA-TTACTCTTTACAGTTATTTCCGCTCCTC 131
911181972 ATGGCTGAAAGCTCAAAGAAAA-TTACTCTTTACTGTTATTTCCGCTCCTC 171
911181995 ATGGCTGAAAGCTCAAAGAAAA-TTACTCTTTACAGTTATTTCCGCTCCTC 163
B.

TtGSTz  AATCAAAAG--ATCTGA- - 663
911181925 —-- - 672
911181929 -- - 619
911182007 AATCAAAAG--ATCEGAAAATAAAAGCATATCTTTTTAATATCTTTGTGTTAAATTAT 793
911181950 AATTAAGCT--ATCTTTAAATTCGGGGACAAAATGGACACATTTTTCCGCGGCGTCTT 801
gill1l22327 -- — 636
911181973 GAAATAAAGCTATTTTAAAATGCGTGTAATATAATGTA-—————======—m—— == 776
gi|181972 —- _ 788
911181995 —- - 657
TtGSTz - 663
911181925 —- - 672
911181929 -- - 619
911182007 ACTCTGTAACTAAAATTTTTATTTTTACAATTAAATTCACATCATAAAAAAAAAAAAA 851
911181950 TCCTTTT - 808
gil122327 —- - 636
911181973 —- - 776
gi|181972 —- _ 788
911181995 —- - 657
TtGSTz -—-- 663
911181925 —- ———= 672
911181929 -- ———- 619
911182007 ACAAAAAGAAARAAAAAAAARACAAAAAAAAAAAGAAAAAAACAAAAAAAAAAAAAAA 907
911181950 -- ---- 808
9il122327 -- -——- 636
911181973 —- — 776
9il181972 —- ---- 788
911181995 -- -——— 657

Sekil 3.10. TtGSTz’ ya ait EST lerin vecscreen sonrasi hizalanmasi sonuglar1 (EST dizi bilgileri
Ek.2’de verilmistir). A) 5° bolgesi igin yapilan hizalama. Yesil kisim start kodonunu
gostermekte, Oncesi ise olast 5°bolgesini temsil etmektedir. B) Yesil kisim stop

kodonunu gostermekte, sonrasi ise olast 3’bolgesini temsil etmektedir.
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EST dizileri 3’ bolgesi hakkinda yeterli bilgiyi icermedigi icin 3’
bolgesinin elde edilmesi gerektigi diisiiniilmiistiir. Olas1 3* bolgesi RACE teknigi
(bkz. Bolim 2.2.20.2) ile elde edilmis ve Sekil 3.11/A’da goriildiigii iizere cok
sayida bant elde edilmistir. Elde edilen iiriinler jelden kesilmis ve beklenen
tahmini {iriin biiyiikliigii olan 370 bg parca jelden saflastirilmis. Diger iiriinler -
20°C’de olast hata payr disiiniilerek muhafaza edilmistir. Saflastirma sonunda
Sekil 3.11/B’de goriildiigii gibi beklenen biiyiikliikte bant goriilmiis ve saflastirma
isleminin basarili oldugu goriilmiistiir.

A E
M 1 2 1 2 M

£00b;—s
370b—

— 56dbg
F70be—s

Sekil 3.11. 3’RACE sonucun agaroz jel goriintiisii. A) 1ve 2, Glutatyon-s-transferaz zetaya ait 3’
bolgeleri iceren bantlar. B) 1ve 2, TtGSTz nin olas1 3’ bolgesi. (% 0.8’lik agaroz
jel’e 3ul ADNA EcoRI/Hind III marker ile birlikte yiiklenmesi ve 90 V’da 50dk.

yiiriitiilmiistiir).

Toplam 5 adet plazmit Beckman Coulter CEQ8000 DNA dizi analiz
aletinde dizi analizine tabii tutulmus ve kullanilan primer bilgileri temizlenmistir.
Niikleotid dizisi belirlenen PZR fiiriinleri NCBI veritabaninda analiz edilmistir.
Analiz sonucunda toplam 3 adet iiriiniin 7tGSTz oldugu bulunmus ve {iiriinlere ait
dizi bilgileri birlestirilmistir. Sekil 3.12’de goriildiigii iizere dizi analizi sonucu
elde edilen dizi bilgisi ve bu dizinin verdigi pikler gosterilmistir. Elde edilen dizi
bilgisinin, gen bankasi i¢indeki EST dizisi ile birebir aym1 oldugu goriilmiistiir.
Analiz sonucunda 3’ UTR bolgesinin 97 b¢ uzunlukta dizi bilgisi icerdigi
bulunmustur. Boylece gen bankasi igerisinde bir tane olan 3’EST dizi bilgisi ikiye

cikarilmstir.
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A-Dizi Analizi Sonucu
ATCCTGATAATCAAAAGATCTGAAAATAAAAGCATATCTTTTTAATATTTTTGTGTTA
AATTATAAATTTGTAACTAAAATTTATTATTTTTACAATTAAATTCAAATCATAATTTT
TTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

B- Dizi analizi sonucu elde edilen pikler

2RO0 wd B DO ol conka

G lo Bass Mo Fird Sequance AL E T
Joticl [T CCTO ATAATCAAAAGATCTOAARAATAAAACGCATATCTTITTITAATATTITTIGTIOT TAAATTA
Sicas 260 0 @ 3

Horzoeial Sl J

2RQ0d w8 auaa Goosilta

Goto Bate Ha. Find Seapunce ALLL
v | TR T TTO TAACTAARAT I TATTAT TT7TACAA TTAAAT TCARATCATARTTTT T TAAAAAA AR AAAA AR AAAAAA A AK AA
s’;: 0 0 L 5] m = am 0 n

'|I' TARCTA S YRR AT
| J 1 'y Vi 4 | WA .| VY BOUAT A \ I i
ST A IEIR | PR TR L VAT AT SR LW Y LW ok . PPNt s ST W T YY)
£ 2|

[ oot Seaies | Hisirordal Scsle

Sekil 3.12. TtGSTz'min 3’ bolgesi dizi analizi sonucu. A) TtGSTz 3’ bolgesinin dizi analizi
sonucu elde edilen dizi bilgisi. B) Dizi analizi sonuglarina ait piklerin goriintiisii

(mavi bolge stop kodonunu gostermektedir).

Sekil 3.13’te goriildiigii tizere 5° ve 3° UTR bolgelerine ait dizi bilgilerine
ulagildiktan sonra Genetool programi ile cDNA’nin tamam elde edilmistir. UTR
bolgeleriyle beraber 847 b¢ TtGSTz'nmin 3’ ucunda bulunan poli-A 19 bg,
3’ucunda bulunan 3’UTR 84 b¢ ve 5° ucunda 5’UTR 81 bg¢ ve acik okuma

cercevesinin de 663 b¢ uzunlukta oldugu bulunmustur.
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ttaaattaattaataaatatttatataaataat -61
cttcaaaattattaaatataataaagatatatacaataaacatatcaattaatattttaa -1
M A E S S K K I T L Y S Y F R S S T S W

ATGGCTGAAAGCTCAAAGAAAATTACTCTTITACAGTTATTTICCGCTCCTCAACTTCATGG 60
R v R I A L N L K K I DY N I I P I N L
AGAGTAAGAATAGCTCTITAATCTTAAGAAAATAGACTACAACATCATTCCTATTAACCTT 120
L XK s E @ T s E E Y T K I N P N Q G V P
TTGAAGAGTGAATAAACTTCTGAAGAATATACTAAAATCAATCCTAACTAGGGAGTCCCT 180
A L K Y G D E V I I E S S A I L E F L E
GCTTTAAAGTATGGAGACGAGGTTATTATTGAAAGCTCTGCTATCTTAGAGTTTTTGGAA 240
E v F Pp E H P L L. P Q D A V K R A Q I R
GAAGTATTTCCTGAGCACCCACTTCTTCCTTAAGATGCAGTTAAAAGAGCTTAARATTAGA 300
G Fr C Q V I N TATITHU®PIL Q N L R V L N
GGCTTTTGCCAAGTAATTAACACTGCCATCCACCCTCTCTAAAATTTGAGGGTGCTTAAT 360
K I E K E Y s 9 D K I Q W L K F W V T K
AAGATTGAAAAGGAATATAGCTAAGACAAGATTCAATGGCTCAAATTCTGGGTITACTAAG 420
G L T A I E E L L K N S H G K Y C F G D
GGTTTGACAGCAATTGAAGAATTATTAAAGAATTCTCATGGAAAATATTGCTTTGGTGAT 480
E 1 T L A DL F L V P Q V Q G V V D R F
GAAATAACACTTGCTGACTTATTICTITGGTACCTCAAGTTCAAGGAGTTGTAGATAGATIC 540
Q F DL T P F P N I A E V L K N L K E I
CAATTTGATTTAACCCCTTTCCCCAATATTGCAGAAGTTTTAAAAAATTTAAAGGAAATT 600
P E F VA A S P S K Q A DN P D N Q K I
CCTGAGTTCGTTGCTGCCTCACCCAGCAAGTAAGCTGACAATCCTGATAATCAARAAGATC 660

*

TGAaaataaaagcatatctttttaatatttttgtgttaaattataaatttgtaactaaaa 720
tttattatttttacaattaaattcaaatcataatt 755

Sekil 3.13. TtGSTz cDNA’simin niikleotid ve amino asid dizi bilgisi.

TtGSTz cDNA’smnin kismi karakterizasyonu igin restriksiyon analizi
yapilmistir. Restriksiyon analizi sonucunda TtGSTz cDNA’sim igerden kesen
EcoRI'imm Sekil 3.14’de goriildiigii gibi, 663 bg¢ uzunlugundaki TtGSTz
cDNA’smi1, 450bg ve 213 be’lik iki par¢aya ayirdigi belirlenmistir.

o430/

1 10 il il 40 a0 60 a3

Sekil 3.14. GST zeta cDNA’sinin restriksiyon analizi sonucu (Genetool programi versiyon 1.0).(

ok isareti EcoRI kesim bolgesini gostermektedir.

T. thermophila olasi ii¢ boyutlu yapisinin elde edilmesi i¢in , TtGSTz nin
amino asit dizi bilgisi kullamilmistir. Bu dizi bilgisi swiss-prot tarafindan

(http://swissmodel.expasy.org/repository) olasi ii¢ boyutlu yapisi olusturularak,
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spdv programi ile goriiniir hale getirilmistir. Sekil 3.15° te goriildiigii gibi olasi ii¢
boyutlu yapisi, kristal yapisi ¢oziillmiis olan Arabidopsis thaliana GSTz (Thom, R.
2001 ve PDB:1e6b) ’si1 ile karsilastirilmis ve benzerlik oraninin yiiksek oldugu
goriilmiistiir. GST ailesine ait enzimlerin ii¢c boyutlu yapilarinda gosterdigi
thioredoxin fold yapisini1 TtGSTz’nin da gosterdigi bulunmustur. Thioredoxin fold
yapisinda N-terminal domain B ve a, C-terminal domainin da ise a-heliks

kivrimlarindan olustugu bilinmektedir.

Sekil 3.15. TtGSTz ‘nin ii¢ boyutlu yapisi. 1) Kristal yapisi ¢oziilmiis Arabidopsis thaliana GSTz
ait tic boyutlu yap1. 2) 7tGSTz ‘nin olasi ii¢ boyutlu yapisi ( N: N- terminal, C: C-
terminal., Yesil Kisitm: GSTz’ya ait motif bilgisini tasiyan bolge, Sar1 Kisim: beta

tiibulin, Kirmmzi Kisim:alfa heliks).

3.2.2. T.thermophila’dan genomik DNA izolasyonu ve cDNA’nin

klonlanmasi

T.thermophila’dan sirasiyla genomik DNA izolasyonu, total RNA
izolasyonu, total RNA’ya DNaz uygulanmast ve RT deneyleri bolim 2.2.1-
2.2.6’da belirtilen protokollerde degisiklik yapilmadan uygulanmistir. Buna gore
deney sonuglart Sekil 3.16’da belirtilmistir. Bu sonuglar icinde elde edilen
genomik DNA izolasyon iiriiniiniin spektrofotometrik Ol¢iimleri yapildiginda
ornegin 213 ng/ul yogunlukta DNA icerdigi belirlenmistir (Sekil 3.16/1). TRI
reagent kullanilarak elde edilen total RNA izolasyon iiriinlerinin
spektrofotometrik ol¢iimleri yapildiginda drnegin yogunlugu 645 ng/ul ve safligi
1.9 olarak belirlenmistir (Sekil 3.16/2). Sekil 3.16/2°de goriildiigii gibi yapilan
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RNA izolasyonu sonucunda, DNA kontaminasyonu oldugu goriilmiis ve bunun
icin DNaz uygulamasi yapilmistir. Sekil 3.16/3’te goriildiigii tizere yapilan
uygulama sonucunda kontaminasyon yaratan DNA’larin biiyiik boliimii ortamdan
uzaklagtinlmistir. Kalite ve saflifin1 belirlemek icin spektorofotometrik analizi
yapilmigtir. Analiz sonucunda yogunlugunun 850 ng/ul ve safliginin 1.8 oldugu
belirlenmistir. cDNA eldesi i¢in kullanilan toplam RNA yogunlugunun 5 pg
olmasi icin gerekli RNA miktar1 4.8 pl olarak hesaplanmis ve Revert Aid First
Strand cDNA synthesis Kit (#1622) kullanilarak cDNA eldesi gerceklestirilmistir.

Sekil 3.16. T.thermophila’dan klasik yontemle genomik DNA’sinin agaroz jelden goriintiisii. M)
ADNA EcoRI/Hind IIT Marker,1 ) T.thermophila genomik DNA’sinin agaroz jelden
goriintiisii. 2) T.thermophila’dan total RNAizolasyonun agaroz jelden goriintiisii. 3)
T.thermophila’dan total RNA’ya DNaz uygulanmasinin agaroz jelden goriintiisii ( %
0.8’ lik agaroz jel’e 3ul ADNA EcoRI/Hind III marker ile birlikte yiiklenmis ve 90 V
45dk. yliriitilmustiir).

T.thermophila GST zeta’min protein kodlamayan intron bolgelerinin
belirlenmesi i¢in gDNA ve cDNA dizi bilgileri clustalW programi ile
hizalanmistir. Sekil 3.17°de yapilan hizalama sonuclarina gére TtGSTz’nin 3
ekzon 2 introndan olustugu bulunmustur. Bu intronlardan birincisi 172-233
niikleotid dizileri arasinda kalan bolge, ikincisi ise 491-552 niikleotid dizileri
arasinda kalan bolgeyi kapsamaktadir. Analiz sonucunda TtGSTz nin toplam 122

bc intron bolgesi icerdigi bulunmustur.
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gDNA ATGGCTGAAAGCTCAAAGAAAATTACTCTTITACAGTTATTTCCGCTCCTCAACTTCATGG 60

cDNA ATGGCTGAAAGCTCAAAGAAAATTACTCTTTACAGTTATTTCCGCTCCTCAACTTCATGG 60

gDNA AGAGTAAGAATAGCTCTTAATCTTAAGAAAATAGACTACAACATCATTCCTATTAACCTT 120
cDNA AGAGTAAGAATAGCTCTTAATCTTAAGAAAATAGACTACAACATCATTCCTATTAACCTT 120
gDNA TTGAAGAGTGAATAAACTTCTGAAGAATATACTAAAATCAATCCTAACTAGGTAATTAAT 180
cDNA TTGAAGAGTGAATAAACTTCTGAAGAATATACTAAAATCAATCCTAACTAGCEESEESES 172

dAhkhkhkhkhkhhhhhhhhkhhhhhhhhhhhhhhkdh A rrhkhhk A rhkhkhk A rhkhk kA Ak kkk*k
gDNA TTAATTTTTTATGAGAGTAATTATAATTCTAAGAAATATAAAACACTATTAGGGAGTCCC 240
cDNA NNEEEENNNNGAGTCCC 179
Intron I (61 bcg) KK K Ak

gDNA TGCTTTAAAGTATGGAGACGAGGTTATTATTGAAAGCTCTGCTATCTTAGAGTTTTTGGA 300
cDNA TGCTTTAAAGTATGGAGACGAGGTTATTATTGAAAGCTCTGCTATCTTAGAGTTTTTGGA 239

RS R RS E S S SRR SRS RS SRS EEEEEEEEREEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEESE]

gDNA AGAAGTATTTCCTGAGCACCCACTTCTTCCTTAAGATGCAGTTAAAAGAGCTTAAATTAG 360
cDNA AGAAGTATTTCCTGAGCACCCACTTCTTCCTTAAGATGCAGTTAAAAGAGCTTAAATTAG 299

RS R RS E SRS SRR SRS SRS EEEEEEEEREEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE]

gDNA AGGCTTTTGCCAAGTAATTAACACTGCCATCCACCCTCTCTAAAATTTGAGGGTGCTTAA 420
cDNA AGGCTTTTGCCAAGTAATTAACACTGCCATCCACCCTCTCTAAAATTTGAGGGTGCTTAA 359
hhkhkhkhkhkhkhhkhhhhhhhhhhkhhhh kA rhh kA hAhhhk kA hhhk kA dAhkhkhk kA hkhkhkhkhkhkkkkkhxk
gDNA TAAGATTGAAAAGGAATATAGCTAAGACAAGATTCAATGGCTCAAATTCTGGGTTACTAA 480
cDNA TAAGATTGAAAAGGAATATAGCTAAGACAAGATTCAATGGCTCAAATTCTGGGTTACTAA 419

R R RS E SRS RS RS EE SRR EEEEEEEEREEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE]

gDNA GGGTTTGACAGGTAATTAATTTTAATTCTATTATAATGAATGAGCGTTCAATAATTTAAA 540
CDNA GGG T T TG AC A G e —— 430
* ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok intron II (61 bg)
gDNA AAATATATAAAGCAATTGAAGAATTATTAAAGAATTCTCATGGAAAATATTGCTTTGGTG 600
CDNA B CAATTGAAGAATTATTAAAGAATTCTCATGGAAAATATTGCTTTGGTG 478
khhhkhhhhkhhhhkhkhhhkhkhhhkkhkhhhkhhhrhhhhkhkkhhhkhkhkhkhkkhhhhkhxx*
gDNA ATGAAATAACACTTGCTGACTTATTCTTGGTACCTCAAGTTCAAGGAGTTGTAGATAGAT 660
CDNA ATGAAATAACACTTGCTGACTTATTCTTGGTACCTCAAGTTCAAGGAGTTGTAGATAGAT 538
Kk hkhhhkhh Ak bk hhhkhkkhhhkhkhhhhkhhhhkhhhkhkhhhkhkhhhkhkhhhkhhkrhkhkhhkhkhkhkhkhxhhdxkkxxx
gDNA TCCAATTTGATTTAACCCCTTTCCCCAATATTGCAGAAGTTTTAAAAAATTTAAAGGARA 720
cDNA TCCAATTTGATTTAACCCCTTTCCCCAATATTGCAGAAGTTTTAAAAAATTTAAAGGARA 598
Kk khkhkhkhkhh Ak hhhkhkkhhhkhkhhhhkhhhhkhhhkhkhhhkhkhhhkhkhhhkdhhkrhhkhkhkhkhkhkhkkxhhkkkxx
gDNA TTCCTGAGTTCGTTGCTGCCTCACCCAGCAAGTAAGCTGACAATCCTGATAATCAAAAGA 780
cDNA TTCCTGAGTTCGTTGCTGCCTCACCCAGCAAGTAAGCTGACAATCCTGATAATCAAAAGA 658

RS R RS SRR S SRS RS EE RS SRS EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEESE]

gDNA TCTGA 785
CDNA TCTGA 663

* Kk Kk kK

Sekil 3.17. T.thermophila GST zeta’nin protein kodlamayan intron bolgelerinin belirlenmesi i¢in
gDNA ve cDNA dizi bilgilerine ait dikey hizalanma sonuglari (yesil alan: intron

bolgelerini gostermektedir, ClustalW ile algoritmasi kullanilmustir).
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TtGSTz’da 122 bg¢’lik intronun varligr biyoinformatik analizlerle
belirlenmistir. Bu intronlarin deneysel olarak belirlenmesi i¢in de, klasik PZR
yontemi kullanilmistir. Kalip olarak da daha onceden iiretilen genomik DNA ve
RT (cDNA)’ler (bkz.3.2.4 ) kullanilmistir. PZR sonucu elde edilen veriler Sekil
3.18’de gosterilmistir. Sekil 3.18’de gDNA ve cDNA arasinda intronlardan
kaynaklanan baz farkliginin, biyoinformatik analizlerde belirtildigi 122 bg¢ oldugu

goriilmiistiir.

300bp

700bp
600bp

500bp
400bp
300bp

200bp

Sekil 3.18. TtGSTz’nin gDNA ve cDNA dizilerinin karsilastirilmasinin agaroz jelden goriintiisii.
M) Mass Ruler DNA Ladder 100 b¢ Marker,1) TtGSTz’ya ait cDNA, 2) TtGSTz’ya
ait gDNA (% 0.8’ lik agaroz jel’e 3ul Mass Ruler DNA Ladder marker ile birlikte
yiiklenmesi ve 90 V’de 50dk. yiiriitiilmiistiir )

Elde edilen olan cDNA’ nin klonlanmasi i¢in yogun olmasi gereklidir.

Bunun i¢in ¢cDNA kalib1 kullamlarak tekrar PZR (Re-PZR) yapilmistir. Sekil

3.19’da goriildiigii beklenen biiyiikliikte olan 663 bg bantlar elde edilmistir.
M 1 2 3 4

GSTz
863hc

Sekil 3.19. TtGSTz cDNA’nin Re-PZR sonuglarinin agaroz jelden goriintiisi. M) ADNA
EcoRI/Hind IIT Marker 1, 2 ,3 ve 4) TtGSTz cDNA’nin Re-PZR sonuglarinin agaroz
jelden goriintiisii (% 0.8 lik agaroz jel’e 3ul ADNA EcoRI/Hind III marker ile
birlikte yiiklenmesi ve 90 V’de 50dk. yiiriitiilmiistiir).
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Re-PZR sonucunda elde edilen bantlarin saflagtirllmasi islemi yapilmistir.
Burada amacimiz klonlanacak parcanin PZR reaksiyonunda kullanilan maddelere
ait kirliligi icermemesi ve diger bantlarin ortamdan uzaklagtirilmasidir. Jelden
saflastirma islemin de ilk olarak kesilen jelin agirligi belirlenmistir. Jelin agirhig
asagida belirtilen sekilde hesaplanmistir.

Bos ependorf tiipiiniin agirligi: 0.95 gr

Jel ile birlikte ependorf agirligi: 1.35 gr

Jelin agirligr = 1.35 gr- 0.95 gr=0.4 gr

Saflastirma sonucunda Sekil 3.20° de goriildiigii gibi beklenen biiyiikliikte
bant elde edilmis ve saflastirmanin basarili  oldugu  gOriilmiistiir.
Spektrofotometrik analizi sonunda da saflastirma iriiniin 152 ng/ul yogunluga

sahip oldugu bulunmustur.

GSTz
G63bc

Sekil 3.20. 7tGSTz cDNA’nin Re-PZR saflastirma sonuglarinin agaroz jelden goriintiisii. M) Mass
ruler 100 bp. marker 1) . 7tGSTz cDNA’nin saflastirilmis Re-PZR sonucu (% 0.8’ lik
agaroz jel’e 3ul ADNA EcoRI/Hind III marker ile birlikte yiiklenmesi ve 90 V’de
50dk. yuritiilmiistiir).

Saflastirilan cDNA’nin A ekleme (bkz.2.2.14) reaksiyonu yapilmis, 152
ng/ul olan cDNA’dan ligasyon i¢in gerekli olan miktarin 3 ul oldugu belirlenmis

(bkz.2.2.14) ve transformasyonu yapilmistir. Transformasyondan sonra

Sekil.3.21’de goriildiigii gibi mavi-beyaz kolonilerin olustugu gézlenmistir.
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Sekil 3.21. 7tGSTz cDNA’nin transformasyonu sonucu olusan kolonilerin goriintiisii.

Transformasyon kontrolil i¢in yapilan ekimlerde; inkiibasyon sonrasinda
LB mediumlarda biiyiimenin oldugu gozlenmistir.Biiylime gozlenen LB
Mediumlardan ise plazmit izolasyonu yapilmistir. izolasyonu yapilan
pGEMTeasy plazmitinin 7tfGSTz cDNA’sim tasiyip tasimadigini anlamak icin,
bolim 3.1.3’de biyoinformatik analizler sonucunda belirtildigi gibi EcoRI ile
kesimi yapilmistir. Sekil 3.22’de goriildiigii gibi EcoRI ile kesimi sonucunda
beklenen biiyiikliikkler olan 450 b¢ ve 213 bg¢’lik iiriinlerin elde edildigi
goriilmiistiir.. Boylece TtGSTz cDNA’sinin klonlama iglemi basarili bir bicimde
gerceklestirilmistir (Klonlanan vektoriin sekli Ek.4'te belirtilmistir).

M 1

3500b; — 3000bg
564bg — «— 450bg
—220bg

Sekil 3.22. TtGSTz cDNA’sim tasidigi sanilan pGEMTeasy plazmidinin restriksiyon analizinin
agaroz jel goriintiisi. M) ADNA EcoRI/Hind III Marker,1) TtGSTz cDNA’si
tasidig1 sanillan pGEMTeasy plazmidinin kesim {iriinleri (% 0.8’ lik agaroz jel’e 3ul
ADNA EcoRI/Hind III marker ile birlikte yiiklenmesi ve 90 V’de 50dk.

yuriitiilmiistiir).
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3.3. TtGSTz protein ifadesi yapilabilmesi icin gerekli nokta mutasyonlarin

PZR temelli yerlestirilmesi

3.3.1. TtGSTz noktasal mutasyonlariin gerceklestirilmesi gereken

bolgelerin belirlenmesi

TtGSTz' nin protein ifadesinin yapilabilmesi icin gerceklestirilmesi
gereken nokta mutasyon bolgeleri cDNA dizi bilgisinde yola cikilarak genetool
programi versiyon 1.0 yardimiyla belirlenmistir. Sekil 3.23’de goriildiigii iizere

TtGSTz iizerinde 7 nokta mutasyonun gerceklestirilmesi gerekmektedir.

M A E S S K K I T L Y S Y F R S S T S W
1 atggctgaaagctcaaagaaaattactctttacagttatttccgctcctcaacttcatgg
taccgactttcgagtttcttttaatgagaaatgtcaataaaggcgaggagttgaagtacc

R v R I A L N L K K I DY N I I P I N L
61 agagtaagaatagctcttaatcttaagaaaatagactacaacatcattcctattaacctt
tctcattcttatcgagaattagaattcttttatctgatgttgtagtaaggataattggaa

L K S E ®# T S E E Y T K I N P N * G V P
121 ttgaagagtgaafaaacttctgaagaatatactaaaatcaatcctaactagggagtccct
aacttctcacttatitgaagacttcttatatgattttagttaggattgatccctcaggga

A L K Y G D E VI I E S S A I L E F L E
181 gctttaaagtatggagacgaggttattattgaaagctctgctatcttagagtttttggaa

cgaaatttcatacctctgctccaataataactttcgagacgatagaatctcaaaaacctt

E VvV F P E H P L L P 8 DA V KR A E I R
241 gaagtatttcctgagcacccacttcttcctaagatgcagttaaaagagectfadattaga
cttcataaaggactcgtgggtgaagaaggaattctacgtcaattttctcga@titaatct

G F C Q VvV I N TATI HP L B N L R V L N
301 ggcttttgccaagtaattaacactgccatccaccctctcadaatttgagggtgcttaat
ccgaaaacggttcattaattgtgacggtaggtgggagagattttaaactcccacgaatta

K I E K E Y S ® D K I 9 W L K F W VvV T K
361 aagattgaaaaggaatatagcfadgacaagattcaatggctcaaattctgggttactaag
ttctaacttttccttatatcgatctgttctaagttaccgagtttaagacccaatgattce

G L T A I E E L L K N S H G K Y C F G D
421 ggtttgacagcaattgaagaattattaaagaattctcatggaaaatattgctttggtgat

ccaaactgtcgttaacttcttaataatttcttaagagtaccttttataacgaaaccacta
E I T L A D L F L V P Q V Q G V V D R F

481 gaaataacacttgctgacttattcttggtacctcaagttcaaggagttgtagatagattc

ctttattgtgaacgactgaataagaaccatggagttcaagttcctcaacatctatctaag
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Q ¥ D L T P F P N I A E V L K N L K E I
541 caatttgatttaacccctttccccaatattgcagaagttttaaaaaatttaaaggaaatt
gttaaactaaattggggaaaggggttataacgtcttcaaaattttttaaatttcctttaa

PEFVAASPSKIADNPDNQKI
601 cctgagttcgttgctgcctcacccagcaag-gctgacaatcctgataatcaaaagatc
ggactcaagcaacgacggagtgggtcgttc-cgactgttaggactattagttttctag

|
661 [Egd
act

Sekil 3.23. TtGSTz'nin protein ifadesinin yapilabilmesi icin gerceklestirilmesi gereken nokta
mutasyon bolgeleri (yesil alan bu bolgeleri gostermektedir, genetool versiyon 1.0).

TtGSTz’ nin nokta mutasyonu gergeklestirilecek bolgeler belirlendikten
sonra bu bolgelere 6zgii primerler tasarlanmistir ( bkz.2.2.16). Bu mutasyonlarin
gerceklesmesi icin  Sekil 3.24-A’da goriildiigii lizere belirli bir strateji
gelistirilmistir. Sekil 3.24-B’de goriildiigii tizere ilk PZR ile parcalar elde edilmis
ve Sekil 3.24-C’de goriildiigi iizere ikinci PZR’de elde edilen bu parcalar
birlestirilmistir. BOylece protein ifadesinin gerceklesmesi igcin gerekli nokta

mutasyonlar gerceklestirilmistir.

A.
Primerler
2F F1 F2 F3 F4 FS F6
R1 R2 R3 R4 R5 R6 2R
Birinci PCR
! _
2ve3 ] '
4ves
6
]
7
ikinci PCR
1. F3 & S 1 R6
4/5 + 6
2 2F s SRS 3
1 + 2/3
3 F3 S | I O R
4-6  + 7
4. 2F o R I 2 R
1-3 + 4-7
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Sekil 3.24. TtGSTz’'nin PZR tabanli nokta mutasyonlarinin gerceklestirilmesi. A) TtGSTz
cDNA’sina ait nokta mutasyonlarin dizi iizerindeki dizilisi. Birinci PZR’de elde
edilecek parcalar. Tkinci PZR’de elde edilecek parcalarin birlestirilmesi stratejisi. B)
Birinci PCR sonuglarmin ve C) Ikinci PZR’de birlestirilen pargalarin %2’lik agaroz
jel gortintiisit M) 100 bp Ladder (O Gene ruler, Fermentas) B) 1; 2F/R1, 2; F1/R3, 3;

F3/RS5, 4; F5/R6, 5; F6/2R,C) 1; F3/ R6, 2; 2F / R3, 3; F3/2R, 4; 2F/2R
Nokta mutasyonlar1 gerceklestirilen 7¢tGSTz’ nin klonlanmasi i¢in 2.2.14-
2.2.16’da belirtilen protokoller degistirilmeden uygulanmistir. Ligasyona alinmasi
gereken Ornek 2.2.14’de belirtilen formiile gore hesaplanmis ve kullanilmasi
gereken hacmin 3 pl olmasi gerektigi belirlenmistir. 7¢tGSTz’ min nokta

mutasyonlart gerceklestirilen cDNA’sinin transformasyonu sonucu Sekil 3.25’de

66



goriildiigii gibi mavi- beyaz kolonilerin olustugu ve transformasyonun basarili bir

bicimde gerceklestirildigi goriilmiistiir.

Sekil 3.25 TtGSTz’ nin nokta mutasyonlar1 igeren cDNA’sinin transformasyonu sonucu .

Transformasyon kontrolil i¢in yapilan ekimlerde; inkiibasyon sonrasinda
LB Mediumlarda biiylimenin oldugu gozlendi. Biiyiime gozlenen LB
Mediumlardan plazmit izolasyonu yapilmistir. Plazmit izolasyonu sunucu elde
edilen iiriinler, EcoRI ile 24 saat kesime birakilmis ve kesim sonucu olusan iiriin,
%0.8’lik agaroz jel’e 3ul, ADNA EcoRI/Hind III marker ile birlikte yiiklenmistir.
Yiiklenen ornekler 90 V’de 45 dk. yiiriitiilmiistiir. Sekil 3.26° de goriildiigii gibi,
beklenen biiyiikliikte bantlar olan 450 bg¢ ve 213 bg’lik bantlar elde edilmistir.

1 M

. 3500b¢
3015bg —

564bc

450bc—
220bg —*

Sekil 3.26 . 7tGSTz’ nin nokta mutasyonlari iceren cDNA’siin tagidigr sanilan pGEMTeasy
plazmidinin restriksiyon analizinin agaroz jel goriintiisii. M) ADNA EcoRI/Hind III
Marker,1) TtGSTz cDNA’sim tagidigr sanilan pGEMTeasy plazmidinin kesim
driinleri (%0.8’ lik agaroz jel’e 3ul ADNA EcoRI/Hind III marker ile birlikte

yiiklenmesi ve 90 V’de 50dk. yiiriitiilmiistir).

Plazmit Beckman Coulter CEQ8000 DNA dizi analiz aletinde dizi

analizine tabii tutulmus ve kullanilan primer bilgileri temizlenmistir. Niikleotid

67



dizisi belirlenen PZR iiriinii NCBI veri tabaninda analiz edilmistir. Analiz
sonucunda iriiniin 7tGSTz oldugu bulunmus ve iriine ait dizi bilgileri
belirtilmistir. Sekil 3.27’de goriildiigii gibi dizi analizi sonucu elde edilen dizi
bilgisi ve bu dizinin verdigi pikler gosterilmistir. Gergeklestirilmesi gereken nokta
mutasyonlarin o bolgede uygun pikleri verdigi ve nokta mutasyonlarin basaril

bicimde gerceklestirildigi goriilmiistiir.

A- Dizi analizi sonucu elde edilen dizi bilgisi

>ctttcaagttatttccegetetetcaacttcatggagagtaagaatagetcttaatcttaagaaaatagactacaacatca
ttcctattaaccttttgaagagtgaacaaacttctgaagaatatactaaaatcaatcctaaccaggggagtccectgettta

aagtatggagacgagagttattattgaaagctetgcetatcttagagtttttggaagaagtatttcctgageacccacttctt
cctcaagatgcagttaaaagagctcaaattagaggettttgccaagtaattaacactgecatccaccctetccaaaattt

gagggtecttaataagattgaaaaggaatatagccaagataagattcaatggctcaaattcetgggttactaaaggtttga
cagcgattgaagaattattaaagaattctcatggaaaatattgctttggtgatgaaatacacttgetgacttattcttggtac
ctcaagttcaaggagttgtagatagattccactttgatttaaccccttcccccata

B. Dizi analizi sonucuna ait pikler

2@9 U <&@ a3 d Cheniia
Betbmee W P epeon aa

Vet [ - " et g “ &
[

L 1 N i I
a kol A i WA T S Ak LR P LM o e R e

- Elg il <@ 330 4da Sevagiia

e P i ALAL
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<

eROU we B 1|0 JEE s
GotoBase No Find Sequence | AL

Meticll {6 T TG CTOCCTCACCCAG CAAGCAAGC TOACAATCCTO ATAAT CAAAAGATCCTG AY
50 260

Sekil 3.27. TtGSTz’ nin nokta mutasyonlar1 gerceklestirlmis cDNA’sinin dizi analizi sonuclari. A)
TtGSTz dizi analizi sonucu elde edilen dizi bilgisi. B) Dizi analizi sonuglarina ait
piklerin goriintiisii (yesil kutular nokta mutasyonlarin gerceklestigi bolgeleri temsil
etmektedir).

TtGSTz, E.coli’de ekspresyonun yapilmast icin gerekli olan nokta

mutasyonlar gerceklestirildikten sonra, protein ekspresyonu yapilmistir.

3.4. TtGSTz nin rekombinant proteininin ekspresyonu

Protein ekspresyonu icin His takisi bulunan pET16b vektorii (6xHis)
kullamlmistir. TtGSTz bu vektore yerlestirilmis (vektdre ait sekil
Ek.5’tebelirtilmistir), klonlanmis ve protein izolasyonu yapilmistir. Iki farkli
koloniden gelen protein izolatlar1 6nce His affinitesi gosteren NI-NTA agaroz ile
daha sonra piyasada ticari olarak kullanilan Glutatyon boncuklart ile
saflastirilmistir. Sekil 3.28°de goriildiigii gibi Ni-NTA ile saflastirilan proteinlerin
SDS jel elektroforezi yontemi goriiniir hale getirilmistir. Sekil 3.28’de Ni-NTA ile
yapilan saflastirmada 2 nolu 6rnek pozitif kontrol olarak kullanilan ticari GST dir.
Saflastirilan proteinler ise indiiklenmemis (3 nolu 6rnek) ve 1, 2, 3 (sirasiyla 4, 5,
6 nolu 6rnekler) saatlerde indiiklenmis olarak jele yiiklenmistir. Indiiklenmemis
proteinde (Sekil 3.28/3) bantlagsma goriilmemistir. IPTG genelde 3 saat sonunda
etkisini gosterir ve caligmada 3 saat indiiklendikten sonra istenen bant elde
edilmis, 1 ve 2 saat indiikklenmenin yetersiz oldugu goriilmiistiir. Boylece

expresyonun 3 saat sonunda basarili oldugu goriilmiistiir. Ticari GST boncuklari
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ile yapilan saflatirma sonucunda da Sekil 29°da goriildiigii gibi bantlagsma oldugu

ve sadece pozitif TtGSTz ile kontrol GST’yi gordiigii belirlenmistir.

1 23 4 5 6

31 kDa —

21 kDa — "
e —

Sekil.3.28. Ni-NTA ile saflastirilmig proteinlerin SDS jel goriintiisii. 1.marker (SDS-PAGE

molekiilar agirlik standartlart broad range (Bio-RAD, Kat.no:161-0317)) , 2. kontrol

GST, 3. indiikklenmemis protein, 4. 1 saat indiiklenmis, 5. 2 saat indiiklenmis, 6. 3

saat indiiklenmis 6rneklerin SDS goriintiileri.

1 2 3 4 5 6

(-

31 kDa —»

2 kDA -

Sekil.3.29. Glutatyon boncuklar ile saflastirilmis proteinlerin SDS jel gortintiisii.1.marker (SDS-
PAGE molekiilar agirlik standartlar1 broad range (Bio-RAD, Kat.no:161-0317)), 2.

kontrol GST, 3. indiiklenmemis protein, 4. 1 saat indiiklenmis, 5. 2 saat indiiklenmis,

6. 3 saat indiiklenmis 6rneklerin SDS goriintiileri.
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SDS-Page sonucunun Western blot analizi ile dogrulanmasi

Anti-His antikoru ile yapilan western analizi sonucunda saflastirilan
proteinin TtGSTz oldugu teyit edilmistir. Boylece expresyonun basarili oldugu
goriilmiistiir. Anti-GST antikoru ile yapilan analiz sonucunda da kontrol GST ve

TtGSTz’'nin  goriintiilenmesi expresyonun basaritlh oldugunu birkez daha

gostermistir.
A B
1 M 2 1 2 3 4 M
31 kDa
17 kDa

Sekil 3.30. TtGSTz rekombinant proteininin western blot analizi ile desteklenmesi. A) 1.Anti-
histidin ve ikincil antikor kullanilarak yapilan analiz sonucu.2.ikincil antikor
kullnailarak yapilan analiz sonucunun goriintiisii. B) Anti-GST antikoru kullamlarak
yapilan analiz sonucunun goriintiisii (M:Kaleidoscope pretained Standarts BIiO-
RAD)
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3.5. Tetrahymena thermophila Glutatyon-s-Transferaz Zetamn farkh stresler

altinda mRNA seviyesinin belirlenmesi

RT-PZR temelli stres ¢aligmalarinda belirli kritik adimlar bulunmaktadir (
Marone ve ark. 2001;Meadus W.J., 2003) T. thermophila’ya uygulanacak
streslerin kontrollii bicimde yapilabilmesi i¢in de dikkat edilmesi gereken kritik
adimlar vardir. Bu adimlardan birincisi; 7. thermophila *da degisik streslerin
mRNA seviyesini etkilemedigi bilinen yani mRNA’nin siirekli belirli bir seviyede
iiretildigi bir genin belirlenmesi gerekmektedir. Ikincisi ise total RNA
izolasyonlarinin DNA kontaminasyonu icermedigini kontrol geni primerleri
kullanilarak, DNA kontaminasyonun belirlenmesidir. Ugiinciisii; kontrol geninin,
kontrol olarak kullanilabilmesi i¢in yiiksek dongiilerde elde edilen sonuglar1 (27
dongti) ile diisiik dongiiden baslayarak artan dongiilerde (sirasiyla 18, 21, 24) elde
edilen sonuglariin karsilastirilmas: gerekmektedir. Burada amac¢ kullanilacak
dongii sayisinin kontrol genine ait bant olusumunu etkilemedigini ve mRNA
seviyelerinin gercekten degismedigini gostermektir. Dordiincii ise; yiiksek veya
disik MgCl, miktarimin PZR sartlarim1  etkileyecegi diistiniilerek farkli
konsantrasyonlar denenerek PZR kurulmasi, boylece en uygun PZR sartlarinin
saglanmasi gerekmektedir. Bu anlamda Tetrahymena thermophila’min H,O, ve

soguk (4 °C) stresler altinda mRINA seviyesindeki degisimler incelenmistir.

3.5.1. Soguk Stres (4°C) Alinda mRNA Seviyesinin Analizi

T. thermophila’ya buzda 4°C’lik stres uygulanmistir. Bu uygulama
yapilirken stres deneyleri icin uygulanmasi1 gereken ve boliim 3.5’ te belirtilen
onemli adimlar goz Oniine almmistir. Boliim 2.2.19°da belirtildigi gibi strese
birakilmis 7. thermophila’dan ilk once total RNA izole edilmistir. Sekil 3.31-A’da
goriildiigii gibi izole edilen RNA orneklerinin RNA bantlarini igerdigini fakat
DNA icermemektedir. Bu bilgi RNA izolatlarinin Nanodrop ile spektrofotometik
olarak oOlctimleri sonucunda da desteklenmistir. Elde edilen sonuglar asagida

belirtilmistir.
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0 zamam RNA izolat1 2,5 pg/l A 60800 2.2
15. dakika RNA izolat1 1.6 pg/pl A x60ms0: 2.1
30. dakika RNA izolat1 1.2 pg/pl A xe0ms0: 2.1
45. dakika RNA izolat1 1.9. ug/pl A 26080 2.2
60. dakika RNA izolati 1.0 pg/pl A 2080 2.2
Sonuglardan goriildiigii gibi, RNA o6rneklerinin saflik degerinin ortalama
olarak 2’ye yakin olmasi kontaminasyonsuz bir izolasyonun gerceklestigini
gostermistir. RNA izolatlarinin Nanodrop ile spektrofotometrik olarak ol¢timleri
sonucunda beklenen saflikta olmasina ragmen gozle goriilemeyen saflikta DNA
kontaminasyonu olasiligindan dolayr DNaz uygulamast yapilmistir. Sekil 3.31-
B’de goriildiigii iizere RNA’larin DNA kontaminasyonu i¢cermedigi bulunmustur.
Total RNA’larin yogunluklart DNaz uygulanmasi sonucu tekrar Nanodrop ile
spektrofotometrik olarak olciilmiistiir. Elde edilen sonuglar asagida belirtilmistir.
0 zamam RNA izolat1 1.8 pg/pul A 2600280: 2.1
15. dakika RNA izolat1 1.3 pg/pl A xe0ms0: 2.1
30. dakika RNA izolat1 1.0 pg/pl A x60ms0: 2.1
45. dakika RNA izolat1 1.6 pg/pl A 260080 : 2.2
60. dakika RNA izolat1 0.8 pg/pl A x60m80: 2.2

Bu sonuglara gore RNA izolatlarinin safliginin ve yogunlugunun iyi

olmas1 RT reaksiyonlarinda kullanilabilecegini gostermistir.

A
Ji%i | 0 15 30

Sekil 3.31 Zamana bagli soguk strese maruz birakilan 7. thermophila hiicrelerinden RNA
izolasyonu ve RNA’lara DNaz uygulamasi. A) 0, 15, 30 ,45 ve 60’1inc1 dakikalarda
izole edilmis RNA agaroz jel goriintiisii B) 0, 15, 30 ,45 ve 60’1nc1 dakikalarda DNaz
uygulanmis RNA orneklerinin agaroz jel goriintiisii M: EcoRI HindIIl Lambda Marker
(%0.8’lik agaroz jel’e 2ul yiiklenmis ve 90 V’de 50dk. yiriitiilmiistiir).
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[zolasyonlar basarili bicimde gerceklestikten sonra, olas1 hata paylar goz
Oniine alinarak kontrol olarak kullanilmasi diisiiniilen 17S genine ait primerler
kullanilarak, DNaz uygulanmis total RNA’da DNA kontaminasyonun olmadiginin
belirlenmesi i¢in kontrol PZR’1 yapilmistir (17S geni gDNA uzunlugu 1700
be’dir). Sekil 3.32’iin 1.kuyusunda gDNA kalibi ile kurulan PZR beklenen 1700

b¢ iriinii verirken; RNA’lar herhangi bir iiriin vermemistir. Bu da RNA’larin

DNA kontaminasyonu icermedigini tamamen gosterilmistir.

1 M 0 15 30 45 a0

1700bg

Sekil 3.32. Zamana bagli soguk strese maruz birakilan 7. thermophila hiicrelerinin DNaz
uygulanmms total RNA’da 17S genine ait primerler kullanmilarak, DNA
kontaminasyonun olmadiginin belirlenmesi i¢in kurulan kontrol PZR sonuglari. 1:
Genomik DNA kalibindan 17S geni primerleri kullanilarak yapilan PZR sonucunun
agaroz jel goriintiisii. 0, 15, 30 ,45 ve 60’ inc1 dakikalarda DNaz uygulanmis RNA
orneklerinin agaroz jel goriintiisii M: EcoRI HindIIl Lambda Marker (%0.8’lik agaroz
jel’e 2ul yiiklenmis ve 90 V’de 50dk. yiiriitiilmiistir).

RNA’larin saflign ve kalitesi RT reaksiyonlarinda kullanilabilecegini
gostermistir.  Iki  farkli  primer seti, kullamlarak PZR reaksiyonlari
gerceklestirilmistir. Bunlardan ilki Tt17S primerleri (FTt17S ve RTt17S) ile
kurulan ve RT-PZR reaksiyonlaridir. PZR reaksiyonu boliim 2.2.19°da belirtildigi
gibi kurulmustur. Sekil 3.33’te goriildiigii tizere Tt17S geninin soguk stres altinda

mRNA seviyesinin zamana bagli bir degisiminin olmadig1 goriilmiistiir.

74



0 1 30 45 &0 M

1700bg

Sekil 3.33. Tt17S kontrol geni PZR sonuglarimin jelden goriintiisii. Tt17S geninin soguk stres
alunda 0, 15, 30 ,45 ve 60’ inc1 dakikalarda mRNA seviyesinin degismediginin
gosterilmesi. M: ADNA EcoRI/Hind IIT marker (%0.8’lik agaroz jel’e 2ul yiiklenmis
ve 90 V’de 50dk. yiiriitiilmiigtiir)

Ikincisi ise TtGSTz primerleri (FTtGST ve RTtGST) ile ii¢ farkli cDNA
kalibt kullanilarak kurulan PZR reaksiyonlaridir. Sekil 3.34’de goriildiigii gibi
TtGSTz’'nin soguk stresi altinda mRNA seviyesi farkli zaman araliklarda
degisiklik gostermektedir. Burada 0- 45 dk. da TtGSTz mRNA miktarinin artigi

goriilmektedir fakat 60 dk. ise mRINA seviyesi, 45 dk.’ya gore diislis gostermistir.
MO 15 304560 M 0 15 30 45 60 0 15 3045 60 M

G5Tz
G&3bc

Sekil 3.34. TtGSTz geninin ii¢ bagimsiz cDNA kalibi kullamlarak yapilan PZR sonuglarinin
agaroz jel analizi. GSTz nin soguk stresi altinda 0, 15, 30 ,45 ve 60’ inc1 dakikalarda
mRNA seviyesinin degisiklikler gosterilmesi. M: ADNA EcoRI/Hind III Marker
(%0.8’lik agaroz jel’e 2ul yiiklenmis ve 90 V’de 50dk. yiiriitiilmiistiir).
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3.5.2. Hidrojen Peroksit Stresi Altinda mRNA Seviyesinin Belirlenmesi

Bolim 2.2.19°da belirtildigi tizere 7. thermophila’nin HyO, stresi
indiikleyici oldugu kosulda yani 1 ml hiicre i¢cin %30’luk H,O, ‘ten 1,5 pl farkl
zamanlarda stres (Kilickaya O. 2006, Yayinlanmamis sonuglar) uygulanmis ve
soguk stres uygulamasinda oldugu gibi kritik adimlar gdz 6niine alinmistir. Strese
birakilmis 7. Thermophila’dan oncelikli olarak total RNA izole edilmistir. Sekil
3.35/A’da goriildigi gibi izole edilen RNA oOrneklerinin beklenen biiyiikliikte
RNA bantlarini icerdigini ve olast DNA bantlarim i¢cermedigini gostermistir. Bu
bilgi RNA izolatlarimin Nanodrop ile spektrofotometrik olarak oOl¢iimleri
sonucunda da desteklenmistir. Elde edilen sonuglar asagida belirtilmistir.

0 zamanm RNA izolat1 1,8 png/ul A 260m80: 2.0
15. dakika RNA izolati 1.1 pg/ul A 260ns0: 2.2
30. dakika RNA izolat1 1.3 pg/pl A x60m80: 2.2
45. dakika RNA izolati 0.9 pg/pl A 26080 2.1
60. dakika RNA izolati 0.8 pg/pl A 080 1.9

Sonuglardan goriildiigii tizere, RNA oOreneklerinin saflik degerinin
ortalama olarak 2’ye yakin olmasi kontamnasyonsuz bir izolasyonun
gerceklestigini ifade etmektedir.

Bolim 3.5.1’de belirtildigi gibi RNA’lara DNaz uygulanmis ve
spektrofotometrik  Olgiimleri  yapilmistir. Elde edilen sonuglar asagida
belirtilmistir.

0 zamani RNA izolat1 1.8 pg/ul A 26012800 2.1
15. dakika RNA izolati 1.3 pg/pl A xeoms0: 2.1
30. dakika RNA izolat1 1.0 pg/pl A 60ms0: 2.1
45. dakika RNA izolat1 1.6 pg/ul A 260n80: 2.2
60. dakika RNA izolat1 0.8 pg/ul A 260m280: 2.2
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MM 0 15 30 45 60 M 0 15 30 45 60
[—

Sekil 3.35. Zamana bagli H,0O, stresine maruz birakilan 7. thermophila hiicrelerinden RNA

izolasyonu ve RNA’lara DNaz uygulamasi. A) 0, 15, 30 ,45 ve 60’1inc1 dakikalarda
izole edilmis RNA orneklerinin agaroz jel goruntiisii B) 0, 15, 30 ,45 ve 60’1inc1
dakikalarda DNaz uygulanmig RNA oOrneklerinin agaroz jel goriintiisii M: EcoRI
HindIll Lambda Marker (%0.8’lik agaroz jel’e 2ul yiiklenmis ve 90 V’de 50dk.

yuriitiilmiistiir).
Bolim 3.5.1°de belirtildigi gibi DNaz uygulanmis total RNA’da DNA
kontaminasyonun olmadiginin belirlenmesi i¢in PZR kuruldu ve sonuclar Sekil

3.36’da belirtildigi gibidir. Bu sonuc¢la RNA’larin DNA kontaminasyonu

icermedigini tamamen gosterilmistir.

0 15 30 45 60 M 1

Sekil 3.36. Zamana baglh H,O, stresine maruz birakilan 7. thermophila hiicrelerinin DNaz
uygulanmms total RNA’da 17S genine ait primerler kullamlarak, DNA
kontaminasyonun olmadiginin belirlenmesi i¢in kurulan kontrol PZR sonuglari. 1:
Genomik DNA kalibindan 17S geni primerleri kullanilarak yapilan PZR sonucunun
agaroz jel gorintisii. 0, 15, 30 ,45 ve 60’ inc1 dakikalarda DNaz uygulanmis RNA
orneklerinin agaroz jel goriintiisiit M: EcoRI HindIIl Lambda Marker (%0.8’lik agaroz
jel’e 2ul yiiklenmis ve 90 V’de 50dk. yiiriitiilmiistiir).
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RNA’larin safligni ve kalitesi RT reaksiyonlarinda kullanilabilecegini
gostermistir. Boliim 3.5.1°de kurulan PZR reaksiyonu ayn1 kosullarda H,O; stresi
icinde kurulmustur. Sekil 3.37°de goriildiigii gibi Tt17S geninin soguk stres

alinda mRNA seviyesinin zamana baglh bir degisiminin olmadig goriilmiistiir.

Ji%i 0 15 30 45 60

1700b¢

Sekil 3.37. Tt17S Kontrol geni PZR sonuglarinin jelden goriintiisii. Tt17S geninin H,O, stresi
altinda farkli zaman araliklarinda mRNA seviyesinin degismediginin gosterilmesi
(%0.8’1ik agaroz jel’e 2ul ADNA EcoRI/Hind III marker ile birlikte yiiklenmis ve 90

V’de 50dk. yiiriitiilmiigtiir).
Ikincisi ise TtGSTz primerleri ile iic farkli ¢cDNA kalibi kullamlarak
kurulan PZR reaksiyonlandir. Sekil 3.38’de goriildiigii gibi TtGSTz nin H,0,
stresi alinda mRNA seviyesi farkli zaman araliklarda degisiklik

gostermemektedir.

MO 15 30 45 60 M 0 15 30 45 60 0 15 30 45 60 MM

GSTz
G63bc

Sekil 3.38. TtGSTz geninin ii¢ bagimsiz cDNA kalibi kullanilarak yapilan PZR sonuglarinin
agaroz jel analizi. GSTz’ nin H,O, stresi altinda 0, 15, 30 ,45 ve 60’ inc1 dakikalarda
mRNA seviyesinin degisiklikler gosterilmesi. M: ADNA EcoRI/Hind III Marker
(%0.8’lik agaroz jel’e 2ul yiiklenmis ve 90 V’de 50dk. yiiriitiilmiistiir).
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3.6. Isaretlenmis bulucu DNA’min Dotblot yontemi ile 6zgiinliigiiniin analizi

Southern blotlamada kullanilmak {izere yaklasik 670 b¢’lik gen {iriinii
jelden saflastinlarak DIG DNA labelling kiti ile isaretlenmis ve bulucu DNA
(prob) haline getirilmistir. Probun calisip calismadigini test etmek amaciyla
+yiiklii membran pargasi iizerine DNA ile T. thermophila genomik DNA’s1
kontroller emdirilerek tespit edilmistir. Sekil 3.39°da goriildiigii {izere prob
DNA’y1 tastyan pGEMT-Easy plazmitinin bulundugu bdolgede bantlagsma
meydana gelmistir (Sekil 3.39/3). Negatif kontrol olarak kullanilan bos klonlama
plazmiti pGEMT-Easy’de herhangi bir bantlagsma goriillmemistir (Sekil 3.39/3).
Ayrica diger negatif kontrollerde de herhangi bir bantlasma goriilmemistir.
Boylece probun basarili  bicimde isaretlendigi  gOsterilmesine karsilik

T.thermophila gDNA’sim1 gormemistir.

7
Sk & A

Sekil 3.39. Dot Blot analizi sonucu. 1. Tetrahymena genomik DNA, 2. pGEMT-Easy bos
plazmiti, 3. pGEMT-Easy-GST zeta, 4. Agrobacterium sp. 5. Origanium onites
gDNA, 6. Tetrahymena total RNA 7. Tetrahymena genomik DNA
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4. TARTISMA VE SONUC

T. thermophila serbest olarak dogada yasamasindan dolay1 gevre ile tek bir
hiicre arasindaki etkilesimin nasil oldugunu anlamaya yardimci olabilecek
biyolojiye sahip olmasiyla, temel ve tibbi bilimler acisindan olduk¢a 6nemlidir
(Cech, T.R., 1990). Ayrica tamamlanmis genom projesi 7. thermophila’da
yapilacak calismalarin temel bilimlere ve 6zellikle gelismekte olan biyoteknoloji,
biyoinformatik ve genetik miihendisligi gibi bilim dallarma destek olabilecegini
disiindiirmektedir. GST enzim ailesi {iiyelerinden GST zeta geninin T.
thermophila’dan elde edilmesi ve biyoteknolojide isaret¢i olarak kullanilan
GST’ler gibi taki olarak kullanilabileceginin arastirmalist bu ¢aligmanin
hedeflerini olusturmaktadir.

Bu hedefler dogrultusunda 6ncelikli olarak T. thermophila’da GST varlig
arastirilmistir. GST ailesine ait enzimler yasayan tiim canlilarda bulunmaktadir
(Board ve ark. 1997). Ama canli gruplarn arasinda farkli dagilim gostermektedir.
Bu enzim ailesinin bu kadar genis dagilim gostermesi Tetrahymena’da da bu
enzimin bulunabilecegini diisiindiirmiistiir. Nitekim yapilan literatiir calismasinda
Overbaugh ve ark. 1988’de T. thermophila’da bu enzimin bulundugunu
belirtmislerdir. Overbaugh ve ark. enzim ailesinin kullandigi genel ve spesifik
substratlarim kullanarak 7. thermophila’nin bu substratlara gosterdigi affiniteleri
belirlenmis ve T. thermophila’min GST enzim ailesinin genel substrati olan 1-
kloro-2,4 dinitrobenzene cok yiiksek affinite gosterdigi belirtilmistir. Fakat bu
calismada hangi GST sinifimin 7. thermophila’da bulundugunu hakkinda bir bilgi
vermemigstir. Ayrica calismada GSTz'min kullandigr substratlardan kumene
hidroperoksite (Board, P.G. et.al. 1997)’de T. thermophila’nin affinite gdstermis,
ve bu sonu¢ GSTz 'min 7. thermophlia’da bulunabilecegini gostermistir. 2006°da
tamamlanan Tetrahymena makroniiklear genom projesi ile de GST enzim
ailesinin varligi kesin olarak gosterilmistir (Eisen ve ark. 2006). Bu anlamda
Tetrahymena genomu icinde genom tabanli yapilan analiz sonucunda GST
ailesine ait enzimleri temsil eden 15 homolog grubun bulundugu belirlenmistir
(bkz. Sekil 3.1 ). Bu homolog gruplarin GST ailesi tiyelerinden zeta, theta, mu ve

omega’yr temsil ettigi goriilmiistiir. Tetrahymena GST’leri (zeta, theta, mu ve
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omega) aa dizilerinin analizi (peptol programu ile) yapilmis, bu simiflarin % 20
benzerlik gosterdigi bulunmustur. . Alberti ve ark. 1996°da yaptiklan calismada
da aym simif GST iiyelerinin %60-80 benzerlik gosterdigini, farkli simif iiyelerinin
ise %20-30 benzerlik gosterdiklerini belirtmislerdir Tetrahymena GST’leri
arasindaki benzerlik bu veriyi desteklemis ve simiflar arasindaki benzerlik
oranmin literatiir de belirtildigi gibi % 20 oldugu gosterilmistir. Filogenetik
analizlerde TtGST zeta’nin, TtGST omega’ya yakinlik gosterdigi bulunmustur.
Cesitli calismalarda da (Board ve ark. 1997, David ve ark. 2001) yapilan
filogenetik agaclarlarda bu veriyi desteklemis ve zeta sinifi GST’lerin omega
sinift GST lere yakinlik gosterdigi goriilmiistiir.

TtGSTzeta’'nin  klonlanma Oncesi yapilan biyoinfomatik analizleri
sonucunda. TtGSTzeta’nin 3 ekzon ve 2 intron igerdigi bulunmustur. Bu durum
deneysel olarak da elde edilmistir. Canlilar alemi incelendiginde GSTz nin ekzon
ve intron sayisinin tiirler arasinda degiskenlik gostermektedir. Ornegin; Insan
GSTz’s1 8 ekzon, 7 intron, A.thaliana GSTz’s1 10 ekzon, 9 intron ve C.elegans
GSTz’s1 6 ekzon, 5 introndan olustugu belirtilmistir (www.expasy.org). GSTz
sinifinin biitiin tiirlerde intron icerdigi belirtilmistir (Frova, C., 2006). TtGSTz nin
yapilan analizi sonucunda ise bu canli gruplarina benzer sekilde intron igerdigi
bulunmus ve TtGSTz ninda diger zetalara intron igermesi acisindan benzedigi

goriilmiistiir.

Canlilar biiyiik boliimiinde GSTz’ya ait SSCX[WH]RVIAL motifi
karakteristik motifidir (Russell T. 2001). TtGSTzeta’min bu motifi tasiyip
tasimadigini anlamak i¢in amino asit dizisi, EBI veritabanindaki clustal programi
kullanilarak, GSTz’ya ait karakteristik motifi tagiyan tiirlerin amino asit dizileriyle
birlikte dikey hizalanmig (bkz. Sekil 3.5) ve TtGSTzeta’nin da SSTSWVRIAL
motifini tasidigi bulunmustur. Ancak TtGSTz ait motif incelendiginde 17.
pozisyonda diger tiirlerden farkli olarak sistein yerine treonin amino asiti
bulundugu goriilmiistiir. Oldukca korunmus olan sistein aktif bolgeye dogru
yonelmistir ancak rolii tam olarak bilinmemektedir (Thom, R.et al. , 2001;
Polekhina, G. et al., 2001). Bu yiizden TtGSTz nin igerdigi treoninin biyolojik
olarak ne anlama geldigi bilinmemektedir. Ama diger zetalar gibi TtGSTz ninda

14. pozisyondaki amino asit serindir. Bu amino asit GST zeta enziminin anahtar
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amino asitidir. Serinin gorevi GSH’in siilfidril grubunu kataliz icin dogru
pozisyona getirmektir. Ser 14 amino asidinin bolgeye 6zgii mutasyon c¢alismalari
ile enzimin katalitik fonksiyonunda anahtar 6zellige sahip oldugu goriilmiistiir
(Polekhina, G. et al., 2001). TtGSTz’'ninda GSH’in baglanmasinda etkin rol
istlenen serini igermesi diger zetalarla olan benzerligini gostermektedir.Hizalama
sonucu elde edilen verinin filogenetik agaci ¢izilmistir (bkz. Sekil 3.6) ve
filogenetik agactan elde edilen veri sonucunda TtGSTzeta’nin bitki GSTz’larina
yakinlik gosterdigi gozlenmistir. Filogenetik agacin Tetrahymena igin yapilan
genel filogenetik agaglarla da benzerlik gosterdigi bulunmustur (Wainwright et al.
1993). Bu sonugla birlikte TtGSTz’nin bitkisel GSTz’lara yakin oldugu diisiincesi
ortaya cikarlmistir. Yapilan genom tabanh tiim analizler ile, 7. thermophila’da
GSTz nin bulundugu ve ayrica TtGSTz’ nin diger GST zetalara yapisal benzerlik

gosterdigi bulunmustur.

Genom tabanli yapilan biyoinformatik analizler ile TtGSTz min varligini
belirlendikten sonra TtGSTz geni rekombinant olarak elde edilmis ve mRNA’ya
komplementer olan cDNA, RACE teknigi ve biyoinformatik analizlerle
olusturulmustur (bkz. Sekil 3.13). Elde edilen bu veri yapilmis caligmalarla
karsilastirilinca ayn1 yontemler kullanilarak mRNA olusturuldugu belirlenmistir.
Ornegin, Zhang ve ark. 2006’da bitkilerde RACE teknigini kullanarak 3’UTR
bolgesini elde etmislerdir. Bagka bir calismada, Subramaniam ve ark. 1999°da
bugday zetasinin 3’ UTR bolgesini yine bu teknikle elde etmis ve yaklasik 87 bg
oldugu belirtmislerdir. Olusturulan mRNA dizi bilgisinin, genom bankasi i¢inde
tek bir veriden olusan mRNA dizisine destek olacag diisiiniilmektedir.

Rekombinant olarak iiretilen TtGSTz’nmin expresyon seviyesini
degistirebilecek etkenler arastinlmistir. Bu amagla T.thermophila’da farkli stresler
alinda GSTz’nin mRNA seviyelerine PZR temelli metod ile bakilmistir. Bu
stresler belirlenmeden 6nce kullanilabilecek stresler arastirilmustir. 7.thermophila
icin yapilan incelemelerde bu konuyla ilgili bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Ama
canlilarda alemine bakildiginda Zhang ve ark. 2006’da baz1 bitki tiirlerinde 4°C’in
soguk stres olusturdugunu belirtmislerdir. Ayrica T.thermophila’nin dogal yasam
ortaminda yapilan populasyon analizinde (Doorder, F.P., et.al. 1995) 10-26°C

ornekler alinmis ve T.thermophila’nin bu sicaklik araliginin dogal yasam ortamini
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temsil ettigi belirlenmistir. Baska bir analizde ise (Nanney, D.L., 1953)
T.thermophila’nin uygun optimum sicakliginin 12—41°C oldugunu belirlemistir.
Bir bagka analizde ise soguk stresinin biyolojik membranlarda serbest radikal
liretimini artirdigim belirtilmistir (Giilen, I. et.al. 2003) Bu bilgilerden yola
cikilarak T.thermophila’ninda 4°C’de strese girmis olabilecegi diisiiniilenerek,
T.thermophila’ya buzda 4°C’lik stres uygulanmistir. Bu kriterlerden dikkate
alindig1 elde dilen sonuclara gore; TtGSTz nin 0 zaman ile 45 zaman aralifinda
mRNA seviyesinin artigi bulunmustur. Bu TtGSTz nin 4 °C’lik soguk stresten
etkilendigini gostermistir. Giilen ve ark. yaptii calisma bu sonucu
desteklemektedir. Ciinkii artan serbest radikal miktarina kars1 TtGSTz nin aktivite
gostermis olabilecegi ve bu nedenle mRNA seviyesinin artmis oabilecegi
diistiniilmektedir.

TtGSTz’ya ikinci bir stres olarak H,O, kullanmilmistir. Bu stresin
uygulanma nedeni ise GSTz enzim ailesi iiyelerinden alpha, mu, phi, theta, sigma,
tau, pi, kappa ve zeta’nin peroksidaz aktivitesi gosterdigi belirlenmistir (Frova,
C., 2006). TtGSTz 1n diger zetalarin gosterdigi gibi peroksidaz aktivitesi gosterip
gostermedigi anlasilmasi i¢in H,O, stresi uygulanmistir. Bu durumda GSTz’nin
T.thermophila’nin indiikleyici oldugu kosulda (bkz. Cizelge 2.4) yani 1 ml hiicre
icin %30’luk H,O,’ten 1,5ul farkli zamanlarda stres uygulanmis ve TtGSTz’nin
H,0, stresinden etkilenmediginin goriilmiistiir. Bu sonucun biyolojik olarak ne
anlama geldigi heniiz bilinmemektedir. Ama TtGSTz’nin diger GSTz’lar gibi
peroksidaz aktivitesi gostermedigini diisiindiirmektedir.

TtGSTz'nin kopya sayisinin belirlenmesinde kullanilacak Southern
blotlamada 6n veri olusturmak icin cDNA, DIG yontemiyle isaretlenmistir.
Membrana emdirilerek bulucu DNA’nin etkinligine bakilmistir (Sekil 3.39). Elde
edilen sonuca gore; bulucu DNA, TtGSTz’y1 tasiyan ve pozitif kontrol olarak
kullanilan plazmiti tanimig ve bu sayede o bolgede yogun bir koyulagma
goriilmiistiir (Sekil 3.39/3). Negatif kontrol olarak kullanilan bos plazmiti
gbrmemis ve ayrica diger negatif kontroller olan T.thermophila RNA’s1 (Sekil
3.39/4), O.onites (Sekil 3.39/5) ve A.tumafasiens (Sekil 3.39/6) genomik
DNA’larin1 da gérmemis ve bu bolgelerde herhangi bir sonu¢ alinamamistir. Bu

sonu¢ bulucu DNA’nin TtGSTz i¢in isaretlenmis oldugunu gostermistir. Fakat
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pozitif kontrol olarak kullamilan T.thermophila genomik DNA (sekil 3.39/1 ve
7)’y1 bulucu DNA’nin gormesi gerekirken o bolgede herhangi bir koyulagma
goriilmemistir. Bunun birbirinden bagimsiz iki nedenden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Birincisi, genomik DNA izolasyonun iyi yapilmadig: ve kirlilik
icermesidir. Doulis ve ark. 2000’de ¢esitli kirleticilerin DNA’nin izole edilmesini,
klonlanmasin1  ve  restriksiyon enzimleriyle kesilmesini  engelledigini
belirtmislerdir. Ikincisi ise, DIG isaretleme Kitinin tavsiye ettigi ticari
hibridizasyon tamponu (DIG Easy Hyb) yerine laboratuarimizda hazirlanan
hibridizasyon tamponu kullanilmasindan dolayr hibridizasyon ic¢in optimum

sartlarin saglamamisg olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Rekombinant olarak iiretilen TtGSTz geninin E.coli’de protein ifadesinin
yapilmasi icin gerekli olan nokta mutasyonlar gerceklestirilmis ve protein
ekspresyonu yapilarak TtGSTz nin 24 kDa molekiil agirliginda oldugu SDS-Page
ile gosterilmis ve Western blot analizi ile dogrulanmistir. Daha Once yapilan
calismalarda da sitoplazmik GST enzimlerinin genelde 23-30 kDa molekiil
agirliginda olduklan belirtilmistir (Frova, C., 2006; Wilce, M.C.J. ve ark. 1994;
Eklund, B.I. et al. 2002; Polekhina, G., 2001). GSTz ile ilgili yapilan expresyon
calismalarinda da insan zetasinin 24 kDa (Board, P.G. et.al. 1997), bugday
zetasinin 23 kDa (Subramaniam, K. et.al. 1999), ve Arabidopsis thaliana zetasinin
24kDa(Thom, R.et al. 2001) oldugu belirtilmistir. Bu c¢alismalar ile TtGSTz nin
protein ifadesinin dogru bicimde gerceklestirildigi desteklenmistir. Su ana kadar
yapilan calismalar tamamen rekombinant DNA teknolojileri kullanilarak

hazirlanmig ve literatiire destek olacagi diisiiniilmiistiir.

Biyoteknolojinin 6nemli bir kolu olan rekombinant DNA teknoloji ile
yapilan calismalar {riinlere doniistiiriilerek ticari olarak kullanilabilmektedir.
GST’lerin ticari olarak protein saflagtirma islemlerinde isaret¢i olarak
kullanilabildigi bilinmektedir. Bircok firma GST’leri isaret¢i olarak kullanip
kendi vektorlerini iiretmis (pGEX, pQE) ve ticari bir kazang elde etmislerdir.Bu
calisma sonucunda {iretilmis olan TtGSTz’'nin da bu sekilde ticari olarak
kullanilabilecegi arastinlmis ve ticari olarak kullanilan GST’ler (glutatyon
sepharose 4B) ile saflastirldigi goriilmiistiir (bkz. Sekil 3.29). Bu sonug ticari

olarak kullanilan bir GST nin, rekombinant olarak iirettigimiz TtGSTz’y1 taniyip
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saflagtirmasinin, TtGSTz nin ticari olarak kullanilabilecegini diisiincesini ortaya
cikarmistir. Bu ¢alisma ile TtGSTz nin, protein saflagtirma islemlerinde isaretci

olarak kullanilabilecegi ortaya ¢ikarilmistir.
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4.1. Sonucg

Bu calismada model organizma olan Tetrahymena’dan, GST enzim ailesi
tiyelerinden biri olan GSTz’nin, UTR bolgeleriyle birlikte 847 bg’lik tiim
cDNA’s1 klonlanmis ve biyoinformatik analizlerle GSTz ya ait motifleri icerdigi
gosterilmistir. Diger Tetrahymena GST’leri ile karsilasgtirldiginda en yiiksek
benzerligi TtGSTomega ile gosterdigi saptanmistir. TtGSTz’nin ¢cDNA’sinin
protein  ifadesinin  yapilabilmesi i¢in  gerekli nokta  mutasyonlar
gerceklestirilmistir. Nokta mutasyonu gerceklestirilmis TtGSTz nin pET-16b’ye
ekspresyonu saglanmis ve SDS-Page ile expresyonu gerceklestirilmis protein
goriintiilenmistir. Uretilen proteinin TtGSTz oldugu Western blot analizi ile teyit
edilmistir. Ticari olarak kullanilan GST boncuklar ile de saflastirilma yapilmis ve
TtGSTz’ nin ticari olarak kullanilabilecegi bulunmustur. TtGSTz’nin kopya
sayisini belirlemede yapilacak olan Southern blotlama i¢in gerekli bulucu DNA
(prob) hazirlanmistir. TtGSTz nin farkli soguk stres altinda mRNA seviyesinde
zamana bagl bir artig oldugu belirlenmis fakat %30’luk H,O, stresi altinda
mRNA seviyesinde herhangi bir degisiklik gbzlenmemistir.

Yapilan literatiir taramasinda tek hiicrelilerde bu ¢alisma disinda GSTz ile

ilgili cok fazla molekiiler biyolojik calismaya rastlanmamaistir.
4.2. Oneriler
Calismamizda elde edilen verilerde, DIG ile isaretlenmis TtGSTz

cDNA’nin genom yapilagsmasinin belirlenmesi ve rekombinant 6XHisTtGSTz nin

arastirilmasinin ¢alisma acisindan énemli oldugu diistiniilmektedir.
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Ek-1 TGD icinde bulunan GST ailesini temsil eden homolog gruplar

TtGSTz genomik DNA, acik okuma cercevesi ve protein dizi bilgileri

Genomik dizi uzunlugu: 785 niikleotid

>77.t00018

ATGGCTGAAAGCTCAAAGAAAATTACTCTTTACAGTTATTTCCGCTCCTCAACTTCATGG
AGAGTAAGAATAGCTCTTAATCTTAAGAAAATAGACTACAACATCATTCCTATTAACCTT
TTGAAGAGTGAATAAACTTCTGAAGAATATACTAAAATCAATCCTAACTAGGTAATTAAT
TTAATTTTTTATGAGAGTAATTATAATTCTAAGAAATATAAAACACTATTAGGGAGTCCC
TGCTTTAAAGTATGGAGACGAGGTTATTATTGAAAGCTCTGCTATCTTAGAGTTTTTGGA
AGAAGTATTTCCTGAGCACCCACTTCTTCCTTAAGATGCAGTTAAAAGAGCTTAAATTAG
AGGCTTTTGCCAAGTAATTAACACTGCCATCCACCCTCTCTAAAATTTGAGGGTGCTTAA
TAAGATTGAAAAGGAATATAGCTAAGACAAGATTCAATGGCTCAAATTCTGGGTTACTAA
GGGTTTGACAGGTAATTAATTTTAATTCTATTATAATGAATGAGCGTTCAATAATTTAAA
AAATATATAAAGCAATTGAAGAATTATTAAAGAATTCTCATGGAAAATATTGCTTTGGTG
ATGAAATAACACTTGCTGACTTATTCTTGGTACCTCAAGTTCAAGGAGTTGTAGATAGAT
TCCAATTTGATTTAACCCCTTTCCCCAATATTGCAGAAGTTTTAAAAAATTTAAAGGAAA
TTCCTGAGTTCGTTGCTGCCTCACCCAGCAAGTAAGCTGACAATCCTGATAATCAAAAGA
TCTGA

CDS uzunlugu: 663 niikleotid

>77.m00138
ATGGCTGAAAGCTCAAAGAAAATTACTCTTTACAGTTATTTCCGCTCCTCAACTTCATGG
AGAGTAAGAATAGCTCTTAATCTTAAGAAAATAGACTACAACATCATTCCTATTAACCTT
TTGAAGAGTGAATAAACTTCTGAAGAATATACTAAAATCAATCCTAACTAGGGAGTCCCT
GCTTTAAAGTATGGAGACGAGGTTATTATTGAAAGCTCTGCTATCTTAGAGTTTTTGGAA
GAAGTATTTCCTGAGCACCCACTTCTTCCTTAAGATGCAGTTAAAAGAGCTTAAATTAGA
GGCTTTTGCCAAGTAATTAACACTGCCATCCACCCTCTCTAAAATTTGAGGGTGCTTAAT
AAGATTGAAAAGGAATATAGCTAAGACAAGATTCAATGGCTCAAATTCTGGGTTACTAAG
GGTTTGACAGCAATTGAAGAATTATTAAAGAATTCTCATGGAAAATATTGCTTTGGTGAT
GAAATAACACTTGCTGACTTATTCTTGGTACCTCAAGTTCAAGGAGTTGTAGATAGATTC
CAATTTGATTTAACCCCTTTCCCCAATATTGCAGAAGTTTTAAAAAATTTAAAGGAAATT
CCTGAGTTCGTTGCTGCCTCACCCAGCAAGTAAGCTGACAATCCTGATAATCAAAAGATC
TGA

Protein uzunlugu: 220 amino asit

>77.m00138

MAESSKKITLYSYFRSSTSWRVRIALNLKKIDYNIIPINLLKSEQTSEEYTKINPNQGVP
ALKYGDEVIIESSAILEFLEEVFPEHPLLPQDAVKRAQIRGFCQVINTAIHPLONLRVLN
KIEKEYSQDKIQWLKFWVTKGLTAIEELLKNSHGKYCFGDEITLADLFLVPQVQGVVDRF
QFDLTPFPNIAEVLKNLKEIPEFVAASPSKQADNPDNQKTI *
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TTHERM 00499540
Genomik dizi uzunlugu: 711
Agik okuma gergevesi: 711

Protein uzunlugu: 236

Genomik dizi uzunlugu:

>63.t00029
ATGACAACAAAACCAAGCACTAAACTTTATATTGAATGGCTTAGTTAGCCATCTAGAGCT
ATTGTAACTTTTTGCTTAATTGAAAATATTCCTCATGAGTTGGTAGAAGTTAGAATTAAA
AAGTTAGAAAACAGAACTCCAGAATATAAAAAAATGTTCCCCACTGCTAAGTTGCCTGGA
ATGTCTGAAACTCTTGAAAACGGCGAATAATTTAATTTATTTGAAAGCCATGCAATCATG
AGATACTTAGCAGACAGATATAACAAATCTAATCTTTATCCAAGAGGAAATATTTAGCTA
AAGGCTAAAGTTGATTCTTACTTAGATTGGCATCATACAAATACAAGAAAATGCGCTCCT
TATCTTTTTGATCAATACTTCGCTCCTGTTTTAGGTATTAAGCCTTAATTTGATGTGAAC
ACATTATTTAAAGAAGTTGAAAGTGTTTTCAGGTTTATTGAGAGGGTTTGGTTAGATCAA
GGAAAGAATAAATATATAGGTAATAACTAACAGTTAACAATAGCTGACTTATCATGCTAT
TCTGAGATTATTTAAATGAAATTTGATGATTATGATTTCAAAAACAAGACTCCTATTTTA
TATGAATGGATGTAGAGAATAGAAGCTCTTCCAGAAATATAAAAAACTCATCAAGTTTTA
TTTAAGTTAGCTCCTTAAATTTCTAAGAACAAATAAAAAGCAAAATTATGA

Agik okuma gergevesi:

>63.m00175
ATGACAACAAAACCAAGCACTAAACTTTATATTGAATGGCTTAGTTAGCCATCTAGAGCT
ATTGTAACTTTTTGCTTAATTGAAAATATTCCTCATGAGTTGGTAGAAGTTAGAATTAAA
AAGTTAGAAAACAGAACTCCAGAATATAAAAAAATGTTCCCCACTGCTAAGTTGCCTGGA
ATGTCTGAAACTCTTGAAAACGGCGAATAATTTAATTTATTTGAAAGCCATGCAATCATG
AGATACTTAGCAGACAGATATAACAAATCTAATCTTTATCCAAGAGGAAATATTTAGCTA
AAGGCTAAAGTTGATTCTTACTTAGATTGGCATCATACAAATACAAGAAAATGCGCTCCT
TATCTTTTTGATCAATACTTCGCTCCTGTTTTAGGTATTAAGCCTTAATTTGATGTGAAC
ACATTATTTAAAGAAGTTGAAAGTGTTTTCAGGTTTATTGAGAGGGTTTGGTTAGATCAA
GGAAAGAATAAATATATAGGTAATAACTAACAGTTAACAATAGCTGACTTATCATGCTAT
TCTGAGATTATTTAAATGAAATTTGATGATTATGATTTCAAAAACAAGACTCCTATTTTA
TATGAATGGATGTAGAGAATAGAAGCTCTTCCAGAAATATAAAAAACTCATCAAGTTTTA
TTTAAGTTAGCTCCTTAAATTTCTAAGAACAAATAAAAAGCAAAATTATGA

Protein uzunlugu:

>63.m00175
MTTKPSTKLYIEWLSQPSRAIVTFCLIENIPHELVEVRIKKLENRTPEYKKMFPTAKLPG
MSETLENGEQFNLFESHAIMRYLADRYNKSNLYPRGNIQLKAKVDSYLDWHHTNTRKCAP
YLEFDQYFAPVLGIKPQFDVNTLFKEVESVFREFIERVWLDQGKNKYIGNNQQLTIADLSCY
SEIIQMKFDDYDFKNKTPILYEWMQRIEALPEIQKTHQVLFKLAPQISKNKQKAKL*
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TTHERM 00260690

Genomik dizi uzunlugu: 669
Agik okuma gergevesi : 669

Protein uzunlugu : 222

Genomik dizi uzunlugu:

>23.t00043
ATGAACAAACTCAAATTATTTTACAACTCTTITTTICTCAACCTTCTCGCGCTGTAAAATGT
CTTTTAAAGATTGGCAAAGTTGACTATGAAGAGAAATTTGTAAACTTGGCTAAAGGCGAC
TAATTTAAACCTGAAGTAAAGAGCTTAAATTGGAACTGTTAAGTACCTTTTATTGAGGAT
AATGGATTCGTAGTTTTTGAATCCCATACAATAATGAGGTACATACATCAAAGATTTAAC
CTAGACAATTCTTTATACCCTCAAAAGCTAGAAGATAAAACAAAAATTGATATGTACTTA
GACTGGCATCACTCAAATACAAGAAGATCTGCAAATTATGTGACCGCAAGTCTTTTATCA
AAAAGAACTGGTTAACCATCATTATATGTAGAAGATTTAGTTCATAAAGAACTCCTAAAG
GCAGTGCAAAATTTAAATGATAATTTATTAAATAATCCTTCACATTATATCTTTGGATTC
TAAAAGCCAACTATCGCTGATATCAGCTGCTACTAAGAACTTACTGAACTCAAATTGATA
AATTTTGATTTCAAAAAATACCCTAATCTTGATGCTTTTATGAATCAGATGTCTAATATT
CCTGAAATCAAAGAAGTTGATAAAGATTTTTCTGATATCGCTTTAAAGATATTCAAAGTA
AATCTTTGA

Agik okuma gergevesi

>23.m00228
ATGAACAAACTCAAATTATTTTACAACTCTTITTTICTCAACCTTCTCGCGCTGTAAAATGT
CTTTTAAAGATTGGCAAAGTTGACTATGAAGAGAAATTTGTAAACTTGGCTAAAGGCGAC
TAATTTAAACCTGAAGTAAAGAGCTTAAATTGGAACTGTTAAGTACCTTTTATTGAGGAT
AATGGATTCGTAGTTTTTGAATCCCATACAATAATGAGGTACATACATCAAAGATTTAAC
CTAGACAATTCTTTATACCCTCAAAAGCTAGAAGATAAAACAAAAATTGATATGTACTTA
GACTGGCATCACTCAAATACAAGAAGATCTGCAAATTATGTGACCGCAAGTCTTTTATCA
AAAAGAACTGGTTAACCATCATTATATGTAGAAGATTTAGTTCATAAAGAACTCCTAAAG
GCAGTGCAAAATTTAAATGATAATTTATTAAATAATCCTTCACATTATATCTTTGGATTC
TAAAAGCCAACTATCGCTGATATCAGCTGCTACTAAGAACTTACTGAACTCAAATTGATA
AATTTTGATTTCAAAAAATACCCTAATCTTGATGCTTTTATGAATCAGATGTCTAATATT
CCTGAAATCAAAGAAGTTGATAAAGATTTTTCTGATATCGCTTTAAAGATATTCAAAGTA
AATCTTTGA

Protein uzunlugu

>23.m00228
MNKLKLFYNSEFSQPSRAVKCLLKIGKVDYEEKFVNLAKGDQFKPEVKSLNWNCQVPFIED
NGFVVFESHTIMRYIHQREFNLDNSLYPOKLEDKTKIDMYLDWHHSNTRRSANYVTASLLS
KRTGQPSLYVEDLVHKELLKAVONLNDNLLNNPSHYIFGFQKPTIADISCYQELTELKLI
NEFDFKKYPNLDAFMNQMSNIPEIKEVDKDF SDIALKIFKVNL*
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TTHERM 00499550

Genomik dizi uzunlugu:693
Agik okuma gergevesi: 693

Protein uzunlugu: 230

Genomik dizi uzunlugu:

>63.t00030
ATGAAAATCTTTATTGATTGGATTAGCTAGCCATCTCGAGCAGTAGTTACTTACTGCTTA
ATTGAAAATATACCACATGAGATTATACAAGTTAGAGTAAATGCTTTAGAGCATCGCAAA
CCAGAGTATATTTAAATAAATCCAAGCGCAAAAGTTCCAGCTATTTCAGATAGATTAGAA
AATGGAGAAATATTTAACTTATTTGAAAGCCATGCTATCATGAGATATTTAGCAGATAGA
TATAATAAGTTTAAGCTTTATCCCAAAGATAATATTTAGCTAAGAGCTCTAATAAATAGT
TATTTAGACTGGCACCATAATAACACAAGAAAGTGTGGAGCTTATTTATTTGACTTATAT
TCATCAGGTGTACTAGGAATAAAACCAAAGAATAACATTGAAACGCTATATAAAGAAATT
GAAATTATTTTAAAATTCATTGATTAAATTTGGCTTCAAGAAGGAAAAAATAAGTTTATT
GGAAATAATATTTAGCTTACAATAGCTGACATATCTTGCTATTGCGAAGTATCTCAAATG
ATAATAGATTCTTATGATTTTAAAAATAAAACACCTAATTTATACAACTGGATGAAAAGA
ATTGAATAAATACCAGAAATTTAGTAAACCCATTAAATTTTATTCAAACTAGCTCCAAAA
ATGTCATAAAACAAAATAAAACCTAATCTTTGA

Agik okuma gergevesi

>63.m00176
ATGAAAATCTTTATTGATTGGATTAGCTAGCCATCTCGAGCAGTAGTTACTTACTGCTTA
ATTGAAAATATACCACATGAGATTATACAAGTTAGAGTAAATGCTTTAGAGCATCGCAAA
CCAGAGTATATTTAAATAAATCCAAGCGCAAAAGTTCCAGCTATTTCAGATAGATTAGAA
AATGGAGAAATATTTAACTTATTTGAAAGCCATGCTATCATGAGATATTTAGCAGATAGA
TATAATAAGTTTAAGCTTTATCCCAAAGATAATATTTAGCTAAGAGCTCTAATAAATAGT
TATTTAGACTGGCACCATAATAACACAAGAAAGTGTGGAGCTTATTTATTTGACTTATAT
TCATCAGGTGTACTAGGAATAAAACCAAAGAATAACATTGAAACGCTATATAAAGAAATT
GAAATTATTTTAAAATTCATTGATTAAATTTGGCTTCAAGAAGGAAAAAATAAGTTTATT
GGAAATAATATTTAGCTTACAATAGCTGACATATCTTGCTATTGCGAAGTATCTCAAATG
ATAATAGATTCTTATGATTTTAAAAATAAAACACCTAATTTATACAACTGGATGAAAAGA
ATTGAATAAATACCAGAAATTTAGTAAACCCATTAAATTTTATTCAAACTAGCTCCAAAA
ATGTCATAAAACAAAATAAAACCTAATCTTTGA

Protein uzunlugu

>63.m00176
MKIFIDWISQPSRAVVTYCLIENIPHEIIQVRVNALEHRKPEYIQINPSAKVPAISDRLE
NGEIFNLFESHAIMRYLADRYNKFKLYPKDNIQLRALINSYLDWHHNNTRKCGAYLEDLY
SSGVLGIKPKNNIETLYKEIEIILKFIDQIWLOEGKNKEF IGNNIQLTIADISCYCEVSQM
IIDSYDFKNKTPNLYNWMKRIEQIPEIQQTHQILFKLAPKMSQNKIKPNL*
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TTHERM 00575390 sequence information
Genomik dizi uzunlugu:773
Agik okuma gergevesi: 660

Protein uzunlugu: 219

Genomik dizi uzunlugu:

>77.t00021
ATGAGTGAAAATAATTAAAATATTATCCTTTATGGCAATTACCGTTCTTCACCTTCTTGG
CGAGTAAGATTAGCACTTGGTTTAAAAAAGATAGAATACAAATTAGTTTCAATTGACCTT
TTTAAAAATGAGTAAAAATCTGAAGTATACTTCAAGGTTAATCCAAATTAAGTAAATTAA
TTTTTCTCAAATATTATATTAATTTTGAAGTAATTTATCTATAAAGCGTATCCCTGCTCT
TATATATGGAGATCAAACATTGATAGAAAGCACTGCAATAATCGAGTTCTTAGAAGAAAA
TTTTCCTTAGTATCCTTTACTTCCCGAGGATAGAATTAAGAGAGCTTAGATTAGAGGCTT
TTGCTAAGTCATAAACAGTGCTATTCATCCCTATTAGAATTCAAATTTAATAGGAAAAAT
TGAAAAAGAAGGCAATATGAATAAGTTAGAATGGATTAAATTCTGGGTGACTAAGGGGTT
GACAGGTAAACAAATAATTCTTTTTCTATAATTTTTTTAATAAATAATATTCTTATATTT
CAGCTATAGAAGAACTTTTGAAGAAATATCATGGAAAATTTTGCTTTGGTGATGATATAA
CGATGGCAGATATTTTCTTAATCCCTTAAGTATCTGCAGTAGTAGAAAGATTTGGATTCG
ATTTAACACCTTTTCCTCTTATCTTAAGTGTTGTAAATAACTTAAAGGATCTTCCAGAAT
TTATTGCTGCTTCCCCTAGTAATTAACCAGATTATACTGAATAAAAAAATTGA

Agik okuma gergevesi:

>77.m00141
ATGAGTGAAAATAATTAAAATATTATCCTTTATGGCAATTACCGTTCTTCACCTTICTTGG
CGAGTAAGATTAGCACTTGGTTTAAAAAAGATAGAATACAAATTAGTTTCAATTGACCTT
TTTAAAAATGAGTAAAAATCTGAAGTATACTTCAAGGTTAATCCAAATTAACGTATCCCT
GCTCTTATATATGGAGATCAAACATTGATAGAAAGCACTGCAATAATCGAGTTCTTAGAA
GAAAATTTTCCTTAGTATCCTTTACTTCCCGAGGATAGAATTAAGAGAGCTTAGATTAGA
GGCTTTTGCTAAGTCATAAACAGTGCTATTCATCCCTATTAGAATTCAAATTTAATAGGA
AAAATTGAAAAAGAAGGCAATATGAATAAGTTAGAATGGATTAAATTCTGGGTGACTAAG
GGGTTGACAGCTATAGAAGAACTTTTGAAGAAATATCATGGAAAATTTTGCTTTGGTGAT
GATATAACGATGGCAGATATTTTCTTAATCCCTTAAGTATCTGCAGTAGTAGAAAGATTT
GGATTCGATTTAACACCTTTTCCTCITATCTTAAGTGTTGTAAATAACTTAAAGGATCTT
CCAGAATTTATTGCTGCTTCCCCTAGTAATTAACCAGATTATACTGAATAAAAAAATTGA

Protein uzunlugu:

>77.m00141
MSENNQNIILYGNYRSSPSWRVRLALGLKKIEYKLVSIDLFKNEQKSEVYFKVNPNQRIP
ALIYGDQTLIESTAIIEFLEENFPQYPLLPEDRIKRAQIRGFCQVINSAIHPYQNSNLIG
KIEKEGNMNKLEWIKFWVTKGLTAIEELLKKYHGKFCFGDDITMADIFLIPQVSAVVERF
GFDLTPFPLILSVVNNLKDLPEFIAASPSNQPDYTEQKN*
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TTHERM 00572010
Genomik dizi uzunlugu:842
Agik okuma gergevesi: 780

Protein uzunlugu: 259

Genomik dizi uzunlugu:

>76.t00107
ATGTCTTAATTAACATTATATGGCTTTCTCCTCTGCCCTTATGTATAAAGAGTGAGATTC
GCTTTAGAAAAAATTGGAGTTAAGTATGACTACAAAGAAATTGACCTCTTCAAGCTTAAA
TAGAAAGAATAGGCCTACTTAGATATTAACCCTTTTGGAAAGGTTCCTACAATAGTTATT
AATAACCAGGTATTTATTTATAAATTTACAGTCTTTAAATCTTCTAACTTAACATTTATT
ATATTAATTAGATTGTATATGAAAGTCTTCCTCTTCTTGAATTCCTTGAAAATGAATTTG
GCAGCGTCTTCCCTTAAGATAACATCAGAAAAACTTAATAGAGAATTTGGACAACTTATT
TTGATTAAAATTTTATTAGTAAAATGTGGGGAATCTTTAGTCTTATAAAAACAAAGGATG
TTGAAGGATCTAAAAAACTTGCTAACGAACTAGCTGAAATATTGAGATTCTTTACTTTAA
ATTCAAAATTATCTGAAAGAATTAAATAGAATCCTAGCAGCTATTTTGAAGGAGATACTT
TAACTTATGCTGATTTTGCTATTATCCCTCATGTTAAAGTACTAGAAACTAACTATAAAA
TATTCTTTAAAAGCAGTTTATTTGAATAAATTGAAAACTAGGATGAGTTAATCTAGAATT
TCAAAACCTATTATTAAAATGTTGTTTCTTCTGATTCATTCAAAAGGGCTGTAACTAATC
CTGTTACACTACCTCCATAAGGAGACAATTTCGTTTTAGATGAGTTATAATACACAACTG
AAAACTTTAATTATGAAAACCTTTCAGAAACTTACATGAATAAAAAATTCGCATAAGCTT

Agik okuma gergevesi:

>76.m00233
ATGTCTTAATTAACATTATATGGCTTTCTCCTCTGCCCTTATGTATAAAGAGTGAGATTC
GCTTTAGAAAAAATTGGAGTTAAGTATGACTACAAAGAAATTGACCTCTTCAAGCTTAAA
TAGAAAGAATAGGCCTACTTAGATATTAACCCTTTTGGAAAGGTTCCTACAATAGTTATT
AATAACCAGATTGTATATGAAAGTCTTCCTCTTCTTGAATTCCTTGAAAATGAATTTGGC
AGCGTCTTCCCTTAAGATAACATCAGAAAAACTTAATAGAGAATTTGGACAACTTATTTT
GATTAAAATTTTATTAGTAAAATGTGGGGAATCTTTAGTCTTATAAAAACAAAGGATGTT
GAAGGATCTAAAAAACTTGCTAACGAACTAGCTGAAATATTGAGATTCTTTACTTTAAAT
TCAAAATTATCTGAAAGAATTAAATAGAATCCTAGCAGCTATTTTGAAGGAGATACTTTA
ACTTATGCTGATTTTGCTATTATCCCTCATGTTAAAGTACTAGAAACTAACTATAAAATA
TTCTTTAAAAGCAGTTTATTTGAATAAATTGAAAACTAGGATGAGTTAATCTAGAATTTC
AAAACCTATTATTAAAATGTTGTTTCTTCTGATTCATTCAAAAGGGCTGTAACTAATCCT
GTTACACTACCTCCATAAGGAGACAATTTCGTTTTAGATGAGTTATAATACACAACTGAA
AACTTTAATTATGAAAACCTTTCAGAAACTTACATGAATAAAAAATTCGCATAAGCTTGA

Protein uzunlugu:

>76.m00233
MSQLTLYGFLLCPYVQRVRFALEKIGVKYDYKEIDLFKLKQKEQAYLDINPFGKVPTIVI
NNQIVYESLPLLEFLENEFGSVFPODNIRKTQORIWTTYFDONFISKMWGIFSLIKTKDV
EGSKKLANELAEILRFFTLNSKLSERIKQNPSSYFEGDTLTYADFAIIPHVKVLETNYKI
FFKSSLFEQIENQDELIQONFKTYYQNVVSSDSFKRAVINPVILPPQGDNFVLDELQYTTE
NENYENLSETYMNKKFAQA*
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TTHERM 00924320
Genomik dizi uzunlugu:928
Agik okuma gergevesi: 813

Protein uzunlugu: 270

Genomik dizi uzunlugu:

>164.t00052
ATGGATATTACTGCTACTAACGAACCTGTAAGATTCTACTGCTTTGTTACTTGTCCTTAC
GCCATCAGGGTAAGAACCGCTTTAGAACTCCTCTAAGTACCATATGAATATAATGAAATT
GATCTATTGGTAAATTAATAACTTACTCCTGAGTTCCTAAAAATAAATCCCCTCCATTAA
GTACCAGTGATTATTAACAAGCAAGGATAGGTAGATTATAAATATTCTTATAATTAAATG
TAATTTATTATTTTATTAGACTATATCAGAAAGCTTGGTCTGCTTAGAGTATCTCAATGA
TAAATACTAACCTGGCTTGCTTCCTTAAGACAGTTTCTAAAGAGCCCAAATCAGAAAATG
GATCACATATTATAGTTCTATTGACGCAAAGAAATGGAGAATTTTAGGTGCTATTAGAAA
CAAAAATAAAGAAGAAGCTTATCGTATTCTAAATGAAATTTAATAAAATTTAAAATTCTT
GTCATCTTAAATTGATTTGCCAATTAGAGTTGAATAAAATTCAAAAACCTTCTITGTTTGG
TTCTACTTTTGGGATGGGTGATATTGCTATTCTACCAGTTTTAGATTAAATGATTATATT
ATTTGAAACTGCATTTGGAAAGTAATTTTATTTTTTAAAATGTTTAATTTTTTGTAAAAT
AAATATCTAACTTTTTTATTITTTTAAGGCATATTTTAAAAGATAATTTGAATGGAAAAGA
TGTTGATGCACTAAAAGCACTTTATATTTGGTTTGAAAATACCAAATAGTAACCTGCATA
CTAAAAGTCAACATACAAGCTTTAGAGTCTACCATAAAATCCTCTAATTGATGAACTTAA
CTTAAGAAATAACTGGCAATTCGATAAATATTACATAAACTTTGCATAAAGAAAGTTCTT
CCCTAGTGGTTAAATCCCAAAATTATGA

Agik okuma gergevesi:

>164.m00105
ATGGATATTACTGCTACTAACGAACCTGTAAGATTCTACTGCTTTGTTACTTGTCCTTAC
GCCATCAGGGTAAGAACCGCTTTAGAACTCCTCTAAGTACCATATGAATATAATGAAATT
GATCTATTGGTAAATTAATAACTTACTCCTGAGTTCCTAAAAATAAATCCCCTCCATTAA
GTACCAGTGATTATTAACAAGCAAGGATAGACTATATCAGAAAGCTTGGTCTGCTTAGAG
TATCTCAATGATAAATACTAACCTGGCTTGCTTCCTTAAGACAGTTTCTAAAGAGCCCAA
ATCAGAAAATGGATCACATATTATAGTTCTATTGACGCAAAGAAATGGAGAATTTTAGGT
GCTATTAGAAACAAAAATAAAGAAGAAGCTTATCGTATTCTAAATGAAATTTAATAAAAT
TTAAAATTCTTGTCATCTTAAATTGATTTGCCAATTAGAGTTGAATAAAATTCAAAAACC
TTCTTGTTTGGTTCTACTTTTGGGATGGGTGATATTGCTATTCTACCAGTTTTAGATTAA
ATGATTATATTATTTGAAACTGCATTTGGAAAGCATATTTTAAAAGATAATTTGAATGGA
AAAGATGTTGATGCACTAAAAGCACTTTATATTTGGTTTGAAAATACCAAATAGTAACCT
GCATACTAAAAGTCAACATACAAGCTTTAGAGTCTACCATAAAATCCTCTAATTGATGAA
CTTAACTTAAGAAATAACTGGCAATTCGATAAATATTACATAAACTTTGCATAAAGAAAG
TTCTTCCCTAGTGGTTAAATCCCAAAATTATGA

Protein uzunlugu:

>164.m00105
MDITATNEPVRFYCFVTCPYAIRVRTALELLQVPYEYNEIDLLVNQQLTPEFLKINPLHQ
VPVIINKQGQTISESLVCLEYLNDKYQPGLLPQDSFQRAQIRKWITYYSSIDAKKWRILG
AIRNKNKEEAYRILNEIQONLKFLSSQIDLPIRVEQNSKTFLFGSTFGMGDIAILPVLDQ
MIILFETAFGKHILKDNLNGKDVDALKALYIWFENTKQQPAYQKSTYKLQSLPONPLIDE
LNLRNNWQFDKYYINFAQRKFFPSGQIPKL*
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TTHERM 00572020
Genomik dizi uzunlugu:833
Agik okuma gergevesi: 780

Protein uzunlugu: 259

Genomik dizi uzunlugu:

>76.t00108
ATGTCATAACCCCACCTTAAATTATACGGAAATATACTTTGTCCTTATGTACAAAGAGTG
AGATTTGCTTTGGAAGCCTTGAAACTTTAATACGATTATGTAGAAATAGATTTGTTAGCT
AAAAAGCATTTATAAGAAGAATATCTTGCTATTAATCCCTTGGGATGTGTCCCAACAATT
AACATTAATAACTCAGTAAAATAAATTAATAAATGTTTTAATTTTTCTAATTTTTTATTT
AAAAACAGAATGTTTATGAAAGTCTTGTCTTGCTAGAGTTCCTCGAAGAGTAATTTGGAA
ATGTTTTCCCAAAAGATACTATAAAAAGAGCTCAGCAGAGAATATGGGCAAACTATTATG
ATTAAAATGTGATTGGAAATATTTGGGATGTATTCTAAGTCTACAAGAGCAAGGACGAAG
AGGGCTTAAAAAAGTTGGCCAATAAACTTGCAGAAGAAATCAGGTACTGGGTTAAGCAAA
CTAAATTATCAGAAAGAGTAAAGGCTAACCCTAAAACTTTCTATGAAGGTGAATAACTTA
CCTATGTTGACTTTGCTGTCGTTCCTCATACAAGATACTTAGAAGATATTGTTCGTGTCA
CATTCAACAAATAATTATTTGATTTGGTTGAAAATGATGATCTAATTAAAGATTTTAGAA
CCTACATTAACAACGTAACCTCTTCTGAAGCTTATAATAGAATAACCCATAAGCTTCCAT
CATTACCAGCCCACGGAGAAAACTCCCTCCTTGATAGCCTTAACTTTACTCCCGAAACTT
ATGACTACAGTAAACTCGTAAGAGCTTATCTTTCCAAAAGATTTGAATCCTGA

Agik okuma gergevesi:

>76.m00234
ATGTCATAACCCCACCTTAAATTATACGGAAATATACTTTGTCCTTATGTACAAAGAGTG
AGATTTGCTTTGGAAGCCTTGAAACTTTAATACGATTATGTAGAAATAGATTTGTTAGCT
AAAAAGCATTTATAAGAAGAATATCTTGCTATTAATCCCTTGGGATGTGTCCCAACAATT
AACATTAATAACTCAAATGTTTATGAAAGTCTTGTCTTGCTAGAGTTCCTCGAAGAGTAA
TTTGGAAATGTTTTCCCAAAAGATACTATAAAAAGAGCTCAGCAGAGAATATGGGCAAAC
TATTATGATTAAAATGTGATTGGAAATATTTGGGATGTATTCTAAGTCTACAAGAGCAAG
GACGAAGAGGGCTTAAAAAAGTTGGCCAATAAACTTGCAGAAGAAATCAGGTACTGGGTT
AAGCAAACTAAATTATCAGAAAGAGTAAAGGCTAACCCTAAAACTTTCTATGAAGGTGAA
TAACTTACCTATGTTGACTTTGCTGTCGTTCCTCATACAAGATACTTAGAAGATATTGTT
CGTGTCACATTCAACAAATAATTATTTGATTTGGTTGAAAATGATGATCTAATTAAAGAT
TTTAGAACCTACATTAACAACGTAACCTCTTCTGAAGCTTATAATAGAATAACCCATAAG
CTTCCATCATTACCAGCCCACGGAGAAAACTCCCTCCTTGATAGCCTTAACTTTACTCCC
GAAACTTATGACTACAGTAAACTCGTAAGAGCTTATCTTTCCAAAAGATTTGAATCCTGA

Protein uzunlugu:

>76.m00234
MSQPHLKLYGNILCPYVQRVRFALEALKLQYDYVEIDLLAKKHLOQEEYLAINPLGCVPTI
NINNSNVYESLVLLEFLEEQFGNVFPKDTIKRAQQRIWANYYDONVIGNIWDVEQVYKSK
DEEGLKKLANKLAEEIRYWVKQTKLSERVKANPKTFYEGEQLTYVDFAVVPHTRYLEDIV
RVTFNKQLFDLVENDDLIKDFRTYINNVTSSEAYNRITHKLPSLPAHGENSLLDSLNEFTP
ETYDYSKLVRAYLSKRFES
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TTHERM_ 00572000
Genomik dizi uzunlugu:843
Agik okuma gergevesi: 780

Protein uzunlugu: 259

Genomik dizi uzunlugu:

>76.t00106
ATGTCTTAATTAACATTATACGGTTTTCTCCTCTGCCCTTATGTTTAAAGAGTGAGATTT
GCTTTAGAAAACATTGGAGTTAAGTATGACTACAAAGAAGTTGATCTGTATAAATTTAAA
CATAAAGAGTAGGCATATTTAGATATCAATCCTTTTGGAAAGGTTCCTTCAATATCTTTC
AACAACTAGGTATTTATAATTTCTTGAACAATTAATCAAACTAACTAAATATATATTCAA
TTAACTAATTAGATTATCTATGAAAGTCTCCCTCTTCTTGAATTCTTAGAAAATGAATTT
GGTGGTGTTTTCCCTTAAGATAACATTAGAAAGACATAATAGAGAATATGGGCAAATTAC
TTTGATTAAAATTTTATTGATAAAATGTGGGCTATACTTGGAATTATAAAAAAAAAGGAT
GCTGAAGGATCTAAGAAGCTTGCTAACGAATTAGCTGAAGCTGTGAGATTCTTTACAAAA
AATTCAAAGCTATCTGAAAGAATTAAATTAAACCCAAACAACTATTTCGAAGGAGACACA
TTAACTTATGTTGATTTTGCTGTTGTTCCTCATTTCAAAATGCTTGATGCTATGTATAGA
GCATTCTTTAAAGTCAATTTCTTTGATTAAATTGAAAATTAGGATGAACTAATATAGAAT
TTCAAAACTTACTATCAAAATGTTATTTCATCCGACTCTTTCAAAAGGACTGTAACTAAT
CCTCTTAATCTTCCTGCCTAAGGAGATAACTTCCTTTTAGATCAATTATAATACACTCCT
GAAAGCTATCATTTTGATAATTTTATAGAAATTTATATTACTAAAAAATTTGTAGAAGCT
TGA

Agik okuma gergevesi:

>76.m00232
ATGTCTTAATTAACATTATACGGTTTTCTCCTCTGCCCTTATGTTTAAAGAGTGAGATTT
GCTTTAGAAAACATTGGAGTTAAGTATGACTACAAAGAAGTTGATCTGTATAAATTTAAA
CATAAAGAGTAGGCATATTTAGATATCAATCCTTTTGGAAAGGTTCCTTCAATATCTTTIC
AACAACTAGATTATCTATGAAAGTCTCCCTCTTCTTGAATTCTTAGAAAATGAATTTGGT
GGTGTTTTCCCTTAAGATAACATTAGAAAGACATAATAGAGAATATGGGCAAATTACTTT
GATTAAAATTTTATTGATAAAATGTGGGCTATACTTGGAATTATAAAAAAAAAGGATGCT
GAAGGATCTAAGAAGCTTGCTAACGAATTAGCTGAAGCTGTGAGATTCTTTACAAAAAAT
TCAAAGCTATCTGAAAGAATTAAATTAAACCCAAACAACTATTTCGAAGGAGACACATTA
ACTTATGTTGATTTTGCTGTTGTTCCTCATTTCAAAATGCTTGATGCTATGTATAGAGCA
TTCTTTAAAGTCAATTTCTTTGATTAAATTGAAAATTAGGATGAACTAATATAGAATTTC
AAAACTTACTATCAAAATGTTATTTCATCCGACTCTTTCAAAAGGACTGTAACTAATCCT
CTTAATCTTCCTGCCTAAGGAGATAACTTCCTTTTAGATCAATTATAATACACTCCTGAA
AGCTATCATTTTGATAATTTTATAGAAATTTATATTACTAAAAAATTTGTAGAAGCTTGA

Protein uzunlugu: >76.m00232
MSQLTLYGFLLCPYVQRVRFALENIGVKYDYKEVDLYKFKHKEQAYLDINPFGKVPSISFEF
NNQIIYESLPLLEFLENEFGGVEFPQDNIRKTQQORIWANYFDONEF IDKMWAILGIIKKKDA
EGSKKLANELAEAVRFFTKNSKLSERIKLNPNNYFEGDTLTYVDFAVVPHFKMLDAMYRA
FFKVNFFDQIENQDELIQNFKTYYQONVISSDSFKRTVTINPLNLPAQGDNFLLDQLQYTPE
SYHFDNFIEIYITKKEVEA
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TTHERM_ 00400730
Genomik dizi uzunlugu:839
Agik okuma gergevesi: 780

Protein uzunlugu: 259

Genomik dizi uzunlugu:

>43.t00067
ATGTCTTAATTAACATTATACGGTTTTCTCCTCTGCCCTTATGTATAAAGAGCGAGATTT
GCTTTAGAAAACATTGGAGTTAAGTATGACTACAAAGAAATTGATATATATAAATTTAAA
CATAGAGAGTAGGCATATTTAGATATCAATCCTTTTGGAAAGGTTCCTTCAATATCTTTC
AACAACTAGGTATTTATAAATTCTTGAACAATTAATCAATCTAACTAAATATATACTCAA
ATAATTAGATTATTTATGAAAGTCTCCCCCTTCTTGAATTCCTAGAAAATGAATTTGGTG
GTGTCTTCCCTTAAGATAACATTAGAAAAACATAATAGAGAATATGGGCAAATTACTTTA
ATTCAAATTTTATTGATAGAATGTGGGCTATCTTTGGAATTATAAAAAAAAAGGATGCTG
AAGGATCTAAGAAGCTTGCTAACGAATTAGCTGAAGTTCTGAGATTCTTTACAAAAAATT
CCAAGCTATCTGAAAGAATTAAATTAAACCCAAATAGCTATTTCGAAGGAGAAACATTAA
CTTATGTTGATTTTGCTATTGGTCCTCATTTCAAAATGCTTGATGCTATGTATAGAGTAT
TCTTTAAAGTCAACTTCTTTGATTAAATTGAAAATTAGGATGAACTAATCTAGAATTTCA
AAATTTACTTTCAAAATGTTGTTTCATCCGACTCTTTCAAAAGGACTGTAACTAATCCTC
TTAATCTTCCTGCCTAAGGAGATAACTTCCTTTTAGATCAATTATAATACACTCCTAAAA
GCTATCATTTTGATAATTTTATAGAATTTTATATTACTAAAAGATACGTAGAAGCTTGA

Agik okuma gergevesi:

>43.m00235
ATGTCTTAATTAACATTATACGGTTTTCTCCTCTGCCCTTATGTATAAAGAGCGAGATTT
GCTTTAGAAAACATTGGAGTTAAGTATGACTACAAAGAAATTGATATATATAAATTTAAA
CATAGAGAGTAGGCATATTTAGATATCAATCCTTTTGGAAAGGTTCCTTCAATATCTTTC
AACAACTAGATTATTTATGAAAGTCTCCCCCTTCTTGAATTCCTAGAAAATGAATTTGGT
GGTGTCTTCCCTTAAGATAACATTAGAAAAACATAATAGAGAATATGGGCAAATTACTTT
AATTCAAATTTTATTGATAGAATGTGGGCTATCTTTGGAATTATAAAAAAAAAGGATGCT
GAAGGATCTAAGAAGCTTGCTAACGAATTAGCTGAAGTTCTGAGATTCTTTACAAAAAAT
TCCAAGCTATCTGAAAGAATTAAATTAAACCCAAATAGCTATTTCGAAGGAGAAACATTA
ACTTATGTTGATTTTGCTATTGGTCCTCATTTCAAAATGCTTGATGCTATGTATAGAGTA
TTCTTTAAAGTCAACTTCTTTGATTAAATTGAAAATTAGGATGAACTAATCTAGAATTTC
AAAATTTACTTTCAAAATGTTGTTTCATCCGACTCTTTCAAAAGGACTGTAACTAATCCT
CTTAATCTTCCTGCCTAAGGAGATAACTTCCTTTTAGATCAATTATAATACACTCCTAAA
AGCTATCATTTTGATAATTTTATAGAATTTTATATTACTAAAAGATACGTAGAAGCTTGA

Protein uzunlugu:

>43.m00235
MSQLTLYGFLLCPYVQRARFALENIGVKYDYKEIDIYKFKHREQAYLDINPFGKVPSISF
NNQIIYESLPLLEFLENEFGGVFPODNIRKTQORIWANYEFNSNFIDRMWAIFGIIKKKDA
EGSKKLANELAEVLRFFTKNSKLSERIKLNPNSYFEGETLTYVDFAIGPHFKMLDAMYRV
FFKVNFFDQIENQDELIQNFKIYFQNVVSSDSFKRTVINPLNLPAQGDNFLLDQLQYTPK

SYHFDNFIEFYITKRYVEA*
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TTHERM 00161470
Genomik dizi uzunlugu:690
Agik okuma gergevesi: 690

Protein uzunlugu: 229

Genomik dizi uzunlugu:

>13.t00228
ATGTAAGATTAACAACAAACCCTAAGTCTTTATATGGACTGGATGTCTTAGCCTTCTAGA
TGCGTTGCAATTTTTTGCATGATAAATAAAATCCCTGTTGATATCTCAGAGGTAAAAATT
CTCAAAGGATAGCTCAGAAGTCAAGAATACAAAAGAATCAATCCTAATATGAGAGTTCCT
ACTATTAAAGACGGTAAATTCGTGCTTTATGAGTCTCATGCAATACTTAAATATTTGATA
GCTTCAAGGGCATAATATATTCCTGAACATTGGTATCCTAAGGATATAAAAGAACGTGCA
TTAGTAGATTAATATTTAGACTGGCACCACACAAATATCAGAAACGCAGGAATGTATATT
TTCAACTACTTTGTGCTTCCAAGTTTAGGTATTTAGTCTAAGTAGAATAAAGAAACTATT
TACAAATTGTTTATCTAATCCTTGAAAATGATTGATACAATATTTTTAGCTGATAAGCCA
TATATTGCTTCAAAGGAAAAAGCAACTATCGCTGATCTCTCCTGCTATTGCGAAATTACC
TAAGTTAATTTAATTGATTTTGATTTCTCTCCTTATCCTAACATTCTTAAGTGGATGTAA
AGACTTACTGCTGAATATCCATAGCTAGTTGAAGGACATCAACCTTTTATGAAATTTGTT
TAGAAGATTAAAGAAAAATAAAATTTATGA

Agik okuma gergevesi:

>13.m00496
ATGTAAGATTAACAACAAACCCTAAGTCTTTATATGGACTGGATGTCTTAGCCTTCTAGA
TGCGTTGCAATTTTTTGCATGATAAATAAAATCCCTGTTGATATCTCAGAGGTAAAAATT
CTCAAAGGATAGCTCAGAAGTCAAGAATACAAAAGAATCAATCCTAATATGAGAGTTCCT
ACTATTAAAGACGGTAAATTCGTGCTTTATGAGTCTCATGCAATACTTAAATATTTGATA
GCTTCAAGGGCATAATATATTCCTGAACATTGGTATCCTAAGGATATAAAAGAACGTGCA
TTAGTAGATTAATATTTAGACTGGCACCACACAAATATCAGAAACGCAGGAATGTATATT
TTCAACTACTTTGTGCTTCCAAGTTTAGGTATTTAGTCTAAGTAGAATAAAGAAACTATT
TACAAATTGTTTATCTAATCCTTGAAAATGATTGATACAATATTTTTAGCTGATAAGCCA
TATATTGCTTCAAAGGAAAAAGCAACTATCGCTGATCTCTCCTGCTATTGCGAAATTACC
TAAGTTAATTTAATTGATTTTGATTTCTCTCCTTATCCTAACATTCTTAAGTGGATGTAA
AGACTTACTGCTGAATATCCATAGCTAGTTGAAGGACATCAACCTTTTATGAAATTTGTT
TAGAAGATTAAAGAAAAATAAAATTTATGA

Protein uzunlugu:

>13.m00496
MODQQQTLSLYMDWMSQPSRCVAIFCMINKIPVDISEVKILKGQLRSQEYKRINPNMRVP
TIKDGKFVLYESHAILKYLIASRAQYIPEHWYPKDIKERALVDQYLDWHHTNIRNAGMY I
FNYFVLPSLGIQSKQONKETIYKLFIQSLKMIDTIFLADKPYIASKEKATIADLSCYCEIT
QVNLIDFDFSPYPNILKWMQRLTAEYPQLVEGHQPFMKFVQKIKEKQNL*
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TTHERM 00689990
Genomik dizi uzunlugu:723
Agik okuma gergevesi: 723

Protein uzunlugu: 240

Genomik dizi uzunlugu:

>105.t00076
ATGTCCAATACAGAAGATAAAATAATACTTGGATATTGGGATTACAGAGGTCGTCCATAG
CCTCTAAAGTTTTTATTGGAGTATATGGGTATTCCTTTCGAATAGAAGTATTATTCATAT
GATAACCCTGATGAATGGTATGAAAAAGATAAAAAGACAATTAAACCATTTTCTAACCTT
CCTTATCTCTAAACCAAAGATGGAATTCTAACAGAGACGTGTTCCATAATTAAATATTTG
TTAAAGCGTTTTCCTTAATTCAAAGACCTTTTAGGTAAAGAGTAAGATGAAATATTTGTA
GACTAAATGCTTAGTGTTATGAATGATTTAAGAGATGTCTTAAAAGCTCTTCATTTCAAC
CCAGATGTTCACAAAGTCAAGAGAGATACTTTATTAACAATTCTTCCAAAGATGCTTGAC
TTTAAAGATATACGAGGAGATAAATAGTTCTTATTGCCTTATTTAACTATTGCTGATTTT
GAGCTTGTAGAAATTTTATTACTTTTCAAGCATTTAGATTCAGAACTATTTGACTAACAT
CTATCAAGCTTTGAAAAATTTCTTTAAGATTTTCATAATCTTCCAAGAATAAAAGAGTAT
GTTAGGTCAGATAAATACTAAAAACTACTCACTTTCTTTGCTAAACCTAAAGCTTACCTT
TAAAGTGATAAATTTATCATCGAATACAATAAATAGTTTTTGCAAAATAACACAAAATTG
TGA

Agik okuma gergevesi:

>105.m00162
ATGTCCAATACAGAAGATAAAATAATACTTGGATATTGGGATTACAGAGGTCGTCCATAG
CCTCTAAAGTTTTTATTGGAGTATATGGGTATTCCTTTCGAATAGAAGTATTATTCATAT
GATAACCCTGATGAATGGTATGAAAAAGATAAAAAGACAATTAAACCATTTTCTAACCTT
CCTTATCTCTAAACCAAAGATGGAATTCTAACAGAGACGTGTTCCATAATTAAATATTTIG
TTAAAGCGTTTTCCTTAATTCAAAGACCTTTTAGGTAAAGAGTAAGATGAAATATTTGTA
GACTAAATGCTTAGTGTTATGAATGATTTAAGAGATGTCTTAAAAGCTCTTCATTTCAAC
CCAGATGTTCACAAAGTCAAGAGAGATACTTTATTAACAATTCTTCCAAAGATGCTTGAC
TTTAAAGATATACGAGGAGATAAATAGTTCTTATTGCCTTATTTAACTATTGCTGATTTT
GAGCTTGTAGAAATTTTATTACTTTTCAAGCATTTAGATTCAGAACTATTTGACTAACAT
CTATCAAGCTTTGAAAAATTTCTTTAAGATTTTCATAATCTTCCAAGAATAAAAGAGTAT
GTTAGGTCAGATAAATACTAAAAACTACTCACTTTICTTTGCTAAACCTAAAGCTTACCTT
TAAAGTGATAAATTTATCATCGAATACAATAAATAGTTTTTGCAAAATAACACAAAATTG
TGA

Protein uzunlugu:

>105.m00162
MSNTEDKIILGYWDYRGRPQPLKFLLEYMGIPFEQKYYSYDNPDEWYEKDKKTIKPEFSNL
PYLQTKDGILTETCSIIKYLLKRFPQFKDLLGKEQDEIFVDOMLSVMNDLRDVLKALHEN
PDVHKVKRDTLLTILPKMLDFKDIRGDKQFLLPYLTIADFELVEILLLFKHLDSELEFDQH
LSSFEKFLOQDFHNLPRIKEYVRSDKYQKLLTFFAKPKAYLQSDKFIIEYNKQFLONNTKL

*
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TTHERM 00205200
Genomik dizi uzunlugu:675
Agik okuma gergevesi: 675

Protein uzunlugu: 224

Genomik dizi uzunlugu:

>17.t00162
ATGAGCAATTTAATTTTAAGCTATTGGAACTTAAGAGGTAGAACTGAGCCTATCAGAATG
CTCTTAAATTATCTATAATTACCTTACACCTATAAGGGATACGATCTTTCTAGCTATAAT
TAGTGGAAGTAAGTTGACAAACCTGCTCTTTAGTCTGATTTCCCTAATTTACCCTATCTT
AAAGATGGAGACTATGTTTTAACAGAGTCAGATGCAATAGCTCAATACGTTTGTGTAAAA
GCTAACAGAGAAGACATGATTGGCACAACCATTGAGGACAGAATCAATATTGCTAGAATC
AGAGGGATTGTAAATGAAAATATATACTTGATTGGACAGCTTGCTTATAGCCCTAAATAC
AAAGAAGAATTAAAAGCAAACTTCTAAAGATTCTCAGTCCCCTTTGGCTAATTAAATAAT
TATTTAAATAATAAGGAGTATATCAATAATGGTAAAATTTGCTATTATGACTTCTACCTT
TATGAGCTTATGTTCATCGCTCATAAAATATTTAAAGAAGAAAATGTCTTTGATGTTTTT
CCAAATCTTCGTAGTCACTACTACAGAATCTAGAATTTACCCTAAATATAAGACTATTTIG
AATTCCGATAGATACAACAAATCATTCGTTATCTACGGGCCAACTTCTGTATGGAATTCT
GATTCAACTCTTTGA

Agik okuma gergevesi:

>17.m00401
ATGAGCAATTTAATTTTAAGCTATTGGAACTTAAGAGGTAGAACTGAGCCTATCAGAATG
CTCTTAAATTATCTATAATTACCTTACACCTATAAGGGATACGATCTTTCTAGCTATAAT
TAGTGGAAGTAAGTTGACAAACCTGCTCTTTAGTCTGATTTCCCTAATTTACCCTATCTT
AAAGATGGAGACTATGTTTTAACAGAGTCAGATGCAATAGCTCAATACGTTTGTGTAAAA
GCTAACAGAGAAGACATGATTGGCACAACCATTGAGGACAGAATCAATATTGCTAGAATC
AGAGGGATTGTAAATGAAAATATATACTTGATTGGACAGCTTGCTTATAGCCCTAAATAC
AAAGAAGAATTAAAAGCAAACTTCTAAAGATTCTCAGTCCCCTTTGGCTAATTAAATAAT
TATTTAAATAATAAGGAGTATATCAATAATGGTAAAATTTGCTATTATGACTTCTACCTT
TATGAGCTTATGTTCATCGCTCATAAAATATTTAAAGAAGAAAATGTCTTTGATGTTTTT
CCAAATCTTCGTAGTCACTACTACAGAATCTAGAATTTACCCTAAATATAAGACTATTTG
AATTCCGATAGATACAACAAATCATTCGTTATCTACGGGCCAACTTCTGTATGGAATTCT
GATTCAACTCTTTGA

Protein uzunlugu:

>17.m00401
MSNLILSYWNLRGRTEPIRMLLNYLQLPYTYKGYDLSSYNQWKQVDKPALQSDFPNLPYL
KDGDYVLTESDAIAQYVCVKANREDMIGTTIEDRINIARIRGIVNENIYLIGQLAYSPKY
KEELKANFQRFSVPFGQLNNYLNNKEYINNGKICYYDFYLYELMF IAHKIFKEENVEDVFE
PNLRSHYYRIQNLPQIQDYLNSDRYNKSFVIYGPTSVWNSDSTL*
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TTHERM 00463010
Genomik dizi uzunlugu:684
Agik okuma gergevesi: 684

Protein uzunlugu: 227

Genomik dizi uzunlugu:

>54.t00058
ATGGCTGAAAAAAATTAGATTACATTAGGGTATTGGAATATAAGAGGTTTAGGTTAGCTA
AGCAGATATCTTCTTGAATACACTGGTCTTAAGTACAAGGAAAAGAGATATTAAAAGCTT
GAGGAATGGTTCTAAAAGGATAAGTAAGGATTAGGAATAGAATTTGCAAACTTACCTTAT
TTAATAGATGGAGATTTAAAATTAACCGAAAGCCACGCAGTAAATCTGTACATTATAAGA
AAGAGCGGCAAGAATGAATTGCTAGGAACTAATCTGATCGAGGAATCTAAAATTAGAGAG
CTTATTGGATATTTAGAAGATTTTTTCAGATAAATATTAACTTTGTGCTTTAATCCTTAA
TTTAGTATCATTAAGTAACAAAAGTATAATGATGACTTTAGCCTAAGATTGCAAAGATTG
GAAAATCAGCTCACTAAAGACAACAGAAAATGGCTTAATGGTCAATCACTTAGCCTTCCT
GATTTTATATTCTATGAAATTAGTTAATACATTAAAGGAATCTATCCCGAAGAATTTAAA
AAACTGCCAAAAATCTAAGCCTTCCAAGCCCGTTTTGAAGAAATTGAGTAAATATAAGAC
TATATGATGTCTGAAGAGTACATTTATGCTCCATTCTTAGCAGTTGGTCATGGAGCCTAA
TGGACTGGCTTAAAATAAAAATGA

Agik okuma gergevesi:

>54.m00209
ATGGCTGAAAAAAATTAGATTACATTAGGGTATTGGAATATAAGAGGTTTAGGTTAGCTA
AGCAGATATCTTCTTGAATACACTGGTCTTAAGTACAAGGAAAAGAGATATTAAAAGCTT
GAGGAATGGTTCTAAAAGGATAAGTAAGGATTAGGAATAGAATTTGCAAACTTACCTTAT
TTAATAGATGGAGATTTAAAATTAACCGAAAGCCACGCAGTAAATCTGTACATTATAAGA
AAGAGCGGCAAGAATGAATTGCTAGGAACTAATCTGATCGAGGAATCTAAAATTAGAGAG
CTTATTGGATATTTAGAAGATTTTTTCAGATAAATATTAACTTTGTGCTTTAATCCTTAA
TTTAGTATCATTAAGTAACAAAAGTATAATGATGACTTTAGCCTAAGATTGCAAAGATTG
GAAAATCAGCTCACTAAAGACAACAGAAAATGGCTTAATGGTCAATCACTTAGCCTTCCT
GATTTTATATTCTATGAAATTAGTTAATACATTAAAGGAATCTATCCCGAAGAATTTAAA
AAACTGCCAAAAATCTAAGCCTTCCAAGCCCGTTTTGAAGAAATTGAGTAAATATAAGAC
TATATGATGTCTGAAGAGTACATTTATGCTCCATTCTTAGCAGTTGGTCATGGAGCCTAA
TGGACTGGCTTAAAATAAAAATGA

Protein uzunlugu:

>54.m00209
MAEKNQITLGYWNIRGLGQLSRYLLEYTGLKYKEKRYQKLEEWFQKDKQGLGIEFANLPY
LIDGDLKLTESHAVNLYITRKSGKNELLGTNLIEESKIRELIGYLEDFFRQILTLCENPQ
FSIIKQQKYNDDFSLRLORLENQLTKDNRKWLNGQSLSLPDFIFYEISQYIKGIYPEEFK
KLPKIQAFQARFEEIEQIQDYMMSEEYIYAPFLAVGHGAQWTGLKQK™*
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TTHERM 00661650
Genomik dizi uzunlugu:660
Agik okuma gergevesi: 660

Protein uzunlugu: 219

Genomik dizi uzunlugu:

>98.t00054
ATGACAACTCTTGGTTACTGGGGCATCAGAGGTTTGGCTCAACCTATCCGTTTCTTACTT
GCCTACTTAGGTGTCTAATACACTAATAAGGCCTACGCCAATCCTGAAGAATGGTTCGGA
AAGGATAAGAATGAACTCGGCTTTGACTTCCCCAACATTCCCTACTTAATTGATGGTGAT
CTTAAACTTACTGAATCTTCTGCTATTCCTATTTATCTTATCAGAAAGCACAAAAGAAAC
GAGTTGTTAGGATCTTCTGCTGACGGTTCTTACAGTGAAAAGGAAGTTAGAGTCGCTTAA
ATTGTTGGTGTTATTAGAGATCTTTTTAAGGAACTCACAGGCTTATGTTTCAACCCTGAC
TTCAAAAACATTAAAGAAAAGCTCTACACTGAAAAGCTCGAACTCTTAATTAAGAGACTC
GGTGCTTATCTTGGTGATAAGGAATTCATAGTTGGTACCTTGACTTATGCTGATTTTCTT
TTCTATGAAGCCCTCAGCTATATTAGACATATTTATCCCCAAGCCATTTGTGCTACTCTT
ACTGCTTATATCAACAGATTTGAAAACCTCCCTGGTATTAAGGAATACATTGCTAGCCAT
GCCTAAGAACTTAAGGTTTTCTTACCTCCTCAAAGAGCTACCTGGTCTGGTCCTTAATGA

Agik okuma gergevesi:

>98.m00153
ATGACAACTCTTGGTTACTGGGGCATCAGAGGTTTGGCTCAACCTATCCGTTTCTTACTT
GCCTACTTAGGTGTCTAATACACTAATAAGGCCTACGCCAATCCTGAAGAATGGTTCGGA
AAGGATAAGAATGAACTCGGCTTTGACTTCCCCAACATTCCCTACTTAATTGATGGTGAT
CTTAAACTTACTGAATCTTCTGCTATTCCTATTTATCTTATCAGAAAGCACAAAAGAAAC
GAGTTGTTAGGATCTTCTGCTGACGGTTCTTACAGTGAAAAGGAAGTTAGAGTCGCTTAA
ATTGTTGGTGTTATTAGAGATCTTTTTAAGGAACTCACAGGCTTATGTTTCAACCCTGAC
TTCAAAAACATTAAAGAAAAGCTCTACACTGAAAAGCTCGAACTCTTAATTAAGAGACTC
GGTGCTTATCTTGGTGATAAGGAATTCATAGTTGGTACCTTGACTTATGCTGATTTTCTT
TTCTATGAAGCCCTCAGCTATATTAGACATATTTATCCCCAAGCCATTTGTGCTACTCTT
ACTGCTTATATCAACAGATTTGAAAACCTCCCTGGTATTAAGGAATACATTGCTAGCCAT
GCCTAAGAACTTAAGGTTTTCTTACCTCCTCAAAGAGCTACCTGGTCTGGTCCTTAATGA

Protein uzunlugu:

>98.m00153
MTTLGYWGIRGLAQPIRFLLAYLGVQYTNKAYANPEEWFGKDKNELGFDFPNIPYLIDGD
LKLTESSAIPIYLIRKHKRNELLGSSADGSYSEKEVRVAQIVGVIRDLFKELTGLCENPD
FKNIKEKLYTEKLELLIKRLGAYLGDKEFIVGTLTYADFLFYEALSYIRHIYPQAICATL
TAYINRFENLPGIKEYIASHAQELKVFLPPQRATWSGPQ*

107



TTHERM 00661660
Genomik dizi uzunlugu:787
Agik okuma gergevesi: 660

Protein uzunlugu: 219

Genomik dizi uzunlugu:

>98.t00055
ATGGCTACTTTAGGATATTGGGGTTTTAGAGGTTTAGCATAACCTATTCGTITTTTTATTA
GCTTATTTGGGTGTACAATATACTGATAAACACTACACAAAAGGAGAAGATTGGTTTGAA
AATGATAAAAAGAATTTAGGAATGGACTTTCCTAATATTCCTTATTTCATTGATAACGAT
ATTAAAATTAGCGAATCATCTGCAATCCCTTTCTATATAATCAAGAAGTATAAAAAACCC
GAACTATTAGGCTAGAATGCCGACGGATCTTTCAACGAAAAGGAAATTAAAGTTCAATAA
GTGATCGGCGTTATTAAAGATATCAATAAAGAATTGATGGGACTTTGCTTCAATCCTGAC
TTTGCTAATGCCAAAGACAAGGTTTACAACGAAAAACTTTCAGTAGGTCTTAAAGTAAAT
ATTCATGTTTATCTCAATTAAAAAACTATGTTTAAAATATTATATTTTTTAAATTCTTAA
AAATAAATGCAAGCATGTTTGTAAAATAAATATATAAAAATATTTTAATTCTGTTTAATA
GAAATTAAATGACTTCTTAGGCAACAAAGATTTCTTGCTTGGTACTCTAACATATGCAGA
TTTCTTATTCTATGAGACACTTTCTTACTTCAAACACATTTTCCCTTAAAGTATTACTCC
TACCCTTGCAAATTACTTAAATAGATTCCAAAATCTTCCTGGAGTCAAGGAATATATTGC
TAAACCTTCAGTAGATCTTAATGCCTTTTTACCTCCCTAAAGAGCTGCTTGGCATGGTCC
TAAATGA

Agik okuma gergevesi:

>98.m00154
ATGGCTACTTTAGGATATTGGGGTTTTAGAGGTTTAGCATAACCTATTCGTTTTTTATTA
GCTTATTTGGGTGTACAATATACTGATAAACACTACACAAAAGGAGAAGATTGGTTTGAA
AATGATAAAAAGAATTTAGGAATGGACTTTCCTAATATTCCTTATTTCATTGATAACGAT
ATTAAAATTAGCGAATCATCTGCAATCCCTTTCTATATAATCAAGAAGTATAAAAAACCC
GAACTATTAGGCTAGAATGCCGACGGATCTTTCAACGAAAAGGAAATTAAAGTTCAATAA
GTGATCGGCGTTATTAAAGATATCAATAAAGAATTGATGGGACTTTGCTTCAATCCTGAC
TTTGCTAATGCCAAAGACAAGGTTTACAACGAAAAACTTTCAGTAGGTCTTAAAAAATTA
AATGACTTCTTAGGCAACAAAGATTTCTTGCTTGGTACTCTAACATATGCAGATTTCTTA
TTCTATGAGACACTTTCTTACTTCAAACACATTTTCCCTTAAAGTATTACTCCTACCCTT
GCAAATTACTTAAATAGATTCCAAAATCTTCCTGGAGTCAAGGAATATATTGCTAAACCT
TCAGTAGATCTTAATGCCTTTTTACCTCCCTAAAGAGCTGCTTGGCATGGTCCTAAATGA

Protein uzunlugu:

>98.m00154
MATLGYWGFRGLAQPIRFLLAYLGVQYTDKHYTKGEDWFENDKKNLGMDFPNIPYFIDND
IKISESSAIPFYIIKKYKKPELLGONADGSEFNEKEIKVQQVIGVIKDINKELMGLCENPD
FANAKDKVYNEKLSVGLKKLNDFLGNKDFLLGTLTYADFLFYETLSYFKHIFPQSITPTL
ANYLNRFONLPGVKEYIAKPSVDLNAFLPPQRAAWHGPK*
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TTHERM 00661620
Genomik dizi uzunlugu:657
Agik okuma gergevesi: 657

Protein uzunlugu: 218

Genomik dizi uzunlugu:

>98.t00051
ATGATTACTCTTGGCTACTGGAATGTTAGAGGATTAGGATAGTCTATCCGTTTCTTACTT
GCTTATTTGGGTGTAGAATATAATAGTAAGGTTTATAGCACAGCAGAAGAATGGTTTGGT
AAAGATAAAAATAACTTAGGTTTAGAATTTCCAAATATTCCTTATATTATCGATGGGGAA
TTTAAGCTTACTGAATCTTCAGCCATTCCTATCTATTTACTCAGGAAATACAAAAGAGCT
GATTTATTAGGTTTTTCTAATGATGGAAGCTACAGTGAGAGAGAAGTTAGAGTTGCTCAG
CTTATTGGTGTTATAAAAGATATCTATAAAGAAACAATTCCAGTATGTTTCAGCCCTGAT
TTCGATAAAATAAAAGATTAAGCTTTTGCTAAGGGTGAAGTTTTACTTAAAAAACTTGTA
AGTTTTCTTGGAGATAAAGAGTTTTTGCTTAGTACTTTGACTTATGCTGATTTTCTCTTA
TATGAAGTACTATGCTATTATAAGTATATTTATCCTTAAGCTATAACACCTACACTAACG
GCTTATATGAACAGATTTGAGAATTTACCAGGAATTAAATAGTACATAGCAAACCCAAGC
ATAAATCTCAAAGCTTTCCTTCCTACATTCAAATCTACATGGTCAGGTCCTCAATGA

Agik okuma gergevesi:

>98.m00150
ATGATTACTCTTGGCTACTGGAATGTTAGAGGATTAGGATAGTCTATCCGTTTCTTACTT
GCTTATTTGGGTGTAGAATATAATAGTAAGGTTTATAGCACAGCAGAAGAATGGTTTGGT
AAAGATAAAAATAACTTAGGTTTAGAATTTCCAAATATTCCTTATATTATCGATGGGGAA
TTTAAGCTTACTGAATCTTCAGCCATTCCTATCTATTTACTCAGGAAATACAAAAGAGCT
GATTTATTAGGTTTTTCTAATGATGGAAGCTACAGTGAGAGAGAAGTTAGAGTTGCTCAG
CTTATTGGTGTTATAAAAGATATCTATAAAGAAACAATTCCAGTATGTTTCAGCCCTGAT
TTCGATAAAATAAAAGATTAAGCTTTTGCTAAGGGTGAAGTTTTACTTAAAAAACTTGTA
AGTTTTCTTGGAGATAAAGAGTTTTTGCTTAGTACTTTGACTTATGCTGATTTTCTCTTA
TATGAAGTACTATGCTATTATAAGTATATTTATCCTTAAGCTATAACACCTACACTAACG
GCTTATATGAACAGATTTGAGAATTTACCAGGAATTAAATAGTACATAGCAAACCCAAGC
ATAAATCTCAAAGCTTTCCTTCCTACATTCAAATCTACATGGTCAGGTCCTCAATGA

Protein uzunlugu:

>98.m00150
MITLGYWNVRGLGQSIRFLLAYLGVEYNSKVYSTAEEWFGKDKNNLGLEFPNIPYIIDGE
FKLTESSAIPIYLLRKYKRADLLGFSNDGSYSEREVRVAQLIGVIKDIYKETIPVCESPD
FDKIKDQAFAKGEVLLKKLVSFLGDKEFLLSTLTYADFLLYEVLCYYKYIYPQAITPTLT
AYMNRFENLPGIKQYIANPSINLKAFLPTFKSTWSGPQ*
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TTHERM 00473230
Genomik dizi uzunlugu:675
Agik okuma gergevesi: 675

Protein uzunlugu: 224

Genomik dizi uzunlugu:

>57.t00023
ATGCAGTAACAACAGTAGAGTAAAATAAAATTAGGGTATTGGGACGTTAGAGGAAGAGGT
GAGCCTATTAGATTACTTCTAAATTACTTAAAGCTAGAATATGAAGATGAAATATACCCT
TTGAGTGATAGGGAAAAATGGTTCAATTTCAAAAGAAACTCCTAAGAATTATTTATAAAT
CTGCCATATGTTTAGATTGAAAGTAAGGAGACATAAAGTTAATCAATTTATGTTGAGAGC
GATAGTATTAGCATTTTTATTTGTTAAAATTTTGGAGGAGAGCAATTACTAGGCAAAGAT
TTAGTTTTACTTAGTAAAATGAGAGGAGTAACTGAAGATGTTAAGCTTTATTTAAGCAGA
TATGCTTATCACAATGATTTTGCTGAAGCAGATCAGCTCTTCCTCTAAAAAAGACTTTAA
CCAATTCTCTTAAGGTTAAACACTTATCTTTAAAATTATAAATATTTATTAGGAAGCAAC
ATTTCTTATCTAGATTTTGTTCTTTATGAGTCATTGAAGACATTAGAAAAAATAAAAAAG
GAGTATTTACAATCTCATACATATCTAGTATAATACATAAAAAATATTGAAAATATTCCT
TAGATTAAAGCCTATCTTTCTTCTGAAAGATTTCACAAAGATTTTTTATTTTATGGAGAT
CCTTCTCCTATTTGA

Agik okuma gergevesi:

>57.m00162
ATGCAGTAACAACAGTAGAGTAAAATAAAATTAGGGTATTGGGACGTTAGAGGAAGAGGT
GAGCCTATTAGATTACTTCTAAATTACTTAAAGCTAGAATATGAAGATGAAATATACCCT
TTGAGTGATAGGGAAAAATGGTTCAATTTCAAAAGAAACTCCTAAGAATTATTTATAAAT
CTGCCATATGTTTAGATTGAAAGTAAGGAGACATAAAGTTAATCAATTTATGTTGAGAGC
GATAGTATTAGCATTTTTATTTGTTAAAATTTTGGAGGAGAGCAATTACTAGGCAAAGAT
TTAGTTTTACTTAGTAAAATGAGAGGAGTAACTGAAGATGTTAAGCTTTATTTAAGCAGA
TATGCTTATCACAATGATTTTGCTGAAGCAGATCAGCTCTTCCTCTAAAAAAGACTTTAA
CCAATTCTCTTAAGGTTAAACACTTATCTTTAAAATTATAAATATTTATTAGGAAGCAAC
ATTTCTTATCTAGATTTTGTTCTTTATGAGTCATTGAAGACATTAGAAAAAATAAAAAAG
GAGTATTTACAATCTCATACATATCTAGTATAATACATAAAAAATATTGAAAATATTCCT
TAGATTAAAGCCTATCTTTCTTCTGAAAGATTTCACAAAGATTTTTTATTTTATGGAGAT
CCTTCTCCTATTTGA

Protein uzunlugu:

>57.m00162
MOQQQOQOSKIKLGYWDVRGRGEPIRLLLNYLKLEYEDEIYPLSDREKWENFKRNSQELEFIN
LPYVQIESKETQSQSIYVESDSISIFICONFGGEQLLGKDLVLLSKMRGVTEDVKLYLSR
YAYHNDFAEADQLFLQKRLOQPILLRLNTYLONYKYLLGSNISYLDFVLYESLKTLEKIKK
EYLQSHTYLVQYIKNIENIPQIKAYLSSERFHKDFLEYGDPSPI*
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TTHERM 00661640
Genomik dizi uzunlugu:2789
Agik okuma gergevesi: 1107

Protein uzunlugu: 368

Genomik dizi uzunlugu:

>98.t00053
ATGGATAAGTTATCAAATATAATAAATAAGTCACAAGCTTATGCTAATTCAGTTAAAGAT
ATAGAGCAGTTATGCTTTGAAAAAATTAATGAAAAGTAAGAAAATTCAAATTAAGTTAAC
TAAATTATGACTATTTGGCATAGACCCAAAGAAGAGCACTTGTATGCTCTGAAAGAAAGA
AAAAATCTAAGCGTAGTTATTACTTTATAATCATAGAGTGAGGATATAGAATTTATTTAA
AATATTTGCAAAAGCCTGAAAATAGGCTGGATTAATATTTAACTACACCACAAGGGCAAT
TAAGATATTTTTGAAAAGAAAGATGTAGATTAAATTATATAAAATGGAATAGCTTCTICTT
CGTAATATTTTAGACTAAAATAAAAATGAGGTAATACTTATTCATTGTTCAGCTGGCATA
CATAGATCAGGAGTATTTAGCTATGCTATTCTGAGGAGTCTTTCTTATGATAGAAATGAA
TCACTTCAAAAGATAAAATCTATTAGGAAAATGACTTTCAATGGATTAAAAGAATATAAA
TTAGACTATATTGATTAAAATATAATAAATATATGAAACAATGTAGAGATTAAAATAAAG
ATATATATATATACTTCTCCCTACTTTAAATTTTAAACTTAATTTTTTAGCTAAATATTT
TATATTCTAAAAAATTGCTAGATGAGAAATTAATTTTGAATTAAATAAATATATTACATA
TTCATTTATCAATAGAGTTGTCTACAAATAAATCCAAATATTTAAGTAAAAAGAAATTTG
ACTCAGTCTAATCTATCCTAATAATTAGTTATAAAAAATTTATAAATAATATTTTATTAA
ATTTTAAATTTTTTATATCATTTGTATGTATTAGGGGCTTACTGCTTGGATTGTTTGCAA
AGTCAGCTTTTCTTTTGAGAGATTTCTAATTCCAAATTTTATAATTAATTAAAAATTTTA
TTTATTAATTTCTGAAAAAGATTCAATCGAGAGCTATTTGAAATAAGACAGACACCAAAT
AGATTATCTAAAAATTAATTTAATTTAAATAAATTCCTAAAATAATATTTAAGTTTTTTA
TTTATTAGAATTCTTATTAATAATGTCAGATTTTATATTACCAATTACAATAGTTAAATT
TTAATAATCTTTTTGATTTCAGAAATCAAAATTGATTCATTTTACAAAATCTTAGTTACT
TAAATTTATAAATTAATAATTTAATTCAGATTACATTTAGCTAAACATGAAAGCAATATT
TTAAAAAACTAATTATTATTCTAAGAAATTAATGAATTTTAATGTAAGATTTAATTTTTT
AAGAAAAAAAAATAATAATAATAACTAAATTGATTATTTATTTATTTATTTATTTATTTA
TTTATATTTATTGAGAATTTAAAATAAAATAGATTTTACTITTTTATTTATTATTTTAAA
GATTGGTATAAAATTTATTTTTACTAAATAATTGATTGATTTTTTAATTAAATTTTTATT
TATTTTTAATTTGATTTGATTTGTAATTTCTAATGAATTCTTATCAAACAATTAAATTTT
TGATTTACAAAAAATCTTTGAAATTTCTAAATCATAAATCAAAATTGATTTATTTATTTT
ACAAAATCTTAGTTACTTAAATTTATAAATTAATAAATTAATTCATATTGCATTTAGATA
TTCATGAAAGCAATATTTTAAAACATGAATTATTATTCTAAGAAATGAATGAATTTTAAA
GTAAGATTTAATTTATTAAGAAAAAAAAAATAATAATAATAACTACATTGATGATTTATT
TATACTTATTAAGAATTTTAAAAAAAATAGATTTTACTTTTTATTTATTATTTTAAAGAT
TGATATGAAATTTTTACTAAGTATTTCATTGATTTTTTAATTAAATTTTTATTTATTTTT
TATTTGATTTGTAATTACTAATTAATTCTTATCAAACCATTTAAATTTTTGATTAATAAA
AAATATTGAAATTTTTAAATCTATTTACATTTTTATTTACTTAATTTTATAACCTTTTGC
TGTGTCTTTAAAACTGATGATTTTTACAATAGTATAATTAATTATAAACTAAAAAAGATC
AATACAAATATCAACAAAAAATAAAATTAAAAGAAATGATTACTCTTGGCTACTGGAATG
CTAGAGGATTAGGATAGTCTATCCGTTTCTTACTTGCCTATTTAGGTGTAGAATATACTA
ATAAGGCATACAGCACACCAGAAGAATGGTTTGGTAAAGATAAAAATAACTTAGGTTTAG
AATTTCCAAATCTTCCTTATATTATCGATGGGGAATTTAAGCTTACTGAATCTTAAGCAA
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TTCCTATCTATCTACTCAAGAAATACAAAAGAGTCGATTTATTAGGTTTATCTAATGATG
GAAGCAACAGTGAGAGAGAAGTTAGAGTTGCTTAGCTTACTGGAGTTATCAAAGATATAT
ACAAAGAAACACTTCCAGTATGTTTCAGCCCTGATTTCGATAAAATAAAAGATTAAGCTT
TTGCTAAGGGTGAAGTTTTACTTAAAAAACTTGTAAGTTTTCTAGGTGATAAAGAATTTT
TGCTCACTACTTTGACTTATGCTGATTTTCTCTTATATGAAATACTATGCTATTATAAGT
ATATTTATCCTTAAGCTATAACTCCTACATTAACAGCTTATATGAATAGATTTGAGAATT
TACCTGGTATTAAATAATACATAGCAAACCCAAACATAAATCTCAAAGCTTTTICTTCCTIC
CATTCGCTACTTGGTCAGGTCCTCAGTGA

Agik okuma gergevesi:

>98.m00152
ATGGATAAGTTATCAAATATAATAAATAAGTCACAAGCTTATGCTAATTCAGTTAAAGAT
ATAGAGCAGTTATGCTTTGAAAAAATTAATGAAAAGTAAGAAAATTCAAATTAAGTTAAC
TAAATTATGACTATTTGGCATAGACCCAAAGAAGAGCACTTGTATGCTCTGAAAGAAAGA
AAAAATCTAAGCGTAGTTATTACTTTATAATCATAGAGTGAGGATATAGAATTTATTTAA
AATATTTGCAAAAGCCTGAAAATAGGCTGGATTAATATTTAACTACACCACAAGGGCAAT
TAAGATATTTTTGAAAAGAAAGATGTAGATTAAATTATATAAAATGGAATAGCTTCTICTT
CGTAATATTTTAGACTAAAATAAAAATGAGTATAATTAATTATAAACTAAAAAAGATCAA
TACAAATATCAACAAAAAATAAAATTAAAAGAAATGATTACTCTTGGCTACTGGAATGCT
AGAGGATTAGGATAGTCTATCCGTTTCTTACTTGCCTATTTAGGTGTAGAATATACTAAT
AAGGCATACAGCACACCAGAAGAATGGTTTGGTAAAGATAAAAATAACTTAGGTTTAGAA
TTTCCAAATCTTCCTTATATTATCGATGGGGAATTTAAGCTTACTGAATCTTAAGCAATT
CCTATCTATCTACTCAAGAAATACAAAAGAGTCGATTTATTAGGTTTATCTAATGATGGA
AGCAACAGTGAGAGAGAAGTTAGAGTTGCTTAGCTTACTGGAGTTATCAAAGATATATAC
AAAGAAACACTTCCAGTATGTTTCAGCCCTGATTTCGATAAAATAAAAGATTAAGCTTTT
GCTAAGGGTGAAGTTTTACTTAAAAAACTTGTAAGTTTTCTAGGTGATAAAGAATTTTTG
CTCACTACTTTGACTTATGCTGATTTTCTCTTATATGAAATACTATGCTATTATAAGTAT
ATTTATCCTTAAGCTATAACTCCTACATTAACAGCTTATATGAATAGATTTGAGAATTTA
CCTGGTATTAAATAATACATAGCAAACCCAAACATAAATCTCAAAGCTTTTCTTCCTCCA
TTCGCTACTTGGTCAGGTCCTCAGTGA

Protein uzunlugu:

>98.m00152
MDKLSNIINKSQAYANSVKDIEQLCFEKINEKQENSNQVNQIMTIWHRPKEEHLYALKER
KNLSVVITLOSQOSEDIEFIQNICKSLKIGWINIQLHHKGNQDIFEKKDVDQIIQNGIASL
RNILDONKNEYNQLQTKKDQYKYQQKIKLKEMITLGYWNARGLGQSIRFLLAYLGVEYTN
KAYSTPEEWFGKDKNNLGLEFPNLPYIIDGEFKLTESQAIPIYLLKKYKRVDLLGLSNDG
SNSEREVRVAQLTGVIKDIYKETLPVCEFSPDFDKIKDQAFAKGEVLLKKLVSEFLGDKEFL
LTTLTYADFLLYEILCYYKYIYPQAITPTLTAYMNRFENLPGIKQYIANPNINLKAFLPP
FATWSGPQ*
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TTHERM 00463010
Genomik dizi uzunlugu:684
Agik okuma gergevesi: 684

Protein uzunlugu: 227

Genomik dizi uzunlugu:

>54.t00058
ATGGCTGAAAAAAATTAGATTACATTAGGGTATTGGAATATAAGAGGTTTAGGTTAGCTA
AGCAGATATCTTCTTGAATACACTGGTCTTAAGTACAAGGAAAAGAGATATTAAAAGCTT
GAGGAATGGTTCTAAAAGGATAAGTAAGGATTAGGAATAGAATTTGCAAACTTACCTTAT
TTAATAGATGGAGATTTAAAATTAACCGAAAGCCACGCAGTAAATCTGTACATTATAAGA
AAGAGCGGCAAGAATGAATTGCTAGGAACTAATCTGATCGAGGAATCTAAAATTAGAGAG
CTTATTGGATATTTAGAAGATTTTTTCAGATAAATATTAACTTTGTGCTTTAATCCTTAA
TTTAGTATCATTAAGTAACAAAAGTATAATGATGACTTTAGCCTAAGATTGCAAAGATTG
GAAAATCAGCTCACTAAAGACAACAGAAAATGGCTTAATGGTCAATCACTTAGCCTTCCT
GATTTTATATTCTATGAAATTAGTTAATACATTAAAGGAATCTATCCCGAAGAATTTAAA
AAACTGCCAAAAATCTAAGCCTTCCAAGCCCGTTTTGAAGAAATTGAGTAAATATAAGAC
TATATGATGTCTGAAGAGTACATTTATGCTCCATTCTTAGCAGTTGGTCATGGAGCCTAA
TGGACTGGCTTAAAATAAAAATGA

Agik okuma gergevesi:

>54.m00209
ATGGCTGAAAAAAATTAGATTACATTAGGGTATTGGAATATAAGAGGTTTAGGTTAGCTA
AGCAGATATCTTCTTGAATACACTGGTCTTAAGTACAAGGAAAAGAGATATTAAAAGCTT
GAGGAATGGTTCTAAAAGGATAAGTAAGGATTAGGAATAGAATTTGCAAACTTACCTTAT
TTAATAGATGGAGATTTAAAATTAACCGAAAGCCACGCAGTAAATCTGTACATTATAAGA
AAGAGCGGCAAGAATGAATTGCTAGGAACTAATCTGATCGAGGAATCTAAAATTAGAGAG
CTTATTGGATATTTAGAAGATTTTTTCAGATAAATATTAACTTTGTGCTTTAATCCTTAA
TTTAGTATCATTAAGTAACAAAAGTATAATGATGACTTTAGCCTAAGATTGCAAAGATTG
GAAAATCAGCTCACTAAAGACAACAGAAAATGGCTTAATGGTCAATCACTTAGCCTTCCT
GATTTTATATTCTATGAAATTAGTTAATACATTAAAGGAATCTATCCCGAAGAATTTAAA
AAACTGCCAAAAATCTAAGCCTTCCAAGCCCGTTTTGAAGAAATTGAGTAAATATAAGAC
TATATGATGTCTGAAGAGTACATTTATGCTCCATTCTTAGCAGTTGGTCATGGAGCCTAA
TGGACTGGCTTAAAATAAAAATGA

Protein uzunlugu:

>54.m00209
MAEKNQITLGYWNIRGLGQLSRYLLEYTGLKYKEKRYQKLEEWFQKDKQGLGIEFANLPY
LIDGDLKLTESHAVNLYITRKSGKNELLGTNLIEESKIRELIGYLEDFFRQILTLCENPQ
FSIIKQQKYNDDFSLRLOQRLENQLTKDNRKWLNGQSLSLPDFIFYEISQYIKGIYPEEFK
KLPKIQAFQARFEEIEQIQDYMMSEEYIYAPFLAVGHGAQWTGLKQK™*
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TTHERM 00516440
Genomik dizi uzunlugu:2482
Agik okuma gergevesi: 1170

Protein uzunlugu: : 389

Genomik dizi uzunlugu:

>64.t00084
ATGAATATCTTGAAGAATAACTTTAAATTGGCTTGCGCTATAGGAGCTGGGATCACTGGT
ATAGTATCTGGTATCTATTGGTATCATGGTGCTTTTTCTGATATAGAGTTTAGAGATTCA
AAGTATGGTCCTTATGATTTCGTCTACTATAAGAGAGTAGGAAGCTATTAAACTTTAGGT
AGTGAATGGTCAAAGATGAGTAATGAAGTTCAAAAATAGTTTAGCACTGTACATTTTATT
GGCATATACTACGATAACCCTGAACAGCTAAAAGATCCAAATCAAGCAAGAGCAGCTCTT
GGTTTTGCTGTTGGAAACTGTGAAAAGGATAAGATTAAGGCTTTCTTAGATAGTCACCCA
AATTACAAATTTACTGAGCTTCCTGAAGTGCAAAGTCATTCTACGAGCTTCCCCTTCAAA
TCTTATTTTTCATTTAAAATAGTAAAAGATAAAATATATCCCAAAGTAAGAGACTTTGTA
TTTGAGAAAAAACTTAAATCATATTGTTTAATAGAGTCTTACTTATTTTAGGTTTAAAAT
AAAAAAATAAATTTTGATATCCCCATTGGAAATAATTCATAAAGCTACTTATTATTTTGA
TTGAATATAGTTAGAAGGTATATATATATAAATACTTCTACTAATACAAATATAATCAAT
CAAAGACTCTATATAATTATATATAGAATAGAATAGATCATTATTATATTTTTCATAAAC
TATTGATTAGTATAAACATATTTTATAAATACATTTATTTTIGCTTATTTTTTTTTTGAAT
TTTATCATTAAAGTCTTATTATTTATAAAAATCTATTTTTAATAGTTTTCAAACTAACTT
TGAAAATAAATAAATGGATTGAAAAATATAATCTGAATCCTTTTCAATAAATATAAATTT
AGATAAAAAGTAGAATATATTTGAGATATTTATTATAAACTATATTTGTAAATTAAAGAA
AATTTAATTTTTATTTTTTAATTTTAATATTTAGATATGAAAATATTATCAAAAAATGTT
AAAGGTGTTTATAGTCTTTACTTTCTAATTAGTATGAATTTAACAATTTAATACATATAT
AAAGACGATTTTCTTTGATTGAAAAAGAAATAGAAATTATAGAGTTGTTTAGGAGATAAA
AAATTTTCTTTTAAAATTATTTTATCTTAAAATATTACAATATTTATAATAAAATTTGTT
TTGAATATCTTAAATATTTTTAAACTTTGATATTTAAAAATGAAAATATTTGAAGGCCTT
TTTAGTCTTTTICTTTCTAATTAGTATGAATTTAACAATTTAAAAATTGTAAAGCCTATTT
TCTTTTAGGTTTATCTTGAGTAAATAGAAACTATAGAGTAGTTTAGGGAGATATAAAATT
TTATTTTAATCTTACTTTATCTTAAAGAAGAACCATTTATATAATAAAATTTGCTTTAAG
AAAAAATGCTTAAGATACTAAAATATTTTTTAAAATAGATTTTCAATTAAAATATCTTTT
TTATTTTATTTAAATTTTCTAGAAACTACTTTTGTAATCTTICTTTTTTTTTCTAAGAAAT
ATTAAGCTTAAGATTTTGAATAAATAAAAATTAAGCGCAATTTTTTGATAATTTAGAGGA
AAATACAAAATAATTATTTATTCTCTCGAATAGATATTTTAATTTATCAGAAATCATTCT
TCTATATTTCTGTTATTCGCTTTAAAAATGAATAATAATTATTTATTAAAATATATAATA
AATATTAATAAAAAACAATCAAAATAATTTAAATAGCATGATAATCCTTGGTTACTGGAA
TCTAAGAGGCTACGCTTAACCTATTCGTCTCCTTCTAGAATATTTGTAAGTAGATTATAA
GGAAAAACTTTATAACTAAGATGGAGAAGAATGGTTAAATGTTGATAAATAATAACTTAA
AACTAATTTCCCTAACTTACCTTATATAATTGATGGAGATATTGTTGTAACAGAATCAAA
AGTTATTCCTATTTACTTGGCCAAGAAATTCAAAAATTATGAGCTTATTGGCTAAAATCC
TGATGGGTCTTTTAATTTGAATGAAATTACATTCCTTTAAATCTTAGAAATTTTGAAAGA
ACTCAGAGATTCGTTATTGAATTCAGCAAAAGTACCATCTTTCAAAGAAGAAAAAGATTA
AATTTTCAATGAAAAATTCAACATTACTTTTGAGGTATTTGAATACAATTTTTTTAATTT
ACTAAATATTTAATTATTATTATAAACATAGAAAATAAAGAAACAACTTGGAGAGAACAA
ATACCTGCTTGGAAATCTTTCATTTATAGATTTCTATTTTTATGAAGTTTTGAAATTTTT
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CTAATTCTTTTATCCAAAACTTTCAATCTTTACCGACTATATTGATAGAATAGAAAATAT
TCCTCAAATAAAAAACTATCTTGAAACAAAAGAAAACAAAATCTTTATTCTTGATAGAAT
GAAAAGCTATTTTTATTATTGA

Agik okuma gergevesi:

>64.m00216
ATGAATATCTTGAAGAATAACTTTAAATTGGCTTGCGCTATAGGAGCTGGGATCACTGGT
ATAGTATCTGGTATCTATTGGTATCATGGTGCTTTTTCTGATATAGAGTTTAGAGATTCA
AAGTATGGTCCTTATGATTTCGTCTACTATAAGAGAGTAGGAAGCTATTAAACTTTAGGT
AGTGAATGGTCAAAGATGAGTAATGAAGTTCAAAAATAGTTTAGCACTGTACATTTTATT
GGCATATACTACGATAACCCTGAACAGCTAAAAGATCCAAATCAAGCAAGAGCAGCTCTT
GGTTTTGCTGTTGGAAACTGTGAAAAGGATAAGATTAAGGCTTTCTTAGATAGTCACCCA
AATTACAAATTTACTGAGCTTCCTGAAGTGCAAAGTCATTCTACGAGCTTCCCCTTCAAA
TCTTATTTTTCATTTAAAATAGTAAAAGATAAAATATATCCCAAATATGAATTTAACAAT
TTAAAAATTGTAAAGCCTATTTTCTTTTAGGTTTATCTTGACATGATAATCCTTGGTTAC
TGGAATCTAAGAGGCTACGCTTAACCTATTCGTCTCCTTCTAGAATATTTGTAAGTAGAT
TATAAGGAAAAACTTTATAACTAAGATGGAGAAGAATGGTTAAATGTTGATAAATAATAA
CTTAAAACTAATTTCCCTAACTTACCTTATATAATTGATGGAGATATTGTTGTAACAGAA
TCAAAAGTTATTCCTATTTACTTGGCCAAGAAATTCAAAAATTATGAGCTTATTGGCTAA
AATCCTGATGGGTCTTTTAATTTGAATGAAATTACATTCCTTTAAATCTTAGAAATTTTIG
AAAGAACTCAGAGATTCGTTATTGAATTCAGCAAAAGTACCATCTTTCAAAGAAGAAAAA
GATTAAATTTTCAATGAAAAATTCAACATTACTTTTGAGAAAATAAAGAAACAACTTGGA
GAGAACAAATACCTGCTTGGAAATCTTTCATTTATAGATTTICTATTTTTATGAAGTTTTG
AAATTTTTCTAATTCTTTTATCCAAAACTTTCAATCTTTACCGACTATATTGATAGAATA
GAAAATATTCCTCAAATAAAAAACTATCTTGAAACAAAAGAAAACAAAATCTTTATTCTT
GATAGAATGAAAAGCTATTTTTATTATTGA

Protein uzunlugu:

>64.m00216
MNILKNNEFKLACAIGAGITGIVSGIYWYHGAFSDIEFRDSKYGPYDEFVYYKRVGSYQTLG
SEWSKMSNEVQKQFSTVHFIGIYYDNPEQLKDPNQARAALGFAVGNCEKDKIKAFLDSHP
NYKFTELPEVQSHSTSEFPFKSYFSFKIVKDKIYPKYEFNNLKIVKPIFFQVYLDMIILGY
WNLRGYAQPIRLLLEYLQVDYKEKLYNQODGEEWLNVDKQQLKTNFPNLPYIIDGDIVVTE
SKVIPIYLAKKFKNYELIGONPDGSENLNEITFLOQILEILKELRDSLLNSAKVPSFKEEK
DOIFNEKFNITFEKIKKQLGENKYLLGNLSFIDFYFYEVLKFFQFFYPKLSIFTDYIDRI
ENIPQIKNYLETKENKIFILDRMKSYFYY*
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TTHERM 00661630
Genomik dizi uzunlugu:1503
Agik okuma gergevesi: 735

Protein uzunlugu: 244

Genomik dizi uzunlugu:

>98.t00052
ATGAATGAATTAAAAAGATAAAGATTTTTTAGATATGACTTTTCTTAGCATTAAATAAAC
AAAAAAATAATAAAAAGTATTCAAAAAATAATCTTAAATTTATCTAAGATAATTTTTTTA
AATATATATTAATTTTATTTGATTGTTTCATATTTATGGGTATGATTTTTTCTTACCTTG
TTACATAATTTAGATGCAAAATATAGAGCTACAAAAGTTTAGACATTTTCATTAAAATTA
TCATGGATAAGATTTTATTTTTAAAATTTACTGAATTAATAAAAATTAAATTTAAAAAAG
CTTTTTGAAGAATTTACAAAAATAACTCAAACAAAATTATTTCATATTCATGAATGCAAA
ACTAAAAAAATTTATTTTTGCTTGAAGATCCAAGAGTATGCTAATTATATTATTTAAGGT
AACACTCAAAATTAATATAAATGATAAAAAATCATAATCAACCATAAATTATTTAAATTT
TTATAAAAGTAACAAAATTTTTTTATTAATTTTCCTGGCGATTTCTGGGAACGGATTACT
TGTAATAAATTTTAATTAGATAAATTGAAACTAAAAAGGATCTTTCTTTATTAAAGAATA
TTATTCGCTGATTTAATTATTTCTAAAATGGAAAACAATCTTATAAATTCTTAAATAATT
ACTAATTTAATTTAATTTAATTTTTAAGTTCTTTAATTTTTCTAATTCTTCACTTTAAAT
AGCAAATAGAAAATCTGTAGTTAGCTTTTTAATATAAAATATTGTAATTAATTTTCAAGA
TTTTTAAAAACTCAAAACAAGATAAAACTTAATATTAAAAGCTCAAGATTTATGATAACT
CTAGGATATTGGGGAGTTAGAGGTTTAGGAGAATCTGTTAGATATTTACTTGCCTATTTA
AATGTAGATTATAAACACTAAGCTTATTATAATCCTTAAGATTGGTTTGCTAAGGACAAG
GCTTAACTTAAAATAGAGTTTTCAAATCTTCCCTATCTAATAGATGGAGAGTAGAAAATT
ACTGATTCCTATGCAATATCGATCTACATCATAAGAAAGTATCATAGAGAAGACTTATTA
GGATATTCAGAAGACGGAAGCTACAATGAAAGAGAAGTTAAAATTGCTTAGCTAATCGGC
GTTACAAGAGATATATTTTAATAAATAGTACATATCTGTTTCAGCCCTTAATTTGATAAG
ATAAAGGATTAGGCTTTCGAAAAAGGACAAATATTTCTCAATCAGCTAACTGATTTTICTT
GGTGACAAACAATTTTTACTTGGTCATTTAAGTTTAGCAGATTTTCTGTTTTATGAAGCA
CTCACTTATTATTAAGTCCTTCATTCTTAATCTATTACCTAAAGGCATGAAGAGTATATG
CATTAATTTGAAAGTCTTCCTGGTATTAAATAATATTTAAACTATGCTAGCAAAAACTTT
AATTCGTTTTTGTTAAATTTAAAGTAATAGTAACAGTAATAACAATAAAAAATTTCTTTA
TGA

Agik okuma gergevesi:

>98.m00151
ATGAATGAATTAAAAAGATAAAGATTTTTTAGATATGACTTTTCTTAGCATTAAATAAAC
AAAAAAATAATAAAAAGATATTGGGGAGTTAGAGGTTTAGGAGAATCTGTTAGATATTTA
CTTGCCTATTTAAATGTAGATTATAAACACTAAGCTTATTATAATCCTTAAGATTGGTTT
GCTAAGGACAAGGCTTAACTTAAAATAGAGTTTTCAAATCTTCCCTATCTAATAGATGGA
GAGTAGAAAATTACTGATTCCTATGCAATATCGATCTACATCATAAGAAAGTATCATAGA
GAAGACTTATTAGGATATTCAGAAGACGGAAGCTACAATGAAAGAGAAGTTAAAATTGCT
TAGCTAATCGGCGTTACAAGAGATATATTTTAATAAATAGTACATATCTGTTTCAGCCCT
TAATTTGATAAGATAAAGGATTAGGCTTTCGAAAAAGGACAAATATTTCTCAATCAGCTA
ACTGATTTTCTITGGTGACAAACAATTTTTACTTGGTCATTTAAGTTTAGCAGATTTTICTG
TTTTATGAAGCACTCACTTATTATTAAGTICCTTCATTCTTAATCTATTACCTAAAGGCAT
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GAAGAGTATATGCATTAATTTGAAAGTCTTCCTGGTATTAAATAATATTTAAACTATGCT
AGCAAAAACTTTAATTCGTTTTTGTTAAATTTAAAGTAATAGTAACAGTAATAACAATAA
AAAATTTCTTTATGA

Protein uzunlugu:

>98.m00151
MNELKRQREFFRYDFSQHQINKKIIKRYWGVRGLGESVRYLLAYLNVDYKHQAYYNPQDWE
AKDKAQLKIEFSNLPYLIDGEQKITDSYAISIYIIRKYHREDLLGYSEDGSYNEREVKIA
QLIGVTIRDIFQQIVHICFSPQFDKIKDOQAFEKGQIFLNQLTDFLGDKQFLLGHLSLADFEL
FYEALTYYQVLHSQSITQRHEEYMHQFESLPGIKQYLNYASKNENSFLLNLKQOQQQOQO
KISL*

117



TTHERM 00077560
Genomik dizi uzunlugu:629
Agik okuma gergevesi: 498

Protein uzunlugu: 165

Genomik dizi uzunlugu:

>5.t00148
ATGAAATCATAACTTTTATTTGGGTCCTGGATTTAAAGAGGAAATGCTATGCCTATAAGA
TTTCTTTTAGAATATACCTAAACCAATTATAATGAAAAAATATATTATTCAGAAAATGAG
AGTGAGTGGTTTTAAAAAGATTAAAAATAATTCAAACAATTTGCAAATTTGCCCTACATT
ATAGATGGAGATTTAAAATTAACAGATGTACAAACTATTATGAGATATATAGCAAAACGT
AATTCTAATTATATCTAATTGCTTGGTTAAGGACATGGAAACGATGAAGACAGAATTAAC
TAGATTAATCTTGTAATATCTGAAATAGGACTTTATGTTAAAGAACAATTTTTTAATCCA
AAGGTTCATGAAGAAAAAAGAGATTTTCTAAACAGATGCTAAAAAAAATTTGGAAGTTTT
GTTAACATAAGAGGTAAAAATAAATTTATTTTTCCTTATGTAACCACAGCTGATTTTAAT
TTAGTTGAGCTTCTTTTGCATTATAAATGTTTAGACAATGAACTTTTTGAAAAAAATCTT
CCCAGTTTAAATGAATATATATAGCATTTTTACAATTTACCGGCAATTAAAGATTACACA
ATAACAGAAAGATATTAGATGCATACTGA

Agik okuma gergevesi:

>5.m00453
ATGAAATCATAACTTTTATTTGGGTCCTGGATTTAAAGAGGAAATGCTATGCCTATAAGA
TTTCTTTTAGAATATACCTAAACCAATTATAATGAAAAAATATATTATTCAGAAAATGAG
AGTGAGTGGTTTTAAAAAGATTAAAAATAATTCAAACAATTTGCAAATTTGCCCTACATT
ATAGATGGAGATTTAAAATTAACAGATGTACAAACTATTATGAGATATATAGCAAAACGT
AATTCTAATTATATCTAATTGCTTGGTTAAGGACATGGAAACGATGAAGACAGAATTAAC
TAGATTAATCTTGTAATATCTGAAATAGGACTTTATGTTAAAGAACAATTTTTTAATCCA
AAGGTTCATGAAGAAAAAAGAGATTTTCTAAACAGATGCTAAAAAAAATTTGGAAGTTTT
GTTAACATAAGAGCATTTTTACAATTTACCGGCAATTAAAGATTACACAATAACAGAAAG
ATATTAGATGCATACTGA

Protein uzunlugu:

>5.m00453
MKSQLLFGSWIQRGNAMPIRFLLEYTQTNYNEKIYYSENESEWFQKDQKQFKQFANLPYT
IDGDLKLTDVQTIMRYIAKRNSNYIQLLGQGHGNDEDRINQINLVISEIGLYVKEQFFEFNP
KVHEEKRDFLNRCQKKFGSFVNIRAFLQFTGNQRLHNNRKILDAY*
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TTHERM 00247000
Genomik dizi uzunlugu:1650
Agik okuma gergevesi: 1173

Protein uzunlugu: 390

Genomik dizi uzunlugu:

>21.t00135
ATGTAAGTTGCTCCATTTTGCTTATTCGCTGTCAACTCGTTTGTTACAAAAATTTTTCAA
GGGAAAGTTATTTACAACAAGAATCATGTTAGAGCTCTAGTTCATCCAGTCCTTTTATAC
CAATAAAATGATGACCCTATTCTAATGAAATTATACAGAGAAAATTATTTGTATACAACA
GCTTGGTAAATGTTTAATTAATAGAAAATATTACTGATTTATTATTTTTGTAATTTCCCA
ATTAATTAATTTCTTCTATTTTTTTTAATTATAATAATTTTCTATTTACATATTACTATG
AATTAAAAATTAAGATAGATTATTAGATATTATTAATTTTATAAAATAGCTTTAGAATTA
CATTTATTTTACTTAAATAAAATGTTTAGGATAGAAATAGAATAATAAATAAATAAAATT
AAAATAAAAAAATTTACAAAAATAAATATTTATTTTTTTCATTTTTTTAATAAATTTCAA
TAGGTATCAATAGAATTCTACTACTATAGATGGTTTAGATAGTGAGGCTTAATAATTAAT
TCTAAATATGTATAAACTAACTCCCTTGATGAGAGCTATATAAAACGAAAATAAATTTAA
TCCAGGTTAAAGTACAGATTATCTTCCTCTTAATTAAGTGGGTTTTGGATTCGAGTTCGA
AGGATTGATGTTTATGAATTTTCTTAATAGTTCTATGAGTAAAGTGGACGTACCAGGGTG
TTACTAAGGAAAGTTTATTTATGATCCTAGATGTAAACTTTGGTATCTTGATGCTTCTAA
ATTTCTTTCGTTTTCTATATTACAACCAAGAATAACAATAACTCCTCCTCAAGCCCATAT
TTCTCAGTAAGAGTGTTAAAGAGTTAGACATTACAACTCAACTACTAAAAAAAACGAGCT
TAAACATATAGTGTGCTTAGATGTCATTCTATCCACACTTGATGATTTATTTAGCAATGT
AGTTAAATCTACTAAATAATATTATATCATAGATCCTAGATCATAATCAATAATCTATAA
TTCAAAAAAGGATTTTTCGTTCGATCAATTATAAATTGATAATTTTTCTGATTTAGAGCT
TACATTTCTATAATCATAAGATGATGCAAAACTACTTAATGATACTATTAATAATAACTA
CAACACATGGTCACTTGACTAGCTGCCTTATGCAGATAGTTAAAATTTATTTAATTATAC
TAATTAATATAAATTAATTCCCTACAATAGAAATGGTACTTTGCATTAGGTTATTTTGAA
TCCAATTATTATTTAAGATAGAATTCCTTATTACATAAGTGAAGTAGAAAAAGTTTATGG
AACATAAATGAGTTTAGCATACTTATAAATAAATATGATTTCAAATGAAGATTTGTAATA
ATAATCACAAGATCTCTTAAAGCTTTAAAATCTTATATAGTTGACTGTTAGCATAATTTT
ATTAGTGTTAAGCTTAATTTCAATATTTATTTCTATTTATTATGCACTACAAATTTTTAA
CCTGGTTTAATAGCCTATTTCACATCTTTGCTCAATTTTAAAGAAAATTCAGAGACAAAA
TAAACATTGTGACATGCAATAAATTTTGCAGTAGTATGAAAATAGGGCGACGGAGATTTT
TCTATCACAAGAAACGAAGGAACTCTATGA

Agik okuma gergevesi:

>21.m00326
ATGTAAGTTGCTCCATTTTGCTTATTCGCTGTCAACTCGTTTGTTACAAAAATTTTTCAA
GGGAAAGTTATTTACAACAAGAATCATGTTAGAGCTCTAGTTCATCCAGTCCTITTTATAC
CAATAAAATGATGACCCTATTCTAATGAAATTATACAGAGAAAATTATTTGTATACAACA
GCTTGGTATCAATAGAATTCTACTACTATAGATGGTTTAGATAGTGAGGCTTAATAATTA
ATTCTAAATATGTATAAACTAACTCCCTTGATGAGAGCTATATAAAACGAAAATAAATTT
AATCCAGGTTAAAGTACAGATTATCTTCCTCTTAATTAAGTGGGTTTTGGATTCGAGTTC
GAAGGATTGATGTTTATGAATTTTCTTAATAGTTCTATGAGTAAAGTGGACGTACCAGGG
TGTTACTAAGGAAAGTTTATTTATGATCCTAGATGTAAACTTTGGTATCTTGATGCTTCT
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AAATTTCTTTCGTTTTCTATATTACAACCAAGAATAACAATAACTCCTCCTCAAGCCCAT
ATTTCTCAGTAAGAGTGTTAAAGAGTTAGACATTACAACTCAACTACTAAAAAAAACGAG
CTTAAACATATAGTGTGCTTAGATGTCATTCTATCCACACTTGATGATTTATTTAGCAAT
GTAGTTAAATCTACTAAATAATATTATATCATAGATCCTAGATCATAATCAATAATCTAT
AATTCAAAAAAGGATTTTTCGTTCGATCAATTATAAATTGATAATTTTTCTGATTTAGAG
CTTACATTTCTATAATCATAAGATGATGCAAAACTACTTAATGATACTATTAATAATAAC
TACAACACATGGTCACTTGACTAGCTGCCTTATGCAGATAGTTAAAATTTATTTAATTAT
ACTAATTAATATAAATTAATTCCCTACAATAGAAATGGTACTTTGCATTAGGTTATTTTIG
AATCCAATTATTATTTAAGATAGAATTCCTTATTACATAAGTGAAGTAGAAAAAGTTTAT
GGAACATAAATGAGTTTAGCATACTTATAAATAAATATGATTTCAAATGAAGATTTGTAA
TAATAATCACAAGATCTCTTAAAGCTTTAAAATCTTATATAGTTGACTGGCGACGGAGAT
TTTTCTATCACAAGAAACGAAGGAACTCTATGA

Protein uzunlugu:

>21.m00326
MQVAPFCLFAVNSFVTKIFQGKVIYNKNHVRALVHPVLLYQONDDPILMKLYRENYLYTT
AWYQONSTTIDGLDSEAQQLILNMYKLTPLMRAIQNENKEFNPGQSTDYLPLNQVGFGFEF
EGLMFMNFLNSSMSKVDVPGCYQGKFIYDPRCKLWYLDASKFLSFSILQPRITITPPQAH
ISQQECQRVRHYNSTTKKNELKHIVCLDVILSTLDDLESNVVKSTKQYYIIDPRSQSIIY
NSKKDFSFDQLQIDNFSDLELTFLQSQDDAKLLNDTINNNYNTWSLDQLPYADSQNLENY
TNQYKLIPYNRNGTLHQVILNPIIIQDRIPYYISEVEKVYGTQMSLAYLQINMISNEDLQ
QQSQODLLKLONLIQLTGDGDFSITRNEGTL*
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TTHERM 00034950
Genomik dizi uzunlugu:780
Agik okuma gergevesi: 780

Protein uzunlugu: 259

Genomik dizi uzunlugu:

>2.t00321
ATGAAAAAACCTATTTTATATGGTTGCATAGTATGCCCTTATACAAACAAAGTAAGATTT
GCTTTAGAAATGCTTAAAATTGACTATAAATATCAAGAAATTGACATTCTTACTGGAAAA
AATAAAAATAATTCTTATCTATAAATTAATCCTTAAGGTAGAGTTCCTTCATTAACTACG
ATTAATAACAAAAATTTATATGACAGCTAAGTGCTCTTATAGTACATAGAGGATGAATAT
AAAGGTTTGTTTCCTTAAGATAACTATGCTAAAGGTCTCCAAAGAATATGGGTTTAGTAC
TTTGATAATAACATATTTTCAAAATATCATCCTGCACTAGCTGCATATTAAGAAAATAAA
TAAGACTTATTAAATAAGCTATAATAAGAAACATTTGAAAATATGAAATTCTTTTCATAG
AATTCTGGAATCACATAAAAAATAAAATTAAAATAAAACTGTTTTTATGAAGGAGGAAGC
ATTCCTACATATGCAGATGTAGCAATAATTCCTCATTTAAGAATTATGAATATATTTTIGG
AAGCACTTTTTAAACAAAGATTTATTCTAATCAAATAAAAATGATGAAGATGTATTATCC
TTAAAGCAATTATATGAAAATATACATACATTGGAAAGTTGTTAAAATGTTTCTTTTTAA
TTTAAATAAATACCAACAAAAGGAGATAACCAATTAGTTGATGATTTAATCAATAAAAAC
TCTTTCAATTTTGAAAATTATATTGTAAATTTTTTAAAAATTAAATTAAGTTAAAAGTGA

Agik okuma gergevesi:

>2.m02344
ATGAAAAAACCTATTTTATATGGTTGCATAGTATGCCCTTATACAAACAAAGTAAGATTT
GCTTTAGAAATGCTTAAAATTGACTATAAATATCAAGAAATTGACATTCTTACTGGAAAA
AATAAAAATAATTCTTATCTATAAATTAATCCTTAAGGTAGAGTTCCTTCATTAACTACG
ATTAATAACAAAAATTTATATGACAGCTAAGTGCTCTTATAGTACATAGAGGATGAATAT
AAAGGTTTGTTTCCTTAAGATAACTATGCTAAAGGTCTCCAAAGAATATGGGTTTAGTAC
TTTGATAATAACATATTTTCAAAATATCATCCTGCACTAGCTGCATATTAAGAAAATAAA
TAAGACTTATTAAATAAGCTATAATAAGAAACATTTGAAAATATGAAATTCTTTTCATAG
AATTCTGGAATCACATAAAAAATAAAATTAAAATAAAACTGTTTTTATGAAGGAGGAAGC
ATTCCTACATATGCAGATGTAGCAATAATTCCTCATTTAAGAATTATGAATATATTTTIGG
AAGCACTTTTTAAACAAAGATTTATTCTAATCAAATAAAAATGATGAAGATGTATTATCC
TTAAAGCAATTATATGAAAATATACATACATTGGAAAGTTGTTAAAATGTTTCTTTTTAA
TTTAAATAAATACCAACAAAAGGAGATAACCAATTAGTTGATGATTTAATCAATAAAAAC
TCTTTCAATTTTGAAAATTATATTGTAAATTTTTTAAAAATTAAATTAAGTTAAAAGTGA

Protein uzunlugu:

>2.m02344
MKKPILYGCIVCPYTNKVRFALEMLKIDYKYQEIDILTGKNKNNSYLQINPQGRVPSLTT
INNKNLYDSQVLLQYIEDEYKGLEFPQODNYAKGLORIWVQYFDNNIFSKYHPALAAYQENK
ODLLNKLQQETFENMKFEFSQNSGITQKIKLKONCFYEGGSIPTYADVAIIPHLRIMNIEFW
KHFLNKDLFQSNKNDEDVLSLKQLYENTIHTLESCQONVSFQFKQIPTKGDNQLVDDLINKN

SENFENYIVNEFLKIKLSQK*
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TTHERM 00569210
Genomik dizi uzunlugu:609
Agikokuma gergevesi: 609

Protein uzunlugu: 202

Genomik dizi uzunlugu:

>76.t00027
ATGTCAGATAAAATTATCCTTGGTTATTGGAATACACCTGGCAAAGCTCAACCTTCAAGA
TACTTACTTGAACTATCGGGAGTTAAATATGAAGAAGTGAGATACTCTTATCCTGCTGCA
GAATGGTTTGGTAGAGACAAATATGCTTTGGGATTACCTTTTCCTAATTTGCCTTATCTC
TTAGATGGGGAAGTAAAAATCACTGAGAGTGAAACCATTTTTGACTATTTAATTTAAAGA
TTAAATAAAGTTGAGCTTTTAGGTTAGGGAAACGATAAATACATTGTTGATAATCTTAAA
AACCTGTTTTCTGATATTGGAACAAGAATGTACATTTATAGCTAGAAGGAGGGAGAAGAA
TAAACTAAATTCTTAAGTGAGTAAATCCTTCCTAAAATAAGAGACATTCATAAATTTTTA
GGATAAAAAGAGTACTTACTAGGATATTTTACAGCTGCTGATTTGTATTTTTTATGCTTT
GCAAAAGGTTTTAAAAATACTCTTCCTGATTCTTACAATGAATTTGCTGCAACTTTTAAT
CCATTGATATAAAGACTTGAGAATATCCCCTAAATTGCCAAGTATATTTCTGAAGGTCGT
CATCCATGA

Agik okuma gergevesi:

>76.m00153
ATGTCAGATAAAATTATCCTTGGTTATTGGAATACACCTGGCAAAGCTCAACCTTCAAGA
TACTTACTTGAACTATCGGGAGTTAAATATGAAGAAGTGAGATACTCTTATCCTGCTGCA
GAATGGTTTGGTAGAGACAAATATGCTTTGGGATTACCTTTTCCTAATTTGCCTTATCTC
TTAGATGGGGAAGTAAAAATCACTGAGAGTGAAACCATTTTTGACTATTTAATTTAAAGA
TTAAATAAAGTTGAGCTTTTAGGTTAGGGAAACGATAAATACATTGTTGATAATCTTAAA
AACCTGTTTTCTGATATTGGAACAAGAATGTACATTTATAGCTAGAAGGAGGGAGAAGAA
TAAACTAAATTCTTAAGTGAGTAAATCCTTCCTAAAATAAGAGACATTCATAAATTTTTA
GGATAAAAAGAGTACTTACTAGGATATTTTACAGCTGCTGATTTGTATTTTTTATGCTTT
GCAAAAGGTTTTAAAAATACTCTTCCTGATTCTTACAATGAATTTGCTGCAACTTTTAAT
CCATTGATATAAAGACTTGAGAATATCCCCTAAATTGCCAAGTATATTTCTGAAGGTCGT
CATCCATGA

Protein uzunlugu:

>76.m00153
MSDKIILGYWNTPGKAQPSRYLLELSGVKYEEVRYSYPAAEWFGRDKYALGLPFPNLPYL
LDGEVKITESETIFDYLIQRLNKVELLGQGNDKYIVDNLKNLEFSDIGTRMYIYSQKEGEE
QTKFLSEQILPKIRDIHKFLGQKEYLLGYFTAADLYFLCFAKGFKNTLPDSYNEFAATEN
PLIQRLENIPQIAKYISEGRHP*
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Ek-2 Tetrahymena GST’lerinin benzerlik tablosu

Zeta Iu Jmega Theta

Zeta 26.8 17.4 21.0

vu BB 186 192

Omega 17 .4 18.6 17.8
Theta 21.0 192 17.8
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Ek-3 TGD icinde bulunan GSTz’ya ait EST dizileri

>gi|18194335|gb|BM394282.1|BM394282 50072-2-2-H1l.r.1 Chilcoat/Turkewitz cDNA
(large fraction) Tetrahymena thermophila cDNA, mRNA sequence
GTACGGGCCCCCTCGAGTTTTTTTTTTTTTTTTAATTTTATTTTTGAATAAAAAATATGATTTGAATTTA
ATTGTAAAAATAATAAATTTTAGTTACAAATTATAATTTAACACAAAAATATTAAAAAGATATGCTTTTA
TTTTCAGATCTTTTGATTATCAGGATTGTCAGCTTACTTGCTGGGTGAGGCAGCAACGAACTCAGGAATT
TCCTTTAAATTTTTTAAAACTTCTGCAATATTGGGGAAAGGGGTTAAATCAAATTGGAATCTATCTACAA
CTCCTTGAACTTGAGGTACCAAGAATAAGTCAGCAAGTGTTATTTCATCACCAAAGCAATATTTTCCATG
AGAAATCTTTTATTAATTCCTICCATTTGCTGTTCAAACCTTTAGTAACCCAAAAATTGGAGCCCTTGGAA
TCTTGGTCTTAAGCTATATTCCCCTTTCCACTCTTTATTAAGGCACCCTCCAATTTTCAGAGAAGGTGGA
TGGGCAGTGTTACTTAACTGGGGCAAAAGCCTCTTATTTAAGGTTTTTTAACTGGATTTTTAGGGAAGAA
GTGGGTGGTCAGGAAATAATTCTTCCAAAAATCTAAGAATAAGCGAGCTTCCAATAATAACTTGGTATCC
ATACTTTAAGCAGGACTCCCAATTAGGATGATTTAAGATATTCTTCAAATTTATTCGTCTTCAAAGGTTA
TGGGAATGAGTGAAACAATTTATAAAATAAAACTATTTAATCTCAGAAATGAGGAGGATACGTAAGAGAT
TTTTGAATTGGCTAATTTCTGTTGTCGGATACTATAATAG
>gi[18195972|gb|BM395919.1|BM395919 5009-0-14-B08.t.1 Chilcoat/Turkewitz cDNA
(large fraction) Tetrahymena thermophila cDNA, mRNA sequence
CCGGGGGCGCCTAAAATATTATAATATTATATAAATAATCTTCAAAATTATTAAATATAATAAGATATAT
ACAATAAACATATCAATTAATATTTTAAATGGCTGAAAGCTCAAAGAAAATTACTCTITTACAGTTATTTIC
CGCTCCTCAACTTCATGGAGAGTAAGAATAGCTCTTAATCTTAAGAAAATAGACTACAACATCATTCCTA
TTAACCTTTTGAAGAGTGAATAAACTTCTGAAGAATATACTAAAATCAATCCTAACTAGGGGAAGTCCCC
TGGCTTTAAAGGTATGGGGAAGAGGGTTATTATTGGAAAGCTCTGGTAATCTTAAAAGTTATGGAAGAAA
GTTATTTCCTGGAAGCACCCATTATTICCTITTAAGATGGCGGTTAAAAGAGACTTAAATTAAAGGGCTTTIG
GCCAGTAATTAACACTGGCATTCAACACTCTCTTAAATTTGGAGGTGGCCTTATAAGAATGAAACAGGGA
ATTATTGCCTAGAACAGAATCAAGGGTCCAAATCCGGGGTCCACATAGGCTTGGACAGCAATGCAGCATC
TTCAAGGAATCTCTTGAAAATATTGGTTGGGTGATGAAATACACTGCTGACTAATCTCGGTACCTCAAGT
CAAGAGTTGTAGATAGATCCAGTTGATTACCCCTATCCCATATGCAAAGTTAAAATTAAGGAAATCGAGT
AGTGAGCTAACAGAGAGCGAATCGAAGAAGATTGAAAAAAATTTAAAATGGAGAGATCTGAGGTCCATGC
TAGTAAAAAAAGGGGGCGAAGACAAGAAAAGAGGAAAAGAGAAGAAACAACAAGAAGAAGAGGCGACTAA
AAGATAAACAGACAAAGAAAAAGAACACGAGAACAAGGAAGA
>gi|18194710|gb|BM394657.1|BM394657 50072-2-5-Cll.r.1 Chilcoat/Turkewitz cDNA

(large fraction) Tetrahymena thermophila cDNA, mRNA sequence

CCTACTGCTAGCAAGGTACGGGCCCCCCTCAGTTTTTTTTITTTTTTITTTTTITITTITTITTITTITITTTT
TTTTTTTAATTTTTTTIGAATTAATAAATTATGATTCTGAATTATAATTGTAAAAATAATAAATTTTATTT
ACAAATTATATTTTACACAAAAATATTAAAAAAATATGCTTTAATTTCCAAATCTTTGGATTATCAGGAT
TGTCAGCTTACTTGCTGGGTGAGGCAGCAACGAACTCAGGATATTCCCTTTAAATTTTTTAAAATTTCTG
CAATATTGGGGAACGGGGTTAAATCAAATTGGAATCTATCTACAACTCCTTGAACTTGAGGTACCAAGAA
TAAGTCAGCAAGTTGTATTTCATCACCAAAGCAATATTTCCCATGAGAATTCTTTAATAATTCTTCAATT
GCTGTCAAACCCTTAGTAACCCAGAATTTGACCCATTGAATCTTGICTTAGCTATATTCCTTTTCAATCT
TATTAAGCACCCTCAAATTTTAGAGAGGGTGGATGGCAGTGTTAATTACTTGGCAAAAGCCTCTAATTTA
AGCTCTTTTAACTGCATCTTAAGGAAGAAGTGGGTGCTCAGGAAATACTTCTTCCAAAAACTCTAAGATA
GCAGAGCTTTCAATAATAACCTCGTCTCCATACTTTAAAGCAGGAACTCCCTAGTAAGGATTGATTTCAG
TATATTCTTCAGAAGTTTATTCACTCTTCAAAAGGTTACAGGAATGATGTGTAGCTATTTCTAAGATAAG
AGCATCTTACCCCAGAAGTGAGACGGAAACGTAGCGTATTTCTATCCTTCGCNTTAAATAATGATGTAAG
GAAACGCA

>gi|18196578|gb|BM396525.1|BM396525 5009-0-21-H09.t.2 Chilcoat/Turkewitz cDNA

(large fraction) Tetrahymena thermophila cDNA, mRNA sequence
CTGAGCCACGCGGGGCGGCGCTCTAAGGCTTGATGAGTAGGAGGGCGTGATCGTTGCCTAGAAGTATTIGG
GCGTGAGCCTATATGGAGCAGCGATTAGTGCAGATCTTGGTGGTAGTAGCATTATTTATTTATTTATTTA
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TTTCATTATTAAATTAATTAATAAATATTTATATAAATAATCTTCAAAATTATTAAATATAATAAAGATA
TATACAATAAACATATCAATTAATATTTTAAATGGCTGAAAGCTCGAAGAAAATTACTCTTTACAGGTTA
TTTCCGCTCCTCAACTTCATGGAGAGTAAGAATAGCTCTTAATCTTAAGAAAATAGACTAACAACATCAT
TCCTATTAACCCTTTGGAAAGAGTGAATAAACTTCTGAAGAATATACTTAAAATCAATCCTAACTAGGGA
GTCCCTGCTTTCAAAGTATGGAAACGAGGTTATTCTTGGAAAGCTCGGTTATCTAGAAGTTTGTGGAAAA
AATATTCCCTGAGAACCCACTCTTTCCTTAAAATGCGTTTAAAAAAGCTTAAATCAAA

>gi 18195007 |gb|BM394954.1|BM394954 50072-2-6-G08.r.1 Chilcoat/Turkewitz CDNA

(large fraction) Tetrahymena thermophila cDNA, mRNA sequence

TACGGGCCCCCCTCGAGTTTTTTTTTITTTTTTTITTTTTCTATTTTTTTGAATAAAAAATTGTGATTTGA
ATTTAATTGTAAAAATAATAAATTTTAGTTACAAATTATAATTTAACACAAAAATATTAAAAAGATATGC
TTTTATTTTCAGATCTITTTGATTATCAGGATTGTCAGCTTACTTGCTGGGTGAGGCAGCAACGAACTCAG
GAATTTCCTTTAAATTTTTTAAAACTTCTGCAATATTGGGGAAAGGGGTTAAATCAAATTGGAATCTATC
TACAACTCCTTGAACTTGAGGTACCAAGAATAAGTCAGCAAGTGTTATTTCATCACCAAAGCAATATTTT
CCATGAGAATTCTTTAATAATTCTTCAATTGCTGTCAAACCCTTAGTAACCCAGAATTTGAGCCATTGAA
TCTTGTCTTAGCTATATTCCTTTTCAATCTTATTAAGCACCCTCAAATTTTAGAGAGGGTGGATGGCAGT
GTTAATTACTTGGCAAAAGCCTCTAATTTAAGCTCTTTTAACTGCATCTTAAGGAAGAAGTGGGTGCTCA
GGAAATACTTCTTCCAAAAACTCTAAGATAGCAGAGCTTTCAATAATAACCTCGTCTCCATACTTTAAAG
CAGGGACTCCCTAGTTAGGATTGATTTTAGTATATTICTTCAGAAAGTTATTCACTCTTCAAAAGGTTATA
CGAATGATGTTGTAGCTAATTTCTTAGAAATAGAGCTATCTTATCTCCAGGAATTAGGACCGAAATACTG
TAAGGGATTTCTTTCGCCTCGCCCTTAAATTATGATGTCAGAATCTTATAATAATGAATTTATAACGCCC
AGGGACGAGTCCTTAGTAGCCGGAGAAGTGGTATTCCACARAGATTGGTCTGCCGCAGATCGGNNNNGGG
GGGTIG

>gi[18197392|gb|BM397339.1|BM397339 5009-0-31-C08.t.1 Chilcoat/Turkewitz cDNA

(large fraction) Tetrahymena thermophila cDNA, mRNA sequence
ACAAGCTGAGCCACGCGGTGGCGGCCGCTCTAATATAATAATCTTCAAAATATTAAATATAATAAAGATA
TATACAATAAACATATCAATTAATATTTTAAATGGCTGAAAGCTCAAAGAAAATTACTCTTTACAGTTAT
TTCCGCTCCTCAACTTCATGGAGAGTAAGAATAGCTCTTAATCTTAAGAAAATAGACTACAACATCATTIC
CTATTAACCTTTTGAAGAGTGAATAAACTTCTGAAGAATATACTAAAATCAATCCTAACTAGGGAGTCCC
TGCTTTAAAGTATGGAGACGAGGTTATTATTGAAAGCTCTGCTATCTTAGAGTTTTTGGAAGAAGTATCT
CCTGAGCACCCACTTCTTCCTTAAGATGCAGTTAAAAGAGCTTAAATTAGAGGCTTTTGCCAAGTAATAA
ACACTGCCATCCACCCTCTCTAAAATTTGAGGGTGCTTAATTAAGATTGACCAGGGAATATAGCTAAAAC
AAGATCCATTGGCTCAAATTCTGGGTTACTAGGGGTTTGACAGCAATTGACGAATTATTACAGAATTCTC
ATGGAAAATATTGCTTGGGTGGATGAAATAACACTTGCTGACTTATTCTTGGTACCTCAAGTTCAAGGAG
TGGTAGATAGATTCCCATTTGATTTAACCCCTTTCCCCAATATTGCAGAAGTTTAAAACAATTTAAGGAA
ATCCTGAGTTCGTTGCTGCATCACCAGCAAGTAGCTGACAATCTGATATCAAAGATCTGAAATAAAGCTA
TTTTAAAATGCGTGTAATATAATGTA

>gi[18200704|gb|BM400651.1|BM400651 5009-0-77-A08.t.1 Chilcoat/Turkewitz cDNA

(large fraction) Tetrahymena thermophila cDNA, mRNA sequence
AACGAGCCACGCGGGGCGGCGCCTAAAAANTCTTCAAAATTATTAATATATAAAGATATATACAATAAAC
ATATCAATTAATATTTTAAATGGCTGAAAGCTCAAAGAAAATTACTCTTTACAGTTATTTCCGCTCCTCA
ACTTCATGGAGAGTAAGAATAGCTCTTAATCTTAAGAAAATAGACTACAACATCATTCCTATTAACCTTT
TGAAGAGTGAATAAACTTCTGAAGAATATACTAAAATCAATCCTAACTAGGGAGTCCCTIGCTTTAAAGTA
TGGAGACGAGGTTATTATTGAAAGCTCTGCTATCTTAGAGTTTTTGGAAGAAGTATTTCCTGAGCACCCA
CTTCTTCCTTAAGATGCAGTTAAAAGAGCTTAAATTAGAGGCTTTTGCCAAGTAATTAACACTGCCATCC
ACCCTCTCTAAAATTTGAGGGTGCTTAATAAGATTGAAAAGGAATATAGCTAAGACAAGATTCAATGGCT
CAAATTCTGGGTTACTAAGGGTTTGACAGCAATTGAAGAATTATTAAAGAATTCTCATGGAAAATATTGC
TTTGGTGATGAAATAACACTTGCTGACTTATTCTTGGTACCTCAAGTTCAAGGAGTTGTAGATAGATTCC
AATTTGATTTAACCCCTTTCCCCAATATTGCAGAAGTTTTAAAAAATTTAAAGGAAATTCCTGAGTTCGT
TGCTGCCTCACCCAGCAAGTAAGCTGACAATCCTGATAATCAAAAGATCTGAAAATAAAAGCATATCTTT
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TTAATATCTTTGTGTTAAATTATACTCTGTAACTAAAATTTTTATTTTTACAATTAAATTCACATCATAA
AAAAAAAAAAAACAAAAAGAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAGAAAAAAACAAAAAAAAAAAAAAAA
>gi[18195006|gb|BM394953.1|BM394953 50072-2-6-G08.£.2 Chilcoat/Turkewitz cDNA
(large fraction) Tetrahymena thermophila cDNA, mRNA sequence
TAGTCCGCGGTGGCGGCGCTCTAATATAATATCTTCAAAATTANNTTAAATAATAAAGATATATACAATA
AACATATCAATTAATATTTTAAATGGCTGAAAGCTCAAAGAAAATTACTCTTTACAGTTATTTCCGCTCC
TCAACTTCATGGAGAGTAAGAATAGCTCTTAATCTTAAGAAAATAGACTACAACATCATTCCTATTAACC
TTTTGAAGAGTGAATAAACTTCTGAAGAATATACTAAAATCAATCCTAACTAGGGAGTCCCTGCTTTAAA
GTATGGAGACGAGGTTATTATTGAAAGCTCTGCTATCTTAGAGTTTTTGGAAGAAGTATTTCCTGAGCAC
CCACTTICTTCCTTAAGATGCAGTTAAAAGAGCTTAAATTAGAGGCTTTTGCCAAGTAATTAACACTGCCA
TCCACCCTCTCTAAAATTTGAGGGTGCTTAATAAGATTGAAAAGGAATATAGCTAAGACAAGATTCAATG
GCTCAAATTCTGGGTTACTAAGGGTTTGACAGCAATTGAAGAATTATTAAAGAATTCTCATGGAAAATAT
TGCTTTGGTGATGAAATAACACTTGCTGACTTATTCTTGGTACCTCAAGTTCAAGGAGTNGTAGATAGAT
TCCAATTTGATTTAACCGCTTTCCCCAATAATGCAGAAGTTTTAAAAAATTTAACGGAATTTCTGAATTC
GTGGTGGCTAACCAGCAGGTAAGTGAAATCTGAAATCAAGGATTGAATTAAGCTATCTTTAAATTCGGGG
ACAAAATGGACACATTTTTCCGCGGCGTCTTTCCTTTT
>gi[18192570|gb|BM392532.1|BM392532 50071-2-1-H11.f.1 Chilcoat/Turkewitz cDNA
(small fraction) Tetrahymena thermophila cDNA, mRNA sequence
TTTTTGGGAAAAAAGCGCACTCTTCGCGGTGGCGGCCGCTCTAAATTAATTAATAAATATTTATATAAAT
AATCTTCAAAATTATTAAATATAATAAAGATATATACAATAAACATATCAATTAATATTTTAAATGGCTG
AAAGCTCAAAGAAAATTACTCTTTACAGTTATTTCCGCTCCTCAACTTCATGGAGAGTAAGAATAGCTCT
TAATCTTAAGAAAATAGACTACAACATCATTCCTATTAACCTTTTGAAGAGTGAATAAACTTCTGAAGAA
TATACTAAAATCAATCCTAACTAGGGAGTCCCTGCTTTAAAGTATGGAGACGAGGTTATTATTGAAAGCT
CTGCTATCTTAGAGTTTTTGGAAGAAGTATTTCCTGAGCACCCACTTCTTCCTTAAGATGCAGTTAAAAG
AGCTTAAATTAGAGGCTTTTGCCAAGTAATTAACACTGCCATCCACCCTCTCTAAAATTTGAGGGTGCTT
AATAAGATTGAAAAGGAATATAGCTAAGACAAGATTCAATGGCTCAAATTCTGGGTTACTAAGGGTTTGA
CAGCAATTGAAGAATTATTAAAGAATTCTCATGGAAAATATTGCTTTGGTGATGAAATAACACTTGCTGA
CTTATTCTTGGTACCTCAAGTTCAAGGAGTTGTAGATAGATTCCAATTTGATTTAACCCCT
>gi|18192945|gb|BM392892.1|BM392892 50071-2-2-H11.f.1 Chilcoat/Turkewitz cDNA
(small fraction) Tetrahymena thermophila cDNA, mRNA sequence
ACCGGGCTCCCCGCGGTGGCGGCCGCTCTAAAAAATATTAAATATAATAAAGATATATACAATAAACATA
TCAATTAATATTTTAAATGGCTGAAAGCTCAAAGAAAATTACTCTTITACAGTTATTTCCGCTCCTCAACT
TCATGGAGAGTAAGAATAGCTCTTAATCTTAAGAAAATAGACTACAACATCATTCCTATTAACCTTTTGA
AGAGTGAATAAACTTCTGAAGAATATACTAAAATCAATCCTAACTAGGGAGTCCCTGCTTTAAAGTATGG
AGACGAGGTTATTATTGAAAGCTCTGCTATCTTAGAGTTTTTGGAAGAAGTATTTCCTGAGCACCCACTT
CTTCCTTAAGATGCAGTTAAAAGAGCTTAAATTAGAGGCTTTTGCCAAGTAATTAACACTGCCATCCACC
CTCTCTAAAATTTGAGGGTGCTTAATAAGATTGAAAAGGAATATAGCTAAGACAAGATTCAATGGCTCAA
ATTCTGGGTTACTAAGGGTTTGACAGCAATTGAAGAATTATTAAAGAATTCTCATGGAAAATATTGCTTT
GGTGATGAAATAACACTTGCTGACTTATTICTTGGTACCTCAAGTTCAAGGAGTTGTAGATAGATTCCAAT
TTGATTTAACCCCT
>gi|12232721 |gb|BF845523.1|BF845523 216T3 Tetrahymena 2 Tetrahymena thermophila
cDNA clone 216T3 similar to glutathione S-transferase, mRNA sequence
TCTAATATAAATAATCTTCAAAATTATTAAATATAATAAAGATATATACAATAAACATATCAATTAATAT
TTTAAATGGCTGAAAGCTCAAAGAAAAATTACTCTITTACAGTTATTTCCGCTCCCCAACTTCATGGAGAG
TAAGAATAGCTCTTAATCTTAAGAAAATAGACTACAACATCATTCCTATTAACCTTTTGAAGAGTGAATA
AACTTCTGAAGAATATACTAAAATCAATCCTAACTAGGGAGTCCCTGCTTTAAAGTATGGAGACGAGGTT
ATTATTGAAAGCTCTGCTATCTTAGAGTTTTTGGAAGAAGTATTTCCTGAGCACCCACTTCTTCCTTAAG
ATGCAGTTAAAAGAGCTTAAATTAGAGGCTTTTGCCAAGTTAATTAACACTGCCATCCACCCTICTCTAAA
ATTTGAGGGTGCTTAATAAGATTGAAAAGGGAATATAGCCTAAGACAAGATTCAATGGCTCAAATTCCTIG
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GGTTTACTAAGGGGTTTGACAGCAATTGGAAGAATTATTAAAGAATTCTCATGGGAAAAATATGGCTTTIG
GGTGAATGAAATAACACTTGGCTGGACTTTATCCTTGGGTACCCTCATGTTTCCAGGAGTTGTTAGATAG
ATTCCC
>gi|18199570|gb|BM399517.1|BM399517 5009-0-58-G03.t.1 Chilcoat/Turkewitz cDNA
(large fraction) Tetrahymena thermophila cDNA, mRNA sequence
AACAAAGCTGGAGCTCACGCGGTGGCGGCCGCTCTAATTTATTTATTTCATTATTAAATTAATTAATAAA
TATTTATATAAATAATCTTCAAAATTATTAAATATAATAAAGATATATACAATAAACATATCAATTAATA
TTTTAAATGGCTGAAAGCTCAAAGAAAATTACTCTTTACAGTTATTTCCGCTCCTCAACTTCATGGAGAG
TAAGAATAGCTCTTAATCTTAAGAAAATAGACTACAACATCATTCCTATTAACCTTTTGAAGAGTGAATA
AACTTCTGAAGAATATACTAAAATCAATCCTAACTAGGGAGTCCCTGCTTTAAAGTATGGAGACGAGGTT
ATTATTGAAAGCTCTGCTATCTTAGAGATTTTGGGAAGAAGTATATCCTGAGCACCCACTTTCTTCCTTA
AAATGCAGTTAAAAAGAGCTTAAATTACAGGCTTTTGCCAAGTAATTAACACTGGCATCCACCCTCTCTA
AAAATTTGACGGTGGCTACTAAGACTTGAAAANGAATATAGCTAAGACAAGACTTCATTGGTCACATTCT
GGGTAACTAAGGTTTGAAGCCATTGAAGCAATATTCAAGAAACTCCTGGGACAATAATGCGTAGGTAATG
AATTAAACTTGCTTGATTATACATGGTAGCTCAAGTCCAAGGAGTTGTAAATAAATACAA
>gi[18197206|gb|BM397153.1|BM397153 5009-0-29-F03.t.1 Chilcoat/Turkewitz cDNA
(large fraction) Tetrahymena thermophila cDNA, mRNA sequence
AAAAACTGAGCCACGCGGTGGCGGCCGCTCTAATTTATTTATTTCATTATTAATTAATTAATAAATATTT
ATATAAATAATCTTCAAAATTATTAAATATAATAAAGATATATACAATAAACATATCAATTAATATTTTA
AATGGCTGAAAGCTCAAAGAAAATTACTCTTTACTGTTATTTCCGCTCCTCAACTTCATGGAGAGTAAGA
ATAGCTCTTAATCTTAAGAAAATAGACTACAACATCATTCCTATTAACCTTITTGAAGAGTGAATAAACTT
CTGAAGAATATACTAAAATCAATCCTAACTAGGGAGTCCCTGCTTTAAAGTATGGAGACGAGGTTATTAT
TGAAAGCTCTGCTATCTTAGAGTTTTTGGAAGAAGTATTTCCTGAGCACCCACTTTCTTICCTTAAGATGC
AGTTAAAAGAGCTTAAATTAGAGGCTTTTGCCAAGTAATTAACACTGCCATCCAACCTCTCTAAAATTTIG
AGGGTGCTTAATAAGATTGAAAAGGAATTATAGCCTAGAACAGATCCATGGGCTCAATTCCGTGTTACTA
GGGTATGGACAGCATTGAAGAATAATTAAGAATTCTCTGGAAATTATGCTTGGTGATAAATACCCTIGGTG
AATATCTGGGACCTCAGTTAAGAATGGAATGATTCATTTGATTACCCTTGCCATATGGAAGTTTAAAATT
AAGAATCCAAATGAGGAACACAGAATAACGAAACGAATAAAGATGAATAAATTTTAATAGGTACAATGGA
TAATTTCCTTTTTGCGCAAAACGGGGGTAAGTTATATG
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Ek-4 Klonlanmus pGEMTeasyGSTz plazmiti

fac operon i
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Ek-5 pET-16bGSTz plazmiti

pET-16b
GSTzrta

Jo674 kb

lac operon
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