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DNA ligazlar, DNA replikasyonu, tamiri ve rekombinasyonu esnasinda
meydana gelen DNA kiriklarini tamir ederler. Tim DNA ligazlar aktif
bolgelerinde KxDGxR motifi tagir ve kofaktor ihtiyaglarina gére NAD ya da ATP
bagimli olup aymi reaksiyon mekanizmasini izler. Tetrahymena thermophila
tekhtcrelisinde, biyoteknolojik olarak dretilip kullanilan ATP bagimli T4 DNA
ligaz’a alternatif olabilecek bir enzimi belirlemek ve rekombinant olarak Uretmek
bu tezin amacii olusturmaktadir. GenBankasinda ve Tetrahymena Genom
Veritabanininda Tetrahymena thermophila’nin makroniiklear genleri iginde
yapilan BLAST analizi dort adet DNA ligaz geni bulundugunu gdstermistir.
Bunlardan TtLIG11 ve TtLIG12 ad:i verilen Uyelerin Okaryotik DNA ligaz I,
TtLIG4’Un okaryotik DNA ligaz IV smnifina dahil oldugu MEGA4 programi
kullanilarak filogenetik analizler ile belirlenmistir. Son {iye olan TtLIG13’(in ise
T4 gibi virlis ve prokaryotlarin ligazlarina benzerlik gosteren fakat sadece
omurgasizlarda bulunan bir altsinifa ait oldugu bulunmus ve bu guruba Ligaz II
admin verilmesi 6nerilmistir. DNA ligazlara 6zgii alti motifi tagiyan Tetrahymena
DNA ligaz tyelerinden TtLIG13’Un E. coli’de rekombinant protein olarak ifade
edilebilmesi i¢in gerekli 22 nokta mutasyonu PZR ile yerlestirilerek kodon
uyumu saglanmistir. Rekombinant TtLIG13 c¢DNA’s1 6XHistidin takisini
saglayan pET16b vektoriine klonlanmis ve E.coli BL21 (DE3) pLysS’e
aktarilmistir. Rekombinant TtLIG13’ln ilk IPTG indiiksiyonu gergeklestirilerek
Ni-NTA tanecikleri ile afinitik saflastirilma denemeleri gerceklestirilmis fakat
toksik gen grubuna girmesinden dolay1 zorluklarla karsilagilmistir. Rekombinant
TtLigl3p’nin iiretim ve saflastirma c¢aligmalart siirmekte olup biyoteknolojik
alternatif Grlin potansiyelinin degerlendirmesi bu asamanin basarili olmasi
durumunda sonuglandirilabilecektir.

Anahtar kelimeler: Kodon uyumu, ATP bagimli DNA ligaz, Ligaz II,
Rekombinant, T. thermophila, Nokta Mutasyonu.
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DNA ligases join breaks in the phosphodiester backbone of DNA
molecules during DNA replication, repair and recombination. All DNA ligases
share the same active site KxDGxR motif, and follow the same reaction
mechanism but they may use either ATP or NAD" as a cofactor. The goal of this
study is the recombinant production of an alternative DNA ligase enzyme
determinated among Tetrahymena thermophila macronuclear genes alternative to
biotechnologically produced ATP dependent T4 DNA ligase. The results of
BLAST analysis in GeneBank and Tetrahymena Genome Database showed that
this unicellular organism contains four ATP dependent DNA ligase genes.
According to phylogenetic analysis made by MEGA4 program, TtLIG11 and
TtLIG12 ligases are under eukaryotic Ligase | group, TtLIG4 under eukaryotic
ligase 1V. The last member TtLIG13 located under viral and prokaryotic ATP
dependent DNA ligase grup with some invertebrate members and it is proposed
in this thesis that this primitive invertebrate ligase group called as Ligase Il. To
express the TtLIG13 as a recombinant protein in E.coli the necessary codon
adaptation was made by the introduction of 22 multiple point mutations with
PCR into cDNA protein coding region. Recombinant TtLIG13 cDNA is cloned in
to pET16b which provide 6x His tag then transformed to E.coli BL21 (DE3)
pLysS. Recombinant TtLIG13 was induced with IPTG and isolation with Ni-
NTA beads was implemented but encountered difficulties cause it is a toxic gene.
Ones the underway experimental production and isolation of recombinant
TtLigl3p is successfully accomplished, the evaluation of biotechnological
alternative DNA ligase enzyme potential will be finalized.

Key words: Codon adaptation, ATP dependent DNA ligase, Ligase I,
Recombinant, T. thermophila, Multiple Point Mutation.
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1.GIRIS

Canlilarin genetik ve molekiiler biyolojisinin anlasilmasi, 6ziinde insan
yasam kalitesinin artirilmasi olan biyoteknolojik uygulamalara firsat verir.
Biyolojik zenginliklerin biyomiihendislik yontemler kullanilarak insanoglunun
ihtiya¢ duydugu iiriinlere doniistiiriildiigii disiplinler aras1 bilim dali “Molekuler
Biyoteknoloji” olarak bilinir. Tibbi (kirmizi biyoteknoloji), tarimsal (yesil
biyoteknoloji) [1] ve endustriyel (beyaz biyoteknoloji) [2] Uretimde ihtiyag
duyulan enzimatik veya enzimatik olmayan biyo-materyallerin “htcresel Gretim
fabrikalarinda” dogal formlarina en yakin halde iiretmek biyoteknolojinin temel
amaglarindandir. Bu tez arastirmasinin nihaiyi amacini olusturan DNA bagimli
ligaz enzim Uretimi; gen drdnlerinin (DNA, RNA ve protein) biyoteknolojik
kullanim amagl {iretimi olan “Beyaz biyoteknoloji” kapsamina girmekte olup
rekombinant genetik ve molekiiler biyoloji uygulamalariyla tiretilebilir [1].

Klasik biyoteknolojiden “Beyaz biyoteknolojiye” giden yolda atilan
onemli adimlardan ilki 1966 yilinda Gellert’in E. coli’den elde edilen hiicre
0zitindeki DNA ligaz enziminin A DNA’simi birlestirebildigini bildirmesi ile
baslamistir [3]. Bunu takiben, Weiss ve arkadaslar1 1967 yilinda yaptiklar
calisma ile T4 faj1 tarafindan enfekte edilen E. coli hlicrelerinden elde edilen T4
DNA ligazin tek zincir DNA kiriklarimi ATP varliginda tamir edebildigini
gostermislerdir [4]. 1972 yilinda Mertz ve Davis’in restriksiyon endoniikleazlar
ile yapiskan uclu (birbirine zayif hidrojen baglarla baglanabilen) iki DNA parcasi
iretmesi ve bu uclar1 ligaz enzimi kullanarak birlestirmesiyle ilk DNA
kesim/yapistirma eylemi gergeklestirilmistir [5]. 1973 yilinda Cohen ve
arkadaglari, iki farkli organizmanin DNA’larint birlestirerek olusturduklar
rekombinant DNA’y1 bir canliya (E.coli) iirettirmeyi bagarmistir [6]. Gliniimiizde
“klonlama” olarak bilinen bu teknigin INSULIN (1978, Genentech) [7] gibi bir
tibbi triin gelistirmede kullanilmasi ise Molekiiler Biyoteknolojinin temelini
olusturmus ve restriksiyon endoniikleaz ile DNA ligaz enzimlerine talep
dogmasina neden olmustur.

Bugun ticari olarak pazarlanan ligaz enzim genleri T4 baktriyofaj ve E.

coli biyolojik kaynaklarindan elde edilmis ve rekombinant olarak diretilmis



enzimlerdir [8]. Satisa sunulan DNA ligaz enzimleri arasinda yiiksek sicaklikta
ve NAD bagimh olarak aktivite gosteren Taq DNA Ligaz enzimi de
bulunmaktadir. Taq DNA Ligaz enzimi klasik ligasyon reaksiyonlarinda
kullanilan T4 ve E. coli DNA ligazlarina bir alternatif olarak degil, yiiksek
sicaklikta “ligaz zincir reaksiyonu” gibi bir amagla kullanilmakta olup; NAD
bagimli aktivite gosteren E. coli DNA Ligazi ise, kiit uglarin birlestirilmesinde
basarili olmadigindan, tercih edilmemektedir. Diinya biyoteknolojik pazarinda
restriksiyon enzimleri alternatif kaynakli olarak [9] ve olduk¢a ucuza
satilmaktayken; DNA ligaz enzim {iretim ve pazarlamasinda T4 DNA bagiml
ligaz enzimi alternatifsiz olarak bulunmaktadir. Tiirkiye arastirma-gelistirme
kurumlarinda kullanilan T4 DNA bagimli ligaz enzimine yerli iiretim alternatifi
sunabilmek amaciyla DNA bagiml ligaz {iretim arayisi bu tezin ana amacini

olusturmaktadir.

1.1. DNA Ligaz Enzimleri

Enzim smiflandirmasimma gére EC6 numaras: ile temsil edilmekte olan
ligaz enzimleri katalizledikleri reaksiyona gore 6 gruba ayrilir [10]. Fosfodiester
baglarinin olusumunu katalizleyerek ¢ift zincirli DNA’daki ¢entiklerin tamirini
saglayan DNA Ligaz enzimleri [11] ile fosforik ester bagi olusumunu
katalizleyen RNA-3'-fosfat siklaz enzimleri, EC6.5 numarali “Ligazlar” alt
sinifin1 olusturur. Bu alt sinifta;

e ATP bagimli DNA Ligaz enzimleri (EC6.5.1),

e NAD" bagimli DNA Ligaz enzimleri (EC6.5.2),

e ATP bagimli RNA ligazlar (EC6.5.3) ve

e RNA-3~ Fosfat siklazlar (EC6.5.4)

bulunur [9]. Bahsi gegen ligaz enzimleri (RNA-3” Fosfat siklazlar haricindeki)
ile farkli bir enzim sinifina dahil olan mRNA guanilil transferazlar (mMRNA sapka
enzimleri) (EC2.7.7.50) [10], ortak motifler tasimalart ve ayni reaksiyon
mekanizmasint izlemeleri nedeniyle “kovalent nikleotidil transferaz super

ailesini” olusturur [12,13].



1.1.1. ATP bagimhh DNA Ligaz Enzimlerinin Yapisi ve Reaksiyon

mekanizmasi

DNA ligazlar, DNA’nin replikasyonu, rekombinasyonu ve tamirini i¢eren
biyolojik olaylar esnasinda c¢ift zincirli DNA iizerinde olusan g¢entiklerin
(DNA’nin fosfat-riboz iskeletinde bir fosfodiester kovalent bagi eksikligi)
tamirini gergeklestirir. DNA ligazlar, kofaktor ihtiyaglarina gore ATP bagimli
yada NAD" bagimli olmak iizere ikiye ayrilir. Bakteriyofajlar, viriisler, arkeler,
baz1 Obakteriler, bakteriler ve Okaryotlarda ATP bagimli DNA ligazlar
bulunurken; NAD® bagimli DNA  ligazlar sadece &bakteriler ve
entomopoxvirislerde bulunurlar.

Bilinen en kiiciik ve enzimatik olarak islevsel DNA Ligaz enzimleri olan
T7 bakteriyofaj ve Chlorella spp. virtis (PBCV-1) ATP bagimli DNA ligaz
proteinlerinin  kristal yapisi, bu enzimlerin niikleotidil transferaz ve
oligoniikleotid baglanma domainden olusan iki domainli bir katlanmaya sahip
olduklarim géstermistir (Sekil 1.1) [14]. ki domainden olusan bu Katalitik
cekirdek “kovalent nukleotidil transferaz super ailesi enzimleri” igin
karakteristik olan ve reaksiyonun katalizinde gorev listlenen 6 motif tasir (Sekil
1.2). N-ucu “niikleotidil transferaz domaini” korunmus 5 motifide (I, III, Illa, IV
ve V) icine alan katlanmayla adenil-baglanma-cebini olusturur. Motif I;
Kx)DG(x)R seklinde dizilim gosterir ve dizideki lizin aminoasidi (K) katalitik
merkez olarak rol oynar. Ornegin; Chlorella spp. viriis ATP bagimli DNA ligaz
enzimi Motif | (K2;xDGxR3y) ’de yer alan lisiny;’e (K veya Lis) AMP kovalent
olarak baglanir. Enzimde motif VI’nin bulundugu karboksil ucu “oligoniikleotid
baglanma (OB) domaini’dir” ve 5 adet anti-paralel B-plakasi ve 1 adet alfa
sarmaldan olusmaktadir. OB domaini, niikleotidil transferaz domainine motif

V’in i¢inde yer aldig1 esnek bir baglanti ile baglanir (Sekil 1.1).



Sekil 1.1. AMP’ye bagh Chlorella viriis ligaz enzim kompleksinin 3B seritsel yapist [15].

Sekilde Domain 1 olarak gosterilmis domain, LII, 111 ve 1V. Domainleri
bulunduran “Adenilasyon domaini”’dir. Ok ile gosterilen bdlge motif V’i isaret
etmektedir, bu motif Domain 1 ve Domain 2’nin baglant1 bolgesidir. Domain 2
ise 5 B katlanmasi ile 1 o katlanmasindan olusan oligoniikleotid baglanma
domainidir (OB) [15].

Enzimde var olan 6 motifin aktivitedeki rolu (zerine mutasyonel
caligmalar gergeklestirilmis ve birinci motifteki “K” Lizin aminoasidinin
AMP’nin  baglandigr katalitik merkez oldugu goriilmiistiir. Deneysel
calismalarda, motifin “L” Lo6sin aminoasidine doniistiiriilmesi enzimin
adenilasyonunu engelledigi ve inaktif merkeze sahip ligaz enziminin
adenillenmis DNA substratinin ligasyonunu gergeklestirebildigi bildirilmistir
[16]. Ugiincii motifteki “D” Aspartik asit aminoasidinin, birinci motif ile bag
kurarak enzimin yapisinin korunmasini sagladigi ve bu motifteki “E” Glutamik
asit aminoasidinin, AMP ile etkilesim kurarak stabilizasyonunu sagladig1 tespit
edilmistir [17]. Dordinct motifteki “E” Glutamik asit aminoasidi metal iyonu ile
etkilesim kurarak birinci motifteki lizin aminoasidini aktive ederken; motif V ve
VI'nin silinmesi ile tiretilen enzim ise islevsizdir [17]. Ciinkii Motif V tasidigi K
(Lizin) aminoasitleri ile reaksiyon esnasinda ayrilmasi gereken gruplarin
uzaklastirilmasinda rol oynamaktadir [18]. Motif VI ise OB domainde yerlesim

gostermektedir, bu motif reaksiyonun birinci adiminda ATP’nin o ve 3 fosfatimi



bikerek birinci motifteki aktif merkez lizinin lineer atak ile Ligaz-Adenilat

kompleksini olusturmasini saglar (Sekil 1.2 A ve B) [14].

B.

Adenilasyon
Domaini

—

Oligonukleotid
- Baglanma
Domaini

Sekil 1.2. Niikleotidil transferaz siiper ailesi enzimlerinin korunmus motif dizileri.

Sekil 1.2°de A. Birinci motif ATP ya da GTP’nin baglandig1 katalitik
merkez olan lizin (K) aminoasidini tagir. Yapilan arastirmalar katalitik merkez
disindaki lizin aminoasitlerinin (motif V) ATP ya da GTP’nin fosfat grubu ile
etkilesime girerek, ayrilacak gruplarin (PPi) uzaklastirilmasini kolaylastirdigini
gostermistir. Aspartik asit (Asp, D, motif II) ve glutamik asit (Glu, E, motif III ve
IV) ise divalent katyon kofaktoriiniin baglanabilmesi i¢in gereklidir. B. DNA
Ligaz enzimlerinin sahip oldugu 6 motifin T7 DNA polimeraz kristal yapisi
iizerindeki yerlesimleri. Motif I, Sar1; Motif III, Yesil; Motif Illa, Mavi; Motif
IV, Kirmizi ve Motif V Pembe renkle gosterilmis, OB domain (izerindeki Motif
VI bu yapmnin arkasinda kaldigindan gosterilememistir. Anahtar: CE: mRNA
sapka enzimi, DNA: DNA ligaz. Vac, vaccinia virus; SFV, Shope fibroma virus;
ASF, African swine fever virus; PBCV, Chlorella virus; FPV, fowlpox virus;
Sc, S.cerevisiae; Sp, S. Pombe; Hu, H. sapiens ligaz I; T4, bakteriofaj T4; T7,
bakteriofaj T7 [Kay. 19°dan degistirilerek kullanilmistir],

Ligasyon reaksiyonu ii¢ adimda tamamlanir: 1. Enzim adenilasyonu, 2.

Substrat adenilasyonu, 3. Centigin birlestirilmesi. Enzimin adenilasyonu



adiminda, enzimin aktif merkezindeki lizin aminoasidine, ATP yada NAD" dan,
AMP grubu aktarilir. Substrat adenilasyonu adiminda AMP grubu ¢entigin 5’
fosfat ucuna aktarilarak pirofosfat kopriisii kurulur (AppDNA). Son adimda ise
centigin birlesmesi ile fosfodiester bagi kurulur ve AMP serbest birakilir [11. 14-
16,19]. mRNA sapka enzimlerinin reaksiyon mekanizmasi da ayni olup, DNA
ligazlardan farklililar1 kofaktor olarak GTP’yi kullanmalar1 ve reaksiyonun 3.

basamagini ger¢eklestirmemeleridir [12,13].
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Sekil 1.3. DNA Ligaz enzimlerinin reaksiyon mekanizmasi. [Kaynak 20’den degistirilerek

kullanilmisgtir].



Sekil 1.3’de birinci adim, enzimin 1. Motifinde bulunan Lizin amino
asidinin  adenillenerek  Enzim-AMP  kompleksinin =~ olustugu  “Enzimin
Adenilasyonu” adimdir. ikinci adimda, Ligaz-Adenilat kompleksindeki
AMP’nin fosfat ucu ile ¢entigin 5° fosfat ucu arasinda kimyasal bag kurularak
AppDNA’nin olustugu “Substrat Adenilasyonu” gerceklesir. Reaksiyonun
iclincii adiminda, ¢entigin 3> OH grubundaki oksijen atomu, niikleofilik atak ile
5’ fosfat grubu ile etkilesime gecerek bag olusturur. Bu yolla ¢entik tamir
edilirken, AMP serbest kalir [11-16,19,20].

Ligasyon reaksiyonunun gerceklestigi esnada enzimin 3B yapisinda
konformasyonel degisiklikler meydana gelir. Reaksiyona girmemis inaktif enzim,
“acik konformasyon” adi verilen durumda bulunur, ki bu durumda adenilasyon ve
oligoniikleotid domaini birbirinden uzak, lineer yapidadir. Reaksiyonun birinci
basamaginda OB domaini adenilasyon domaini iizerine dogru katlanir, OB
domaindeki VI. Motif ve adenilasyon domaini iizerindeki 1. Motif arasinda
etkilesim meydana gelir. “Kapali formasyon” adi verilen bu asamada enzim
adenillenir ve reaksiyonun ikinci basamagi meydana gelir. Reaksiyonun birinci
basamagindan ikinci basamagina gecisin ilk adiminda OB domainin kendi
etrafinda donmesi ile VI. Motifin 1. Motiften uzaklagsmasi gerceklesir. Bu
asamada, enzimin kapali formasyonu, insan DNA ligaz I enziminde OB
domaindeki Arg871 ve Adenilasyon domainindeki Asp570 (Motif I) arasinda
kurulan tuz kopriisii ile muhafaza edilir. Ayrica OB domain {izerindeki Phe872,
centigin 5’ fosfat ucu ile etkilesim kurar ve enzim iizerindeki AMP’nin ¢entigin
5’ fosfatina aktarilmasiyla reaksiyonun 2. basamagi tamamlanir. Reaksiyonun 3.
basamag1 da bu konformasyonda katalizlenerek AMP’nin motif V araciligiyla

salinmasiyla enzim agik formasyona geri doner [14].



Sekil 1.4. PBCV1 mRNA sapka enziminin agik ve kapali formasyonu. [Kaynak 14’den
degistirilerek kullanilmistir].

Sekil 1.4’de Adenilasyon domaini sari, OB domain yesil, Motif VI pembe
ve GTP mavi renkli. A. Reaksiyonun 1. adimindan 6nce, agik formasyondaki
enzim yapist. OB domain ve Adenilasyon domaini birbirinden uzak durumdalar.
B. Reaksiyonun 1. adiminda OB domain Adenilasyon domaini iizerine katlanir,
motif VI o ve [ fosfata baglanarak motif I’deki aktif lizinin lineer atak ile
GMP’yi baglamasini saglar. Reaksiyonun ikinci basamagina gegmeden dnce OB
domain, kapali formasyon korunarak, motif VI’nin motif I’den uzaklasacagi
sekilde kendi etrafinda doner. Bu formasyonda reaksiyonun ikinci basamagi ve
DNA ligaz enzimleri igin 3. Basamagi gergeklesir [14].

Ligaz enzimleri, ligaz Katalitik domaine ilave biyolojik domainlerin
flizyonu ile yapisal ve gorevsel olarak ¢esitlilik gosterirler [12,13]. Bilinen 4 ¢esit
okaryotik DNA Ligaz vardir, I, Ille,, 1B, ve V. Ligaz II’'nin ligaz 111I’n
parcalanma {iriinii oldugu diisiiniilmektedir. Ligaz I, N terminalinde PCNA
(¢ogalan hiicre niikleer antijeni- Proliferating Cell Nuclear Antigen) baglanma
motifi (PBM) tasir ve replikasyonun kesikli polimerizasyonunda olusan Okazaki
fragmentlerinin  birlestirilmesinde PCNA ile birlikte gorev alir. Sadece
omurgalilarda bulunan Ligaz III'iin mRNA’sinin ekzonlarinin alternatif ekleme-
cikarma (alternatif splicing) sonucu iki izoformu olusur. Ligaz Illa, C
terminalinde BRCT domaini tasir. BRCT (C terminal Goglis kanseri duyarlilik
protein domaini - C terminal domain of a breast cancer susceptibility protein)
domaini genellikle DNA zarar1 karsisinda hiicre dongiisii kontrol noktalarinda

gorev yapan proteinlerde bulunur; 6rnegin, gogls kanseri DNA tamir proteini



BRCAT1’de bulundugu gibi. Bu domain yaklasik olarak 100 amino asit rastgele
tekrarlara sahiptir ve fosforile olmus proteinlerin baglandigi yap1 olarak gorev
yapar. Bu domain DNA tamir faktorii Xrccl ile etkilesir. Ligaz Illo ve
B proteinleri N terminallerinde DNA’nin ikincil yapisinin taninmasinda rol
oynayan ¢inko parmak motifini tasir. Ligaz IV, homolog olmayan uglarin
birlestirilmesinde gorev alir ve karboksil terminalinde iki adet BRCT domaini
tasir. Bu iki domain arasindaki 100 aminoasit uzunlugunda DNA tamir faktorii
Xrcc4 tarafindan taninan bir motif bulunur. Xrcc4, ligaz proteininin ¢ift zincir
kiriklarina hedeflenmesini saglar (Sekil 1.5) [14,15,19].

Ligaz enzimlerinin amino asit dizilerinde yer alan hicre igi
konumlandirict diziler, proteinin ¢ekirdek yada mitokondride konumlanmasini
belirler. Ligaz I'in tasidigZi PCNA baglanma motifi bu enzimin c¢ekirdege
konumlanmasim yénlendirir. Ote yandan mayalarda bulunan Cdc9 ligaz enzimini
kodlayan gen dizisi iki adet translasyon baslangic kodonu tasir; translasyon ilk
baslangi¢ kodonundan baslarsa mitokondride, ikinciden baslarsa ¢ekirdekte
yerlesim gosterir. Okaryotik canlilarda ise benzer bir durum ligaz Il igin
gecerlidir [15].

Bakteri ve oObakteriler yaygin olarak NAD® bagimli ligaz enzimleri
tagisalar da Haemophilus influenzae bakterisinin ayni zamanda yasamsal olarak
onem arz eden ATP bagiml ligaz geni de tasidign bildirilmistir. NAD" bagiml
ligaz enzimleri yapilarinda, katalitik ligaz domaininin C terminalinde ayrica 4
adet heliks-sactokasi-heliks motifi ve bir tane ginko parmak ile BRCT domainine
sahiptir. Reaksiyon mekanizmas1 kofaktor farki haricinde ATP bagiml ligazlar
ile aymidir (Sekil 1.5) [14,19].

Katalitik domaine ek olarak bulunan yukari da agiklanan domainler in
vitro ligasyon aktivitesi gostermezken in vivo hiicresel ligasyon reaksiyonlarinda
rol oynadiklar1 diisiiniilmektedir. Ornegin; Rossi ve arkadaslari, T4 DNA ligaz
katalitik domainin N terminalinde yer alan 80 aminoasitlik domaini sildiklerinde,
rekombinant katalitik domaini igeren proteinde islev kaybinin olmadigini
bildirmiglerdir. Fakat katalitik domain C terminalde yer alan korunmus V-VI
motifler ile sadece VI. motifin silinmesi durumunda enzimin islevsel olarak

inaktif oldugu goriilmiistiir [16].
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Sekil 1.5. DNA Ligaz enzimlerinin sematik yapisi.

Sekil 1.5°de, DNA Ligaz | enzimleri katalitik bolgenin N terminalinde
katalitik olmayan domain ve PBM (PCNA baglanma motifi) dizisi tagir. PCNA
baglanma motifi (PBM) proteinin ¢ekirdekte yerlesim gostermesini saglar. DNA
Ligaz Il iki izoform olarak temsil edilmektedir. Her ikisi de katalitik bélgenin N
terminalinde ¢inko parmak motifi tasirken, Ligaz III o, C terminalde Xrccl ile
etkilesime giren BRCT domaini tasir. DNA ligaz IV, katalitik bolgenin C
terminalinde iki adet BRCT domaini ve bu iki domain arasinda Xrcc4 baglanma
motifi tagir. NAD bagimli islev gosteren bakteriyel ligazlar katalitik bolgesinin C
terminalinde ¢inko parmak motifi, 4 adet heliks-sagtokasi-heliks motifi ile BRCT
domaini tasir. Ayrica N terminalde NAD’in aktif bolgeye baglanmasi igin

katalitik bolge lizerine katlanarak yardimei gorev iistlenen ve bakteri ligazlari icin
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karakteristik olan Motif la mevcuttur. Viriis DNA ligazlar1 ile ATP bagimh
Bakteri Ligazlar1 sadece Niikleotidil transferaz ve Oligoniikleotid baglanma

domainini tastyan “Katalitik bolge”den olusur.

1.1.2. Biyoteknolojik a¢idan ligaz enzimleri

DNA ligazlar, temelde molekiiler klonlama g¢alismalarinda yeni nukleik
asit molekiillerinin olusturularak vektorler ile birlestirilmesinde kullanilir. Ayrica
ligaz enzimleri; cDNA’nin ikinci zincirinin sentezinde olusan g¢entiklerin tamiri,
DNA’nin bilinen dizilerinin disindaki dizilerin ¢ogaltilmas1 (ters-invers-PZR),
DNA iizerindeki centik varligimin AMP salinmas: ile tespit edilmesi ve ligaz
zincir reaksiyonu ile DNA {izerindeki nokta mutasyonlarinin kesfedilmesi gibi

degisik amaglar dogrultusunda kullanilir [21].

1.2. Model organizma ve Biyolojik Kaynak Tetrahymena thermophila

Tathi sularda yasayan tek hiicreli model organizma olan Tetrahymena
thermophila; Paramecium sp., Oxytricha sp. ve Ichtyophthrius sp. ile birlikte
Ciliophora filumunu olusturur. Ulkemiz tatli sularinda varligi literatiirce
bilinmemektedir. Ciliophora’nin dahil oldugu Alveolata’nin diger iyeleri
Dinofilogellatlar ve parazitik Apicomplexa’dir. Hizli ve yiliksek yogunlukta
kolayca iiretilen bu organizma, genom projesinin tamamlanmasi sonucu
makroniikleer genom dizisinin 6grenilmesi ve Plasmodium sp. gibi parazitik
gruplar ile yakin akraba olmasi nedeni ile molekiiler genetik calismalarinda bir
model organizma olarak hedeflenmis ve sayisiz arastirma i¢in kaynak
olusturmustur [22]. Ik kez populasyonda bulunan Tetrahymena hiicreleri
arasinda biyolojik esitlemenin (sinkronizasyon) deneysel olarak saglanmasi ile
hiicre dongiisiinli aydinlatict bilgiler, RNA’nin katalitik islevinin aydinlatilmast,
telomerlerin ve histon asetilasyonunun kesfi gibi onemli biyolojik bilgilere
ulagilmistir [23]. Parazitik Plasmodium falciparum’un Circumsporozoite proteini
olan ylzey antijenlerinin bu organizmada tretilebilmesi [24], onun as1 gelistirme

caligmalarinda ara¢ olma potansiyelini gelistirirken; insan DNase I enziminin
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translasyon sonrast modifikasyonlariin bu organizma tarafindan yapilabildigi
gosterilmesiyle [23] 6karyotik protein tiretim konakg¢1 aday1 oldugu onerilmistir.

T. thermophila mikrogekirdek ile makrogekirdegin hiicre dongiileri ile
Tetrahymena’ya 6zgii morfolojik hiicre reorganizasyonlar: arasinda siki bir iligki
bulunmaktadir. Posterior oral primodium gelismeye baslarken mikrogekirdek
boliinmeye baslar ve boéliinmesini ise sitokinezden hemen 6nce bitirir. Kromozom
gruplarinin mitotik kutuplara ayrilmasi sitokinez esnasinda fizyon zonu ile
hiicresel boliinmenin zamanina rastgelir. Mikrogekirdek S fazi mikrogekirdek
boliinmesinin tamamlanmasindan hemen sonra baslar ve hiicre boliinmesinden
kisa bir siire sonra sona erer. Makrogekirdek bdoliinmesi; mikrogekirdek
boliinmesi sonlanirken baslar ve sitokinezin ortasinda sonlanir. Makrogekirdegin
S faz1; kabaca hiicre dongiisiiniin ortasina tekabiil eder ve yaklasik 1 saat siire
alir. Uygun siklikta 1s1 soklar1 Tetrahymena hiicre populasyonundaki bireylerin
hiicre dongiilerinin eszamana (sinkronizasyon) getirmede yardimci olur [25].
ATP bagimli DNA ligazlar hiicresel DNA replikasyonu esnasinda ve vejetatif
hayat boyunca Ozelliklede hiicre dogiistiiniin S fazinda DNA replikasyon ve
tamirine katilmaktadirlar [15].

Yedi esey tipi bulunan Tetrahymena thermophila diger tiim Siliyatlar gibi
iki cekirdek tasir: makrocekirdek (MAK) ve mikrogekirdek (MIK).
Mikrogekirdek, transkripsiyonel olarak inaktif olan diploit 5 ¢ift kromozom tasir.
Genetik bilginin saklanmasi ve konjugasyon esnasinda yeni nesillere
aktarilmasindan sorumludur. Bu canlinin hayat déngiisiiniin en 6énemli evresi olan
eseysel iireme (konjugasyon) basit¢ce mayoz, gametlerin gelisimi, fertilizasyon ve
makrogekirdek (MAK) gelisimi adimlarindan olusur (Sekil 1.6). Konjugasyon ile
mikrogekirdekten farklilasan makrogekirdegin gelisimi dort evrede gergeklesir,
bdylece haploid 5 kromozomdan olusan ve transkripsiyonel olarak suskun olan
mikronikleustan, transkripsiyonel olarak aktif 225 kromozomdan olusan
makronukleus Uretilir (Sekil 1.7.) [22]:

1. Tekrar elementlerinin uzaklastiriimasi: Haploid MIK
kromzomlarinda bulunan AT’ce zengin yaklasik 6000 “Cikarilan icsel

Diziler” (CID veya IES: internally eliminated sequence) endoniikleazlar

ile kesildikten sonra DNA ligaz enzimleri DNA uclarmi tekrar
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birlestirerek MAK yapilanmasini saglar. Tekrar dizilerinin (sentromerler,
transpozonlar ve diger 6karyotik tekrar dizileri) % 90- 100’Unun silinmesi
ile MIK genomunun % 15’i elenmis olur. Bu basamakta gorev yapan
DNA ligaz enziminin hangi ligaz geni oldugu heniiz bilinmemektedir.

2. Kromozom parcalanmasi: MIK  kromozomlarinin 200
noktasinda bulunan 15 bg’lik “Kromozom Kirilma Dizilerinden (KKD
veya Cbs: chromosome breakage sequence)” sadece (ligaz ile birlestirme
olmaksizin) kesilmesiyle olusan 20,000 ila 1,500,000 b¢’den olusan 225
minikromozom (180-250 kromozom arasinda degisebilir) pargalarinin
uclarina kirma-kompleksiyle birlikte hareket ettigi diisiiniilen telomeraz
enzimiyle telomer dizileri eklenir ve sentromersiz MAK
minikromozomlarin olusumunu tamamlanir. Vejetatif yasam boyunca
minikromozomlar, hiicre bolinmesinde kromozom yapilanmasina
(kondenzasyona) girmezler.

3. Endoreplikasyon: Nukleus genomunun mitoz
gerceklesmeden DNA replikasyonu ile ploid genom katlarinda artigina
endoreplikasyon denir. MAK gelisimi esnasinda diploid olan MIK
genomu  Tekrar elementlerinin  uzaklastirtimast ve  Kromozom
parcalanmast  gergeklestikten sonra 45  ploidiye  (poliploidiye)
endoreplikasyon ile ulasir.

4, Secici artig: Diploid MIK genomunda &karyotik
organizmalardan farkli olarak ribozomal RNA genlerinin bulundugu lokus
tek kopya olarak bulunur. MAK gelisim (1. ve 2. asamalar) evresinde
“secici” bir mekanizma ile 21,000 bg¢’lik bir palandromik (lokus
kopyasmin aynisini ters yonde yapistirilmig) minikromozom yapisi
olusturulur. Bu 2 kopya rRNA lokusunun ortasinda ise 2 adet DNA
replikasyon orijini yer alir. rDNA minikromozomun sahip oldugu
orijinlere dayanan DNA replikasyon segici mekanizmasi devreye girerek
bu minikromozom kopyasi her bir haploid MAK genom iginde 10,000
kopyaya ¢ikartilir [22].
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Sekil 1.6. Konjugasyon durumundaki Tetrahymena hucrelerindeki niikleer gelisim evreleri.

Sekil 1.6°da, farkli esey tipindeki hiicreler aglik durumunda bir araya
getirilir. Sekildeki hiicrelerin farkli homozigot aleller tasidiklar1 goriilmekte.
Ayni aglik ortaminda bulunan farkli tipteki hiicreler ortalama bir saat iginde
ciftlesmeye baslar. Konjugasyonun 4. saatine gelindiginde mayoz I tamamlanmis
olur. Mayoz II’nin tamamlanmasiyla 4 haploit niikleus olusur, bir niikleus hiicre
anterioruna ilerleyerek mayoz niikleusunu olustururken, diger iicli posteriorda
kalir ve pargalanir. Bu evre krossing-over’in gergeklestigi  evredir.
Mikroniikleusun mitoz gecirmesi ile identik iki mikroniikleus olusur, olusan iki
cekirdekten posteriordaki go¢ eder, digeri gamet proniikleusu olarak kalir.
Konjugasyonun 6. saatinde go¢ edecek olan nukleuslarin karsilikli olarak
degistirilmesi ve yeni niikleusun eskisiyle birlesmesi ile zigotun olusturulmasi
sonucu fertilizasyon adimi tamamlanmis olur. Zigot niikleusun iki mitoz
gecirmesiyle 4 identik diploit ¢ekirdek olusur. Anterior c¢ekirdekler

makronikleusa farklilagirken posteriordakiler diploit mikroniikleus olarak kalir.
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Bu basamakta DNA diizenlenmeleri ve MAC’a bagli esey tipi belirlenmesi
gerceklesir ve bu siireg konjugasyonun 7.5 saatinden baglayarak 6-7 saat devam
eder. Konjugasyonun 14. saatinde ekzokonjugantlar ayrilir, eski makroniikleus ve
mikroniikleuslardan biri parcalanir. Ekzokonjugantlarin ilk hiicre boliinmesi ile 4
karyonid hiicre olusturur. Bagimsiz olarak farklilagmis yeni makroniikleus ve
fonksiyonel mikroniikleusun mitotik kopyasini tagyan her bir karyonid, ikiye

boliinerek vejetatif olarak ¢ogalir [22, 26].
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Sekil 1.7. Konjugasyon esnasinda MAK gelisiminin asamalar:

Makronuleus bu asamalar1 tamamladiktan sonra yeni nesil olarak
isimlendirilecek bireyin fenotipini yeniden organize olmus genom olarak

transkripsiyonel seviyede aktif kontrole baslar.

15




1.2.1. Makroniikleer Genom Projesi bulgular1 ve Tetrahymena

thermophila ligazlari

Tetrahymena thermophila makroniikleus genom projesi ile SB210 irkinin
minikromozomlarinin genom dizilemesi 2002 yilinda tamamlanmistir. Projenin
tamalanmasi ile protein kodlayan gen sayisinin 24.725 oldugu ve bu genlerin
15.000’inin diger canlilar ile gii¢lii uyum gosterdigi bildirilmistir. Tetrahymena
Genom Veritaban1 (TGD) ile Gen bankasina (NCBI) teslim edilen diziler
arasinda Tetrahymena DNA ligazlart ile ilgili yapilan biyoinformatik 6n
aragtirma sonucu ulasilan dizilerden 4’liniin ligaz enzimlerine 6zel K(x)DG
motifini tasidig goriilmiistiir. Bunlardan ikisi ligaz I (TTHERM_ 00348170 /
XM_001022972.2ve TTHERM_00865240 / XM_001026764.1), biri ligaz IV
(TTHERM_00387050 / XM_001019308.1 ) ve sonuncusu ise tanimlanmayi
bekleyen hipotetik protein (TTHERM 00392850 / XM 001011861.1) olarak
varlik gostermektedir [27, 28].

1.3. AMAC

Bilim ve Teknoloji Yiksek Kurulunun 2001 yilinda hazirladigi Vizyon
2023 belgesinin tanimladigi oncelikli temalar arasinda yer alan Genetik
miihendisligi, Protein Miihendisligi ve Rekombinant protein iiretim teknik ve
teknolojilerinin iilke ¢apinda yayginlastirilarak temel biyoloji bilgisine dayanan
Biyoteknolojik iiriin gelistirme hedef i dogrultusunda bu tez amaci belirlenmistir.

Bu yiiksek lisans arastirmasinin amaci, tek hiicreli silli Okaryotik
organizma T. thermophila’nin  makroniiklear genomunun taranarak;
biyoteknolojik iirtinlesmeye uygun ATP bagimli DNA ligaz enzimin belirlenmesi
ve rekombinant protein olarak Gretilmesi, enzimatik karakterizasyonu ile

biyolojik mRNA ifade profilinin analizini icermektedir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

Bu tez kapsaminda yiritilen caligmalar temelde iki gruba ayrilir:
biyoinformatik c¢aligmalar ve deneysel c¢aligmalar. Biyoinformatik g¢aligmalar
calisilacak genin belirlenmesi, hizalanmasi, genin filogenetik ve 3 boyutlu yap1
analizlerini kapsar. Deneysel ¢alismalar ise genin klonlanmasi, mutasyonlarinin
yerlestirilmesi, proteinin Uretilerek aktivitesinin test edilmesi ile bu proteinin
biyolojik olarak roliiniin aydinlatilmasina ydnelik mRNA  profilinin

olusturulmasini igerir.

2.1. Biyoinformatik Analizler

2.1.1. Tetrahymena thermophila DNA Ligazlari’nin belirlenmesi

Tetrahymena Genom Veritabaninda (TGD) [29] “DNA ligaz” anahtar
kelimeleri ile yapilan arama sonucu, 5 adet diziye ulasilmis ve bu diziler ligaz
motifi tasima durumlarina bakilarak sonraki analizlerde kullanilmistir. Buna
gore, BLAST [30] analizi ile DNA Ligaz I siifina girdigi teyit edilen TtLigl ve
TtLig2; Ligaz IV smifina girdigi belirlenen TtLig4 ve virlis ve prokaryotlara
yakinlik gosteren TtBtLig olmak iizere 4 ligaz genine ulagilmig ve verilen bu

gecici isimleri ile adlandirilmislardir.

2.1.2. Filogenetik Agacin Yapilandirilmasi

PSI-BLAST [31] programinda bulucu dizi olarak Tetrahymena DNA
ligazlar arasinda en kii¢iik ve intronsuz olan TtBtLig genine ait protein dizisi
kullanilmig ve islem tii¢ tekrarli olarak uygulanmustir. Benzer iiyelerin biiyiik
yogunlugunu bakteri ligazlari olusturdugu i¢in Ligaz I {iyelerinin olusturulmasi
amaciyla 6n aragtirmalar sonucu DNA Ligaz I ailesine yakinlik gosterdigi tespit
edilen TtLigl dizisi bulucu olarak kullanilmistir. NAD bagimli ligaz iiyelerinin
bulunmas1 amaciyla Pseudomonas mendocina NAD bagimli DNA Ligaz genine

ait potein dizisi bulucu olarak kullanilmistir. Ligaz III’iin sadece omurgalilarda
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bulunmasi sebebiyle bulucu olarak insan DNA Ligaz III enzimi tercih edilmistir.
Secilen tyeler ile ClustalW2 [32] programi araciligiyla hizalama calismasi
gerceklestirilmistir. Hizalama sonucu elde edilen bilgi GBlocks [33] programinda
yiiksek, orta ve diisiik secicilikte (katilikta) temizlendiginde kalan karakterler,
gilivenilirligi diisiik bir aga¢ olusturacak kadar az sayida oldugundan hizalama
verilerinin ~ temizlenmesi  Jalview  kullamilarak g6z ile  taranarak
gerceklestirilmistir. Temizlenen diziler MEGA4 [34, 35] programinda agilarak
Neigbour Joining (Komsularin birlestirilmesi) metodu ile koklii ve koksiiz agag

yapilandirilmasi gergeklestirilmistir.

2.1.3. Benzerlik Matrisinin Olusturulmasi

Yapilandirilan filogenetik agacin sayisal ifadesi olabilecek bu analizde
secilen iiyelerin sadece birinci ve altinct motiflerinin arasindaki diziler PepTool

programi ile hizalanmis ve daha sonra benzerik matrisi olusturulmustur.

2.1.4. 3 Boyutlu Modellemenin Gergeklestirilmesi

Yapilan biyoinformatik arastirmalar sonucu aranan kriterlere uygunluk
gosteren dizinin N terminal bolgesi tanimlanmig ve kristallendirilmis hicbir
protein yapist ile benzerlik gostermediginden, sadece Katalitik bolgesi (EK -12)
Espasy veritabanindaki SWISS-MODEL Repository [36, 37] programina
gonderilerek, veri tabaninda bulunan ve deneysel olarak olusturulmus 3 boyutlu
yapilara ait diziler ile karsilastirilmis ve en benzer dizinin program tarafindan baz
alinmasi1 ile modelleme gergeklestirilmistir. Calisma sayfasindaki dizi .pdb

formatinda kaydedilmis ve Deepview spdbv programinda agilarak islenmistir.
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2.2. Deneysel Analizler

2.2.1. Gene ozgiin primerler kullamlarak TtBtlig geninin protein

kodlayan cDNA bdolgesinin klonlanmasi

Tetrahymena thermophila TtBtLig geni (XM _001011861.1) cDNA bilgisi
NCBI veritabanindan elde edilmis. Protein kodlayici bdlgenin tiimiini
kapsayacak sekilde dis primer bolgeleri secilmis ve ileri primerlerin 5 uglarina
Ndel (gri golgeli dizi) ve geri primerde Xhol (gri go6lgeli dizi) enzimleri icin
tanima dizileri pET16b protein ifade vektoriine klonlamada kolaylik saglamasi

amaciyla eklenmistir. Primer dizileri asagidaki gibidir:

FBtBUtpETNdel 5 gcgcatatgatgatcaaaattgatttaacaaaacct 3~
RBtpETXhol 5”7 gcgctcgaggggccctcattcgtcttcttttattctcaa 3~

BtLig’in ¢cDNA kopyasi, 30°C’de biiyiitiilmiis T. thermophila SB210
hiicrelerinden RNeasy Mini Kit (Qiagene) ile elde edilen toplam RNA, RQ1l
DNase (Promega) muamelesi [38] ve RNA temizleme islemlerinden gegtikten
sonra Geri-transkripsiyon reaksiyonuna dTig primeri ve M-MLV Geri-
transkriptaz ile 42°C’de alinmis [39] ve cDNA PZR ile elde edilmistir (EK 1).
Kalip olarak bu elde edilen cDNA toplulugu kullanilarak, FTtBlig-Sacl ve
RTtBlig-Pstl primerleri ve PrimeStar (Takara) enzimi kullanilarak, 1668 bg’lik
cDNA (rdnl 58°C baglanma sicakliginda elde edilmistir. pGEMT-Easy
vektoriine TA klonlamasi i¢in jelden saflastirilmis iiriin uglarina Taq Polymerase
(Fermentas) enzimi kullanilarak —A eklenmistir. PZR —A ekleme reaksiyonu
direk olarak pGEMT-E plazmiti ile ligasyon reaksiyonuna alinmistir. Ligasyon
iriinleri elektrotransformasyon ortaminda tuz bulunmamasi gerektiginden PZR
saflagtirma kiti (Qiagene) ile saflastirilmis, yogunlastirilmis ve 5 pl distile suda
¢ozllmistiir. Bu ¢ozeltinin 1:5 dilisyonunun 2 pl’si ile E. coli XL-1 Blue susuna
BIORAD elektroporasyon aleti ile elektrotransformasyon gergeklestirilmistir.
Transformasyon tabagindaki beyaz koloniler ile hazirlanan master tabaginda
beyazligi devam eden 6 koloni ile koloni 6n PZR taramasi alinmis, {iriin veren

PZR reaksiyonunda kullanilan koloniden plazmit izolasyonuna alinmis ve
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PGEMTAEasy vektorl ustinde yer alan Notl enzimi ile kesilerek, agaroz jel
elektroforezi ile pozitif klonlar tayin edilmistir. Klonlarin DNA dizi analizi;
Beckman Coulter GenomeLab DTCS Quick Start Kit kitinin 6nerdigi sartlarda,
PGEM-T Easy plazmitine uygun olarak dizi analizi ¢aligmalarinda kullanilmak
lizere tasarlanmig ileri primer (F-DizianalizipGem
cgacgtcgcatgctcccggec) ile reaksiyon kurulmus ve Becman CEQ8000 dizi
analizi cihazi ile okumalar gergeklestirilmistir. Dizi analiz sonucunda elde edilen
dizi i¢inde yer alabilecek yapay vektdr ve primer dizileri NCBI veri tabanindaki
VecScreen programi ile belirlenmis ve uzaklagtirilmigtir. Temizlenen DNA klon
dizisi BlastX programi ve GeneTool hizalama programlar1 kullanilarak ©n

analizler gergeklestirilmistir.

2.2.2. BtLig mRNA’simin 5” ve 37 translasyona girmeyen dizilerinin

klonlanmasi ve dizi analizi

Elde edilen geri-transkripsiyom c¢DNA havuzu 1/10 oraninda
seyreltildikten sonra 3 RACE-PZR’de 2 pl’si 50 ul reaksiyon hacminde kaynak
olarak kullanilmistir. Fermentas Taq DNA polimeraz enziminin kullanildig:
reaksiyonda geri primer olarak mRNA’nin polyA kuyruguna uygun seckilde
tasarlanmig dTg primeri ile gene 6zgun ileri primer olarak FBt19 primeri FBt19
57 agagaacaacttgaatcagagc 3’ (Ta 55°C) kullanilmistir. Burada iiretilen
tirlin sonraki reaksiyon i¢in kalip olarak kullanilarak genin 3” ucuna daha yakin
ileri primer olan FBt20 5” gatgaccaaagaagaaggccacc 3” (Ta 55°C) ile
asamali (nested) PZR ve iiriiniin gili¢lendirilmesi i¢in ayn1 primer ile tekrar-PZR
kurulmustur. Translasyona girmeyen mRNA  boélgesinin (TGB=UTR:
untranslated mMRNA region) yaklasik olarak 150 b¢ uzunlugunda oldugu tahmin
edildiginden tekrar-PZR sonucu beklenen iirlin biiyiikliigli primere kadar olan
bolgeyle birlikte 270 bg civar1 olarak hesaplanmistir. Reaksiyonlar sonucu elde
edilen {irtinler yukaridaki anlatilan klonlama agamalarindan gegirilerek pGEMT
Easy vektorii kanaliyla E. coli XL-1 Blue hiicresine aktarilmistir. EcoRI enzimi

ile kesim reksiyonlar1 kurularak beklenen biiyiikliige sahip hedef cDNA parcasi
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iceren plazmitler ( 10 adet) tayin edilmis ve yukaridaki gibi 2 klon DNA dizi ve

On-biyoinformatik analizlere alinmistir.

2.2.3. Protein kodlayic1 BtLig cDNA dizisinin E.coli kodon sozliigiine

coklu nokta mutasyon PZR yontemiyle uyumu

Tetrahymena genlerinin E. coli’de protein ifadesi Tetrahymena’da
glutamin kodlayan DUR TAA ve TAG kodonlarinin E.coli’de glutamin kodlayan
CAA ve CAG kodonlarina nokta mutasyonuyla g¢evrilmesiyle miimkiindiir [40-
42]. Primerle mutasyon yerlestirme ve uglarinda ortiisen bu mutasyon tasiyan
DNA parglarinin PZR ile birlestirilerek ¢oklu mutasyo yerlestirme ydntemi
ozellikle bu tiir kodon uyumu ihtiyact duyulan organizma genlerinde yaygin
kullanilmaktadir [21, 43-45]. Tetrahymena BtLig geni (NCBI ulasim numarasi
XM 001011861) cDNA’smmin GeneTool programi ile translasyon analizi
sonucunda, mutasyon gerektiren 22 kodon tasidigi belirlenmis; gerekli nokta
mutasyonlar icin 20 adet nokta mutasyonu primeri ile iki dig primer
tasarlanmistir. Uretilen genin daha sonra pET16b protein ifade vektoriine
klonlanmas1 planlandigi i¢in BtLig ve klonlama vektorii i¢inde tanima/kesme
bolgesi bulunmayan fakat pET16b ¢oklu klonlama bdélgesi enzimlerinden Ndel
(ileri primerde) ve Xhol (geri primerde) enzimlerinin tanima dizileri dis
primerlerin 5” wuglarina eklenmistir. Mutasyonlarin hangi PZR stratejisi ile
uygulandigi ve primer listesi Ek-7,8 ve 10°da verilmistir.

Uretilecek DNA Ligaz enziminin aktivite gosterebilecek en kiigik
parcasinin belirlenebilmesi amaciyla Rossi ve ark. larmin [16] T4 DNA Ligaz ile
yaptiklar1 caligmadan yola c¢ikilarak BtLigaz’in katalitik domaini ve tiim
motiflerini tagiyan pargasinin lretilmesine karar verilmis ve bu dizinin 5 ucu
olarak FBt14 primerinin karsilik geldigi bolge belirlenmistir. Diger dis ileri
primer gibi bu primere de pET16b vektoriine klonlama icin gerekli Ndel enzimi
tanima dizisi eklenmistir. Bu diziye calisma siiresince BtLig Katalitik Bolge
(BtLig KB) ismi verilmistir. BtLig geninin olusturulan formlarinin rekombinant
olarak ifadesi sonucu 33 kD biiyiikliigiinde pBtLig Katalitik Bolge (pBtLig KB)
proteini ile 63 kD biiyiikliigiinde pBtLig proteininin elde edilecegi tahmin
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edilmektedir. Uretilen bu proteinler aktivite deneylerinde test edildiginde,
kurulacak olan kontrolli deneylerde pozitif kontrol olarak Takara T4 DNA Ligaz
enziminin kullanilmasi1 planlanmisken, “negatif kontrol” ihtiyaci ortaya ¢ikmustir.
Bu ihtiyaci karsilamak {izere, Rossi ve ark.larinin [16] T4 DNA Ligaz enzimi ile
yaptiklar1 ¢alismadan yola c¢ikilarak, iiretilecek her iki protein formunun aktif
merkezindeki Lizin amino asidinin inaktif Losin amino asidine DNA dizisi
Uzerinden nokta mutasyon primerleri kullanilarak doniistiriilmesi ile negatif
kontrol olarak kullamlabilir inaktif BtLig Katalitik Bolge (in-BtLig-KB) ve
inaktif BtLig (In-BtLig) dizilerinin iiretilmesi planlanmistir.

PZR c¢alismalarinda, replikasyon enzimi olarak 5”>—3” hata tamir
ozelligine sahip ve kaliptan bagimsiz —A ekleme yetenegi olmayan Pfu DNA
Polimeraz veya PrimeStar DNA Polimeraz (BioBasic) tercih edilmistir. Elde
edilen iirtinlerin jelden saflastirilmasinda Qiagene QiaQuick Gel Extraction Kiti
kullanilmustir. Uretilen diziler polimerik replikasyon asamasi olmayan —A ekleme
reaksiyonuna Taq Pol ile alindiktan sonra pGEM-Easy vektorii araciligr ile E.
coli XL-I Blue konakgisina klonlanmis, koloni PZR ile olasilikla pozitif
klonlardan plazmit izole edilmis, Notl restriksiyon endonukleaz enzimi ile
kesildiginde beklenen biiyiikliikte vektor ve insertii serbest birakan plazmitler dizi
analizi reaksiyonuna alinmigtir.

BtLig genine mutasyon yerlestirilerek aktif ve inaktif parcalarin iiretilme
caligmasinda, N terminal ve C terminal domainleri (BtLig KB) mutant olarak ayr1
parcalar halinde tretilmis, pPGEMT-Easy vektoriine klonlanmis ve mutasyonlarin
yerlesimi dizi analiziyle teyit edildikten sonra bu iki parcanin da birlestirilmesiyle
mutasyon tasiyan biitiin dizi elde edilmistir. BUtln genin dizi analizi nokta
mutasyonu i¢in tasarlanmis olan FBt7 ve RBt8 primerleri ile vektore uygun
tasarlanan FDiziAnalizpGem primeri; BtLig KB’nin dizi analizi reaksiyonunda
ise FDiziAnalizpGem primeri kullanilmistir.  Inaktif BtLig’in dizi analizi
calismasinda vektdre uygun F primeri ve Inaktif BtLig KD’nin dizi analizinde
FPGEMDiziAnalizi ve RBt19 primerleri tercih edilmistir.

Reaksiyonlar, 100 fmol DNA ile kurulmus, okumalar Becman CEQ8000
dizi analizi cihaz1 ile gerceklestirilmistir. Dizi analizi sonucunda elde edilen

dizilerin sadece dogruluk orani yiliksek olan kisimlari kullanilarak VecScreen
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programinda vektor bilgileri uzaklastirilmistir. GeneTool programi ile tersi ve
ters komplementeri alinarak diger formlar1 olusturulan diziler, gen bankasindan

elde edilen cDNA bilgisi ile EBI ClustalW2 programinda hizalanmustir.

2.2.4. rBtLig gen versiyonlarinin pET16b protein ifade vektoriine

klonlanmasi

T7 promotoru tasiyan pET16b ifade vektorii ve mutasyonlarin
yerlesimi dizi analizi ile teyit edilmis olan BtLig DNA parcalari, ilk énce Ndel-
Xhol restriksiyon enzimleri ile kesilerek pGEMT-Easy vektoriinden salinmus,
agaroz jele yiiklenmis ve jelden saflastirilmistir. Aymi sekilde Ndel- Xhol ile
kesilmis ve saflastirilmis pET16b vektoriiniin  BtLig ve in-BtLig insertleri ile
ligasyonu 2:1 (insert:vektdr) oraninda, BtLig-KD ve in-BtLig-KD insertleri ile
ligasyonu ise 3:1(insert:vektor) oraninda Takara T4 DNA ligaz ile PZR cihazinda
16°C’de 3-4 saat siireyle gerceklestirilmistir. T4 DNA ligaz 65°C’de 10 dk.
inaktive edildikten sonra ligasyon Urlnlerinin 8’er ul’si 200 ul’lik E. coli XL-1
Blue kimyasal kompetent hiicrelerine sicaklik soku ile transfer edilmistir.
Transformasyon hiicrelerinden hazirlanan master tabaklardaki koloniler, koloni
PZR ile taranmis, olasilikla pozitif klonlardan plazmit izole edilmis ve
plazmitlerin kontrolt BamHI-Ndel ikili kesim reaksiyonu ile saglanmistir. Kesim
sonucu pozitif Grln veren plazmitlerin 0.5%er ul’si 200 pl’lik E. coli BL-21 DE3
pLySs konakgisina sicaklik soku ile transforme edilmis ve kloromfenikol (50
pg/ml) ve amfisilin tabagina (100 pg/ml.) ekilmislerdir. Transformasyon
hiicrelerinden hazirlanan master tabaktaki hiicreler koloni PZR ile taranmis ve
pozitif klonlar sivi SOC (%1 glukozca zengin) besiyeri iginde 50 pg/ml
kloramfenikol ile 100 pug/ml amfisilin baskisinda biyiitiilerek klasik metod ile
plazmit izolasyonu gergeklestirilmis, izole edilen plazmitler restriksiyon kesim

reaksiyonu ve dizi analizi reaksiyonlarinda kullanilmistir.
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2.2.5. Rekombinant BtLig enzimlerinin iiretilmesi ve saflastirilmasi

Klonlar 10 mI’lik 50 pg/ml kloramfenikol ve 100 pg/ml amfisilin iceren
SOC (%1 glukozca zengin) besiyerine inokle edilerek gece boyu 37°C’de 130
rpm’de calkalamali olarak biiyiitiiliir. Gece boyunca biiyiitiilmiis kiiltiirin 500
ul’si 10 ml taze SOC besiyeri i¢ine aktarilir ve 50 pg/ml Kloramfenikol ve 100
pg/ml amfisilin baskisi altinda 1-2 saat siireyle biiyiitiilerek yogunlugunun
ODgpo’de 0.5’e ulagmasi saglanir. Beklenen yogunluga ulasan hiicrelerin 1 — 2
ml’si ile gliserol stogu hazirlanirken kalan kiiltiir peletlenir ve kloramfenikol
icermeyen fakat 100 pg/ml amfisilin igeren (peletlemeye alinan hacimde) LB
besiyerinde ¢o6zulir ve finalde 0.1 mg/ml IPTG ile finalde 0.1 ug/ml olacak
sekilde 3 saat siire ile 37°C’de 130 rpm’de c¢alkalanarak rekombinant protein
iretimi indiiklenir. Sifir zamani da dahil olmak iizere her saat 1.5 ml o6rnek
peletlenerek saflagtirma asamasina kadar buzda bekletilir. Protein saflastirmast
denatiire veya dogal halde protein ihtiyacina gore iki farkli protokol ile
gerceklestirilir. Proteinlerin denatiire durumda saflagtirilmasi QiaExpressionist
klavuzuna gore gergeklestirilmistir. Denatlire durumdaki proteinler SDS-PAGE

ile kosturulmus ve komassi mavisi ile boyanarak analiz edilmistir.

2.2.6.Tetrahymena’nin konjugasyonu esnasinda TtBtLig’in

transkripsiyon durumunun RT-PZR ile analizi

DNA yapim-yikim olaylarinin periyodik olarak gergeklestigi konjugasyon
esnasinda, BtLig geninin transkripsiyonel degisiminin RT-PZR ile semi-kantitatif
olarak belirlenmesi planlanmistir. Deneyde, bir gece nem ¢emberinde
biiyiitiildiikten sonra 18 saat a¢lhiga alinan T.thermophila ¢iftlesme paneli liyesi
TiplV ve SB210-VI (Cornell Universitesi, Tetrahymena Stok Merkezi) hiicreleri
bir araya getirildikleri andan itibaren 13 saat slresince her saat 1.5 ml hicre
alinmistir. Bu 6rneklerden RNeasy Midi Kit (Qiagen,75144) ile RNA izole
edilmis ve Promega RQ1 RNase-Free DNase ile enzimin protokollinde tavsiye
edilen sekilde DNase uygulamasi gergeklestirilmistir. RNA izolasyon kitindeki
sartlarda RNA CleanUp ¢alismasi ile temizlenen RNA’larin 2’ser ug’t RevertAid
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First Strand cDNA Synthesis Kit’i (Fermentas) ile 40 ul hacminde Geri-
transkripsiyon reaksiyona alinarak cDNA iretilmistir. Geri-transkripsiyon
urtinlerinin 0.35 pl’si (17.5 ng) RT-PZR ¢aligsmasinda kalip olarak kullanilmistir.
Reaksiyonda Taq Polimeraz enzimi ile katalitik bolgenin iiretilmesinde kullanilan
dis primerler ile gerceklestirilmistir. Kullanilan PZR reaksiyonu 95°C’de 30 sn
On denatiirasyon ile baslayip 26 dongii boyunca 94°C’de 40 sn, 55°C’de 30 sn ve
72°C’de 30 sn asamalar1 ve 5 dk final uzama ile sonlandirilmistir. Ayrica
37°C’de biiyiitilmiis hiicrelerden elde edilen RNA’larin Geri-transkripsiyon
irlinii ile en az 3 kez tekrarlanmis ve beklenen lriin biliyiikligli 897 bg’dir.
Deneylerde pozitif kontrol olarak Tetrahymena thermophila hiicre dongusi
esnasinda transkripsiyon seviyesi degismedigi bilinen 17S rDNA gen [27]
primerlerinin (FTt17S ve RTt17S) kullanildig1r 55°C baglanma sicakliginda PZR
reaksiyonlarin da 1700 bg uzunlugunda iiriin beklenmistir. Uriinlerin 15’er pl’si
%1’lik agaroz jele yiiklenmis ve 90V’da 45 dk elektroforez ile agaroz jel analizi

gerceklestirilmistir.
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3. BULGULAR

Tetrahymena Makroniikleer Genom projesi bulgulart ATP bagimli DNA
ligaz motiflerini tasiyan DNA ligazlar i¢in PSI-BLAST analizi ile tarandiginda
deney uygulamalarinda kullanilmak tizere verilen gegici isimleriyle TtLigl (gen
ulasim numarasi: XM_001026764.1),  TtLig2 (XM_001022972.2), BtLig
(XM_001011861.1) ve Ligd (XM _001019308.1) olas1 ligaz genleri bulunmustur.
Paramecium ve Tetrahymena genetik isimlendirme kurallarina gore [46] bu ligaz
genlerine “Tetrahymena thermophila ATP bagimli DNA ligaz” kalict adi
verilmistir. Gen adinin kisaltmasi1 LIG olup bu kisaltmanin sonuna gen numarasi
eklenmesiyle dort  gen TtLIG11 (XM_001026764.1), TtLIG12
(XM_001022972.2), TtLIG13 (XM_001011861.1) ve TtLIG4
(XM_001019308.1) olarak isimlendirilmistir. Bu gen isimlerinin bas kismina
yerlestirilen “Tt” rumuzu bu literatiir tarafindan 6nerilmedigi halde tarafimizdan
diger tiirlerin benzer genlerinin isimleriyle karisiklik olugsmasini engellemek i¢in
kullanilmas: tavsiye ektir. Bu genlerin aminoasit dizileri ise sirasi ile TtLigllp,
TtLigl2p, TtLigl3p ve TtLigdp seklinde italik olmaksizin isimlendirilmis olup
tezin kalan kisminda bu yeni gen kisaltmalar1 kullanilmigtir.

Tetrahymena DNA ligaz liyeler ile diger tiirlerin ligazlar1 ve ticari olarak
satilan T4 DNA ligaz arasinda yapilan filogenetik analizler ve yiizde benzerlik
degerlendirmeleri, T4 DNA ligaza en yakin Tetrahymena DNA ligaz dyesinin
TtLIG13 oldugunu gdstermistir. Biyoteknolojik iiriinlesme hedefi dogrultusunda

yapilan tiim arastirma ve analizler TtLIG13 iizerinde yogunlastirilmistir.
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3.1. Biyoinformatik Bulgular

3.1.1. Filogenetik Agacin Yapilandirilmasi

Agacta yer alacak iiyelerin belirlenmesi, hizalanmasi1 ve motif analizi
yardimi ile homolog olmayan iiyelerin temizlenmesi “Materyal ve Yontem”
bolimiinde bahsedildigi  sekilde gerceklestirilerek  filogenetik caligsma
populasyonu olusturulmustur. Bu populasyon uUyelerinin  CLUSTALW2 ile
hizalanmasindan sonra filogenetik olarak anlam tasimayan karakter bloklari
(bosluk bulunduran, hizalama problemi olan, korunmamis) JalView programinda
géz yardimiyla temizlenmis ve MEGA4 programinda “komsularin
birlestirilmesi” yontemi ile 1000 tekrarli SEC-BAGLA istatistik analizi yapilarak
koklii veya kokstliz filogenetik agac olusturulmustur (Sekil 3.1 ve 3.2). Sekil 3.1
incelendiginde, NAD bagimli DNA ligazlarin agacta “en dis grup” olarak
davrandigi, en yakin dis grubun ise T3 ve T7 virlis DNA ligazlar1 ile mRNA
sapka enzimi (% 72 se¢-bagla destegi) oldugu goriilmektedir. Agacin kalan kismi
oldukca diisiik olan % 47 seg¢-bagla destegi ile iki ana dala ayrilmaktadir:
Okaryotik DNA ligazlar ve prokaryotik DNA ligazlar.

Prokaryotik DNA ligazlar; bakteri ligazlari, virliis ligazlar1 ve
“prokaryotlara yakinlik gosteren Okaryotik ligazlar’dan olugmaktadir. Bu ii¢
grubun kendi iiyeleri arasinda olusturdugu topolojik iliski yiiksek sec¢-bagla
degerleri ile desteklenirken bu {i¢ grubun birlesme noktalarinda diisiik se¢-bagla
degerleri bulundugu goriilmektedir. Prokaryotik DNA ligaz dalinin en dis iiyesi
% 51’lik se¢-bagla degeri ile Paramecium bursaria Chlorella virus 1 (PBCV-1)
hipotetik DNA Ligazidir. Bu dis iiye Marseilleviriis (Mv), Vibrio phage (Vp) ve
T4 DNA Ligaz’dan olusan viriis ligazlari, Paramecium-Tetrahymena
ligazlarindan olusan Okaryotik orijinli ligazlar ile bakteri ligaz gruplarina
dallanmaktadir. Bakteri ligazlart mRNA Sapka enzimi ile T3 ve T7 atasal viriis
ligazlarindan evrimlesmis olarak goriilmektedir. Bu tez calismasinin konusunu
teskil eden Tetrahymena thermophila DNA ligazlarindan TtLigl13p okaryotik bir
organizmada bulunmasina ragmen prokaryotik ve viriis gruplarima yakin

filogenetik iliski gostermesinin yaninda silli tek hiicreliler smifi {yesi
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Paramecium tetraurelia’ya ait ikisi hipotetik olan t¢ adet DNA Ligaz ile 6zgin
bir filogenetik iliski géstermektedir. Tetrahymena ve Paramecium’da bulunan bu
grup ATP bagimli DNA ligaz enzimlerine yapilan BLAST veya literatiir
aragtirmalarinda rastlanmamastir.

Okaryotik ligaz ana dal1; % 99’luk bir se¢-bagla degeri ile Ligaz I-111 ve
Ligaz IV gruplarina ayrilmaktadir. Tetrahymena DNA ligazlarindan TtLigl1p ve
TtLigl2p, DNA Ligaz | grubunda; TtLig4 ise DNA ligaz IV grubunda yer
almaktadirlar. Tetrahymena DNA ligaz Ill grup uyesi bir DNA ligaz
bulundurmamaktadir. Okaryotik DNA Ligaz gruplarinin olusturdugu dallarin ug
noktalarina yaklastikca yiiksek se¢-bagla degerleri goriilmekteyken bu dallarinin
ana ayrilma noktalarinda diisiik se¢ bagla degerlerine de rastlanilmaktadir.

Kovalent niikleotidil transferaz enzim ailesi iiyeleri ile gerceklestirilen
kokli aga¢ (Sekil 3.1) yapisi koksiiz olarak yapilandirildiginda Sekil 3.2°de
goriilen bulgu elde edilmistir. Bu aga¢ yapisi; dis grup olan mRNA sapka
enzimlerinden 1) Okaryotik DNA ligazlar, 2) prokaryotik DNA ligazlar ve 3)
NAD bagimlt DNA ligazlar olmak iizere {i¢ ana grup enzimin dallandigin1 daha
net anlatmaktadir. Kokten bu 3 ana grup evrimlesmeden once T3-T7 ile PBCV-1,
Marseillevirus, Vibrio phage ve T4 viris DNA Ligazlarinin evrildigi
goriilmektedir. Prokaryotik ligazlarin olusturdugu ana dalin kok alarak evrildigi
virs grubu ise PBCV-1 ile Marseillevirus, Vibrio phage ve T4 DNA Ligazidir.
Okaryotik Tetrahymena ve Paramecium ATP bagimli DNA ligaz enzimleri bu
atasal viriis grubu ile prokaryotik DNA ligaz enzim dali arasinda yer almaktadir.
Bu topoloji ise TtLIG13’in viral ve prokaryotik kokenli bir evrimsellesme

gecirdigi hipotezini ortaya koymaktadir.
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Sekil 3.1. Tetrahymena’da bulunan DNA ligaz enzimlerinin kovalent ntkleotidil transferaz enzim

aile iiyeleri ile filogenetik koklii agag iliski yapisi.

Sekil 3.1°de Uyelerin evrimsel iliskileri komsularin birlestirilmesi [47]
metodu ile 1000 tekrarl: se¢ bagla analizi olarak gergeklestirilmistir [48]. Kot
hizalama ve bosluk iceren tiim blok karakterler silinmis ve 55 iiyeye ait kalan 91
karakterin MEGA4’te kullanilmasi ile koklii filogenetik aga¢ yapilandirilmistir
[34]. Agacta yer alan iiyelerin, agagta kullanilan kod isimleri ve protein dizisi

ulagim numaralar1 soyledir: TtLI1G11, Tetrahymena thermophila ATP-bagimli
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DNA ligaz | (XP_001026764.1); TtL1G12, T. thermophila ATP-bagimli DNA
ligaz | (XP_001022972.1); TtLIG4, T. thermophila DNA ligaz IV
(XP_001019308.1); TtLIG13, T. thermophila ATP-bagimli DNA ligaz domaini
tasiyan protein (XP_001011861.1); PtH1, Paramecium tetraurelia strain d4-2
hipotetik protein (XP_001460273.1); PtH2, P. tetraurelia strain d4-2, hipotetik
protein  (XP_001431968.1); PtL, P. tetraurelia strain d4-2 DNA ligase
(XP_001347270.1); LmL1, Leishmania major DNA ligaz | (XP_001684953.1);
TbL1, Trypanosoma brucei DNA ligase | (XP_845595.1); BbL 1, Babesia bovis
T2Bo DNA ligase | (XP_001609317.1); TpL1, Theileria parva DNA ligase |
(XP_763577.1); CrL1, Chlamydomonas reinhardtii  DNA  ligase
(XP_001702891.1); SjL1, Schistosoma japonicum ligase |, DNA, ATP-
dependent (CAX72885.1); RtL1, Rattus norvegicus, ATP-bagimli DNA ligaz I,
izoform CRA_a (EDL83753.1); HsL1, Homo sapiens ATP bagimli DNA ligase
1 (NP_000225.1); DrlLl1, Danio rerio ATP bagimli DNA ligase 1
(NP_001119860.1) DrL3, D. rerio DNA ligaz 3 (NP_001025345.1); BtL3 Bos
taurus DNA ligaz (ATP) 3 (DAA19132.1); RrL3, Rattus norvegicus DNA ligaz
3 (NP_001012011.1); MmL3, Mus musculus DNA ligaz 3 (NP_034846.2);
XIL3, Xenopus laevis DNA ligaz Il alfa izoform (NP_001082183.1); GgLJ3,
Gallus gallus DNA ligaz (ATP) 3 (NP_001006215.1); HsL3, Homo sapiens
ATP-bagimli DNA ligase III, (AAL91592.1); PtL4, Paramecium tetraurelia
DNA ligaz IV (CAI39048.1); MmL4, Mus musculus DNA ligaz (ATP) 4
(NP_795927.2); XIL4, Xenopus laevis DNA ligaz (ATP) 4 (NP_001081114.1);
HsL4, Homo sapiens DNA ligaz (ATP) 4 (NP_002303.2); GgL4, Gallus gallus
DNA ligaz (ATP) 4 (NP_001025987.1); DdL4, Dictyostelium discoideum DNA
ligaz IV (XP_629472.1); AtL4, Arabidopsis thaliana ATLIG4 DNA ligaz (ATP)
protein binding (NP_568851.2); Hi, Haemophilus influenzae DNA ligaz
(ZP_05849906.1); Ab, Alcanivorax borkumensis SK2 DNA ligaz
(YP_694422.1); Ptu; Pseudoalteromonas tunicata DNA ligaz (ZP_01135002.1);
Vb, Vibrionales bacterium DNA ligaz (ZP_01812881.1); Il, Idiomarina
loihiensis DNA ligaz (YP_156435.1); Av, Allochromatium vinosum ATP bagimli
DNA ligaz (YP_003442259.1); Ma, Marinobacter aquaeolei DNA ligaz VT8
(YP_960951.1); Vc, Vibrio cholerae bv. albensis ATP bagimli DNA ligaz
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(ZP_04413034.1); Vf, Vibrio furnissii  ATP bagimhi DNA ligaz
(ZP_05877323.1); T7, Enterobacteria phage T7 DNA ligaz (NP_041963.1); T3,
Enterobacteria phage T3 DNA ligaz (NP_523305.1); Vp, Vibrio phage DNA
ligaz (NP_899305.1); Vv, Vaccinia virus DNA ligaz (ABZ80139.1); My,
Marseillevirus ATP bagimli DNA ligaz (YP_003406819.1); T4, Enterobacteria
phage T4 DNA ligaz (NP_049813.1); PBCV1, Paramecium bursaria Chlorella
virus 1 hipotetik protein (NP_048900.1); XICE, Xenopus laevis mRNA sapka
enzimi (NP_001084232.1); EcN Enterobacter cloacae subsp. cloacae NAD
bagimli DNA ligaz LigA (YP_003614224.1); PrN Providencia rettgeri NAD
bagimli DNA ligaz (ZP 06127383.1); SsN Shigella sonnei NAD bagimli DNA
ligaz LigA (YP_311366.1); EcoN Escherichia coli NAD bagimli DNA ligaz
(NP_416906.1); AvN Azotobacter vinelandii NAD bagimli DNA ligaz
(P_002800169.1); PmN Pseudomonas mendocina NAD bagimli DNA ligaz LigA
(YP_001188233.1).
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Sekil 3.2. Tetrahymena DNA ligaz enzimleri ile kovalent nikleotidil transferaz enzim ailesi

iiyelerinin koksiiz filogenetik agag yapisi.

Sekil 3.2’de agac1 olusturan tiyeler ve agacin yapilis bilgisi kokli agag ile
aynt oldugundan gerekli gen bilgisi i¢in Sekil 3.1°e bakiniz. Dis grup olarak
NAD bagimli DNA ligaz enzimleri ile mRNA sapka enzimi kullanilmstir.

Olusturulan agaclarda TtLigl3p’nin yerlesimi ve bir arada bulundugu
guruplar g6z oniine alindiginda, bakteri ve viriislere olduk¢a yakin okaryotik bir
grubun var olabilecegine dair elde edilen veriler, bu gurubun aydinlatilmasi i¢in
bu
SuperFamily veri tabaninda TtLigl3p’ye yapisal olarak benzerlik gdsteren

filogenetik calismalarin  detaylandirilmasin1  gerektirmis; ve amacla
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Okaryotik iiyeler arastirilmis ve bulunmustur. Bulunan bu iiyelerin en 6nemli
ortak Ozelligi iiyelerin hepsinin omurgasizlar gurubunda yer almasidir. Bu
uyelerin  filogenetik iligkilerinin  belirlenebilmesi amaciyla “Niikleotidil
Transferaz Siiperailesi” agac1 (Sekil 3.3) olusturulmustur. Ilkel karakterdeki
omurgasiz DNA ligazlarinin bakteri ve virlis ligazlar ile iligkilerinin daha
yakindan incelenebilmesi amaciyla diger Okaryotik ligazlar ile NAD bagimlh
ligazlart icermeyen ikinci bir aga¢ olusturulmustur (Sekil 3.4). Agac
olusturuluken segilen iiyeler ClustalW2 ile hizalandiktan sonra Jalwiev ile
temzilenmis ve 1000 tekrarli se¢-bagla degeriyle Neigbour Joining agacinin
olusturulmasi i¢cin MEGA4 programi kullanilmistir.

Niikleotidil transferaz siiperaile agaci (Sekil 3.3) incelendiginde NAD
bagimh ligazlarin yine dis grup olarak yerlesim gosterdigi goriilmektedir. Agag
iki ana dal tizerinde kiigiik dallara ayrilmaktadir. Birinci ana dal Ligaz |, Ligaz 11
ve Ligaz IV’den olusan okaryotik DNA ligaz gurubudur. Diger ana dalda ise
bakteri ve viriis DNA ligazlar1 ile ilkel yapidaki omurgasiz ligazlar
bulunmaktadir. Tlkel karakterdeki omurgasiz ligazlarindan Amell (Apis mellifera)
uyesi, Ligaz III dalinda, Vaccinia viris ligaz1 ile bir arada bulunmakta ve bu
yerlesim %100 se¢-bagla degeri ile desteklenmektedir. Diger ilkel karakterdeki
omurgasiz ligazlar1 ise iki ana guruba ayrilmistir. TtLigl3p ve Paramecium
ligazlarminda iginde oldugu gurup, bakterilere yakin kararli bir dallanma

gostermistir. Diger gurup ise viriis ligazlar1 arasinda dagilim gostermektedir.
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Sekil 3.3. lkel yapidaki omurgasiz DNA ligazlarinin kovalent niikleotidil transferazlar arasindaki

dagilimimin filogenetik koklii aga¢ yapisi.

Sekil 3.3’de {iyelerin evrimsel iliskileri komsularin birlestirilmesi [47]
metodu ile 1000 tekrarli se¢ bagla analizi olarak gerceklestirilmistir [48]. Koti
hizalama ve bosluk iceren tiim blok karakterler silinmis ve 64 iiyeye ait kalan 184
karakterin MEGA4’te kullanilmasi ile koklii filogenetik agac yapilandirilmigtir
[34]. Agacta yer alan iiyelerin, agagta kullanilan kod isimleri ve protein dizisi
ulagim numaralar1 asagida verilmistir: Agagta yer alan iiyelerin, agacta kullanilan
kod isimleri ve protein dizisi ulasim numaralar1 asagida verilmistir: TtL1G11,
Tetrahymena thermophila ATP-bagimli DNA ligaz 1 (XP_001026764.1);
TtLIG12, T. thermophila ATP-bagimli DNA ligaz I (XP_001022972.1);
TtLIG4, T. thermophila DNA ligaz IV (XP_001019308.1); TtLIG13, T.
thermophila ~ ATP-bagimli  DNA  ligaz  domaini  tasiyan  protein
(XP_001011861.1); PtH1, Paramecium tetraurelia strain d4-2 hipotetik protein
(XP_001460273.1); PtH2, P. tetraurelia strain d4-2, hipotetik protein
(XP_001431968.1); PtL, P. tetraurelia strain d4-2 DNA ligase
(XP_001347270.1); LmL1, Leishmania major DNA ligaz | (XP_001684953.1);
TbL1, Trypanosoma brucei DNA ligase | (XP_845595.1); BbL 1, Babesia bovis
T2Bo DNA ligase | (XP_001609317.1); TpL1, Theileria parva DNA ligase |
(XP_763577.1); CrL1, Chlamydomonas reinhardtii  DNA  ligase
(XP_001702891.1); SjL1, Schistosoma japonicum ligase |, DNA, ATP-
dependent (CAX72885.1); RtL1, Rattus norvegicus, ATP-bagimli DNA ligaz I,
izoform CRA_a (EDL83753.1); HsL1, Homo sapiens ATP bagimli DNA ligase
1 (NP_000225.1); DrlLl1, Danio rerio ATP bagimli DNA ligase 1
(NP_001119860.1); BtL3 Bos taurus DNA ligaz (ATP) 3 (DAA19132.1); RrL3,
Rattus norvegicus DNA ligaz 3 (NP_001012011.1); MmL3, Mus musculus DNA
ligaz 3 (NP_034846.2); XIL3, Xenopus laevis DNA ligaz Ill alfa izoform
(NP_001082183.1); GgL3, Gallus gallus DNA ligaz (ATP) 3
(NP_001006215.1); HsL3, Homo sapiens ATP-bagimli DNA ligase III,
(AAL91592.1); PtL4, Paramecium tetraurelia DNA ligaz IV (CAI39048.1);
MmL4, Mus musculus DNA ligaz (ATP) 4 (NP_795927.2); XIL4, Xenopus
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laevis DNA ligaz (ATP) 4 (NP_001081114.1); HsL4, Homo sapiens DNA ligaz
(ATP) 4 (NP_002303.2); GgL4, Gallus gallus DNA ligaz (ATP) 4
(NP_001025987.1); DdL4, Dictyostelium discoideum DNA ligaz IV
(XP_629472.1); AtL4, Arabidopsis thaliana ATLIG4 DNA ligaz (ATP) protein
binding (NP_568851.2); Hi, Haemophilus influenzae DNA ligaz
(ZP_05849906.1); Ab, Alcanivorax borkumensis SK2 DNA ligaz
(YP_694422.1); Ptu; Pseudoalteromonas tunicata DNA ligaz (ZP_01135002.1);
Vb, Vibrionales bacterium DNA ligaz (ZP_01812881.1); Il, Idiomarina
loihiensis DNA ligaz (YP_156435.1); Av, Allochromatium vinosum ATP bagimli
DNA ligaz (YP_003442259.1); Ma, Marinobacter aquaeolei DNA ligaz VT8
(YP_960951.1); Vc, Vibrio cholerae bv. albensis ATP bagimli DNA ligaz
(ZP_04413034.1); Vf, Vibrio furnissii  ATP bagimli DNA ligaz
(ZP_05877323.1); T7, Enterobacteria phage T7 DNA ligaz (NP_041963.1); T3,
Enterobacteria phage T3 DNA ligaz (NP_523305.1); Vp, Vibrio phage DNA
ligaz (NP_899305.1); Vv, Vaccinia virus DNA ligaz (ABZ80139.1); My,
Marseillevirus ATP bagimli DNA ligaz (YP_003406819.1); T4, Enterobacteria
phage T4 DNA ligaz (NP_049813.1); PBCV1, Paramecium bursaria Chlorella
virus 1 hipotetik protein (NP_048900.1); XICE, Xenopus laevis mRNA sapka
enzimi (NP_001084232.1); EcN Enterobacter cloacae subsp. cloacae NAD
bagimli DNA ligaz LigA (YP_003614224.1); PrN Providencia rettgeri NAD
bagimli DNA ligaz (ZP 06127383.1); SsN Shigella sonnei NAD bagimli DNA
ligaz LigA (YP_311366.1); EcoN Escherichia coli NAD bagimli DNA ligaz
(NP_416906.1); AvVN Azotobacter vinelandii NAD bagimli DNA ligaz
(P_002800169.1); PmN Pseudomonas mendocina NAD bagimli DNA ligaz LigA

(YP_001188233.1); Abill, Agaricus bisporus
(joilAgabi_varbisH97_2|122838|Genemark.9306_g); Amall, Allomyces
macrogynus ATCC 38327 DNA ligase (AMAG_03500 ); Psll, Proterospongia
sp. ATCC 50818 (PTSG_05144T0); Amell, Apis mellifera 37.2d
(ENSAPMP00000007945);  Anill, Aspergillus  niger ATCC 1015(

e_gwl 2.126); Lmall, Leishmania major strain Friedlin (LmjF26.1350); Ehull,
Emiliania huxleyi CCMP1516 (jgi|[Emihul|196791|gm1.400913); Cspll,
Capitella sp.l (gi|Capcal|196397|fgeneshl_pg.C_scaffold_83000041); Pinll,
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Phytophthora infestans T30-4 (PITG_08606); Rorll, Rhizopus oryzae RA 99-
880 (RO3G_07429); Tbrll, Trypanosoma brucei (Th927.7.610/Th07.29K4.760);
Lgill, Lottia gigantea (jgi|Lotgil|234827|estExt_fgenesh2_pg.C_sca 560013);
Lbrll, Leishmania braziliensis (LbrM26_V2.1370 MHOM/BR/75/M2904).
Bakteri ve viriis ligazlar ile ilkel omurgasiz ligazlari ile olusturulan agag
(Sekil 3.4), daha daha kicuk bir filogenetik gurubu temsil etmesi sonucunda
yilkselen sec-bagla degerleri ile iiyelerin dagilimmi desteklemistir. Ilkel
karakterdeki omurgasiz DNA ligaz iiyeleri kararli bir sekilde bakteri ve viriis
gruplar1 arasinda iki ana gurup olustururken, cok hucreli, tek htcreli, fungus
dagilimi homojen degildir. Onceki agacta Vv ile bitlikte Ligaz III kladinda yer
alan ve grubun en gelismis organizmal liyesi olan Amell (bocek) bu agacta da Vv
ile birlikte dallanmistir. Bir alg olan Ehull tyesi DNA ligazi, %86 seg¢-bagla
degeri ile bakteri ve bakterilere yakinlik gosteren omurgasiz ligazlarina dis grup
olarak davranmistir. TtLigl3p, Paramecium ligazlar1 ile %90 se¢-bagla degeri ile

desteklenerek bakteri ligazlarina yakin yerlesim gostermistir.
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Sekil 3.4. Omurgasiz DNA ligazlarinin bakteri ve virlis ligazlar1 arasindaki filogenetik

dagilimimin detayli durumu.

Sekil 3.4°de {iyelerin evrimsel iliskileri komsularin birlestirilmesi [47]
metodu ile 1000 tekrarli se¢ bagla analizi olarak gergeklestirilmistir [48]. Koti
hizalama ve bosluk iceren tiim blok karakterler silinmis ve 33 {iyeye ait kalan 212

karakterin MEGA4’te kullanilmasi ile koklii filogenetik aga¢ yapilandirilmistir
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[34]. Agacta yer alan iiyelerin, agagta kullanilan kod isimleri ve protein dizisi
ulagim numaralar1 asagida verilmistir: Agagta yer alan iiyelerin, agacta kullanilan
kod isimleri ve protein dizisi ulasim numaralari asagida verilmistir: TtLIG13, T.
thermophila ~ ATP-bagimli  DNA  ligaz  domaini  tasiyan  protein
(XP_001011861.1); PtH1, Paramecium tetraurelia strain d4-2 hipotetik protein
(XP_001460273.1); PtH2, P. tetraurelia strain d4-2, hipotetik protein
(XP_001431968.1); PtL, P. tetraurelia strain d4-2 DNA ligase
(XP_001347270.1); Hi, Haemophilus influenzae DNA ligaz (ZP_05849906.1);
Ab, Alcanivorax borkumensis SK2 DNA ligaz (YP_694422.1); Ptu;
Pseudoalteromonas tunicata DNA ligaz (ZP_01135002.1); Vb, Vibrionales
bacterium DNA ligaz (ZP_01812881.1); Il, Idiomarina loihiensis DNA ligaz
(YP_156435.1); Av, Allochromatium vinosum ATP bagmli DNA ligaz
(YP_003442259.1); Ma, Marinobacter aquaeolei DNA ligaz VT8
(YP_960951.1); Vc, Vibrio cholerae bv. albensis ATP bagimli DNA ligaz
(ZP_04413034.1); Vf, Vibrio furnissii  ATP bagimli DNA ligaz
(ZP_05877323.1); T7, Enterobacteria phage T7 DNA ligaz (NP_041963.1); T3,
Enterobacteria phage T3 DNA ligaz (NP_523305.1); Vp, Vibrio phage DNA
ligaz (NP_899305.1); Vv, Vaccinia virus DNA ligaz (ABZ80139.1); My,
Marseillevirus ATP bagimli DNA ligaz (YP_003406819.1); T4, Enterobacteria
phage T4 DNA ligaz (NP_049813.1); PBCV1, Paramecium bursaria Chlorella
virus 1 hipotetik protein (NP_048900.1); Abill, Agaricus bisporus

(joilAgabi_varbisH97_2|122838|Genemark.9306_g); Amall, Allomyces
macrogynus ATCC 38327 DNA ligase (AMAG_03500 ); Psll, Proterospongia
sp. ATCC 50818 (PTSG_05144T0); Amell, Apis mellifera 37.2d
(ENSAPMP00000007945);  Anill, Aspergillus  niger ATCC 1015(

e gwl 2.126); Lmall, Leishmania major strain Friedlin (LmjF26.1350);
Ehull, Emiliania huxleyi CCMP1516 (jgi|[Emihul|196791|gm1.400913); Cspll,
Capitella sp.  (gi|Capcal|196397|fgeneshl_pg.C_scaffold_83000041); Pinll,
Phytophthora infestans T30-4 (PITG_08606); Rorll, Rhizopus oryzae RA 99-
880 (RO3G_07429); Tbrll, Trypanosoma brucei (Th927.7.610/Th07.29K4.760);
Lgill, Lottia gigantea (jgi|Lotgil|234827|estExt_fgenesh2_pg.C_sca 560013);
Lbrll, Leishmania braziliensis (LbrM26_V2.1370 MHOM/BR/75/M2904).
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Filogenetik aga¢ yapisindan elde edilen bulgularin 1s1ginda Tetrahymena
ligazlarinin yakin oldugu diisliniilen ligazlar ile ne kadar benzerlik gosterdigi
sorgulanmalidir. Dogru bir benzerlik analizi yapilabilmesi i¢in sadece korunmusg
ligaz Kkatalitik bolgesi ile sinirli olmak iizere amino asit seviyesinde benzerlik
yiizdeleri PepTool programi yardimiyla arastirilmis elde edilen % benzerlik
degerleri Sekil 3.5’de verilmistir. Sekilde goriildiigii gibi TtLigl3p % 40.8 ile en
fazla H. influenza (Hi) ligazina benzerlik gostermektedir. Hatta bu benzerlik
Tetrahymena okaryotik ligazlar1 olan TtLigllp, TtLigl2p ve TtLig4p’den
sirastyla % 14.1, % 8.6 ve % 18.3 daha fazladir. Ayrica TtLigl3p, PBCV-1 virls
DNA ligazina % 26.3 benzemekte olup bu deger TtLigllp ve TtLigdp’ye
benzerliklerinden daha fazladir. Tetrahymena ligazlar1 arasinda T4 DNA ligazina
% 19.5’luk bir deger ile en fazla benzerlik gosteren ligazin TtLigl3p enzimi

oldugu belirlenmistir.

TtLig13p | Hi | TtLigi2p | TtLigllp | TtLigdp | PBCV-1 | T4

TtLigl3p
Hi 40.8
TtLigl2p 32.2 28.1

TtLigllp | 233 | 263 | 380

TtLigd 225 | 19.7 25.6 25.9

PBCV-1 263 | 246 17.0 16.6 14.4

T4 195 | 20.2 15.6 17.5 15.6 18.8

Sekil 3.5. Tetrahymena ligazlari ile viriis ve prokaryotik ligazlari arasindaki % benzerlik iligkisi.
Sekildeki yiizde benzerlik analizi, tiyelerin birinci ve altinct motifleri arasinda kalan

diziler kullanilarak PepTool programi yardimiyla gergeklestirilmistir.

Ayrica, T. thermophila ligazlar1 iginde prokaryot ve viriislere olan
benzerligi filogenetik aga¢ ve benzerlik matrisi ile desteklenen TtLig13p’nin
hangi gruba daha yakin oldugu, bu gruplar ile ayr1 olarak olusturulan % benzerlik
analizi ile arastirilmigtir (Sekil 3.6 ve 3.7). Analize gore TtLig13p’nin bakteri
ligazlarina benzerligi yaklasik % 40 (en fazla % 41.1 ile Vb ve II’ye benzer)
iken; en az % 28.6 ile Pfu’ya (Pyrococcus furiosus) benzemektedir. TtLigl3p’nin
viriis ligazlarina benzerligi ise (en fazla % 26.1 ile Vp’ye benzer) yaklasik olarak
% 20°dir.
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TtLigl3p | Hi

Vb
Il

Vf | 515
Ve |481
Ptu |576
Ma | 49.4
Ab | 459
Av | 524
TtLigl3p | 41.1
Hi |41.2

Pfu 26.0

Sekil 3.6. TtLigl3p ve bakteri ligazlarinin % benzerlik analizi. Yukaridaki matrisi olusturan
dyelerin birinci ve altinct motiflerinin arasindaki diziler kullanilarak PepTool

programinda hizalanmasi ile benzerlik yiizdeleri elde edilmistir.

Mv | TtLigl3 | PBCV1 | Vv

T7

T3

Vp 27.1
T4 22.3
Mv 23.8
TtLigl3 | 25.2
PBCV1 | 235
Vv 21.3

Sekil 3.7. TtLig13p ve virius ligazlarinin % benzerlik analizi.Matrisi olusturan iiyelerin birinci ve
altinct motiflerinin arasindaki diziler kullanilarak PepTool programinda hizalanmasi ile

benzerlik yiizdeleri elde edilmistir. Benzerlik degerleri % olarak verilmistir.

Omurgasiz DNA ligazlar ile olusturulan filogenetik agaglar TtLig13p’nin
bu gurup icindeki yerini gosterse de gurup tiyelerinin birbirleri ile olan iligkisinin
sayisal olarak ifade edilebilmesi amaciyla % benzerlik analizi gerceklestirilmistir
(Sekil 3.8). Ilkel yapidaki omurgasiz ligazlarinin filogenetik agacta bakterilere
veya virtislere yakinlik gosterecek sekilde ikiye dallanan topolojisi, benzerlik
matrisinde de anlam bulmustur. Bakterilere yakinlik gosteren grubun kendi iginde
benzerlik yizdeleri %35-40 civarinda iken, bu gurup Uyelerinden herhangi birinin

(Orn: TtLigl3p) viriislere yakin dallanan omurgasizlara olan benzerligi %20’lere
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varan bir diislis sergilemistir. Viriislere yakinlik gosteren ve homojen dagilim
gbstermeyen iiyelerin birbirleri i¢indeki benzerligi %20 civarinda olsa da bazi
iiyelerin birbirine %100 benzedigi bulunmustur. Birbirine % 100 benzeyen
iiyelerden sadece biri analiz sonucunda gosterilmistir. Bu iiyeler s6yledir: Ehull,
Pinll ve Cspll’ye; Lmall, Anill ve Amell’ye %100 benzerlik gdstermektedir.
Analizin sadece birinci ve altinci motif arasindaki aminoasit dizilerinin

kullanilarak yapildig1 unutulmamalidir.

Ehull | Lmall ‘ PtL | PtH2 | PtH1 ‘ PslI ‘ Abill ‘ Lgill ‘ TtLig13 ‘ Thbrlil ‘ Lbrll

Lmall 249

PtL 30.6 26.7
PtH2 32.5 255 | 520
PtH1 28.7 235 | 435 | 52.6
Psll 30.6 238 | 315 | 390 | 378
Abill 31.2 244 | 336 | 385 | 374 | 449
Lgill 32.0 238 | 320 | 385 | 417 | 476 | 484
TtLigl3 | 29.1 269 |36.2| 411 | 448 | 419 | 415 | 481
Tbrll 20.1 177 | 272 | 29.0 | 309 | 251 | 286 29.0 28.2
Lbrll 24.5 192 | 254 | 277 | 270 | 289 | 256 28.1 26.5 315
Rorll 23.7 210 | 259 | 238 | 252 | 26.0 | 321 28.6 274 23.6 225

Sekil 3.8. ilkel yapidaki omurgasiz ligazlarinin % benzerlik analizi. Matrisi olusturan iiyelerin birinci ve
altinc1 motiflerinin arasindaki diziler kullanilarak PepTool programinda hizalanmasi ile benzerlik

yiizdeleri elde edilmistir. Benzerlik degerleri % olarak verilmistir.

Analizde kullanilan enzimlerin kisaltilmig isimlerinin anlamlar1 ve protein
dizisi ulasim numaralart sOyledir: Tetrahymena Ligazlari: TtLigllp,
Tetrahymena thermophila ATP-bagimli DNA ligaz 1 (XP_001026764,1);
TtLigl2p, T. thermophila ATP-bagimli DNA ligaz 1 (XP_001022972,1);
TtLig4p, T. thermophila DNA ligaz IV (XP_001019308,1); TtLigl3p, T.
thermophila ~ ATP-bagimli  DNA  ligaz  domaini  tasiyan  protein
(XP_001011861,1); Bakteri Ligazlari: Hi, Haemophilus influenzae NT127
DNA ligaz (ZP_05849906,1);Ab, Alcanivorax borkumensis SK2 DNA ligaz
(YP_694422.1); Ptu; Pseudoalteromonas tunicata DNA ligaz (ZP_01135002.1);
Vb, Vibrionales bacterium DNA ligaz (ZP_01812881.1); Il, Idiomarina
loihiensis DNA ligaz (YP_156435.1); Av, Allochromatium vinosum ATP bagimli
DNA ligaz (YP_003442259.1); Ma, Marinobacter aquaeolei DNA ligaz VT8
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(YP_960951.1); Vc, Vibrio cholerae bv. albensis ATP bagimli DNA ligaz
(ZP_04413034.1); Vf, Vibrio furnissii  ATP bagimhi DNA ligaz
(ZP_05877323.1); Pfu, Pyrococcus furious DSM 3638 ATP bagimli DNA ligaz
(NP_579364.1).Viriis Ligazlarn: T4, Enterobacteria phage T4 DNA ligaz
(NP_049813,1); PBCV1, Paramecium bursaria Chlorella virus 1 hipotetik
protein  (NP_048900,1). T7, Enterobacteria phage T7 DNA ligaz
(NP_041963.1); T3, Enterobacteria phage T3 DNA ligaz (NP_523305.1); Vp,
Vibrio phage DNA ligaz (NP_899305.1); Vv, Vaccinia virus DNA ligaz
(ABZ80139.1); Mv, Marseillevirus ATP bagimli DNA ligaz (YP _003406819.1);
PBCV1, Paramecium bursaria Chlorella virus 1 hipotetik protein
(NP_048900.1). Omurgasiz Ligazlari:PtH1, Paramecium tetraurelia strain d4-2
hipotetik protein (XP_001460273.1); PtH2, P. tetraurelia strain d4-2, hipotetik
protein  (XP_001431968.1); PtL, P. tetraurelia strain d4-2 DNA ligase
(XP_001347270.1);Abill, Agaricus bisporus
(JoilAgabi_varbisH97_2|122838|Genemark.9306_g); Amall, Allomyces
macrogynus ATCC 38327 DNA ligase (AMAG_03500); Psll, Proterospongia
sp. ATCC 50818 (PTSG_05144T0); Lmall, Leishmania major strain Friedlin
(LmjF26.1350); Ehull, Emiliania huxleyi CCMP1516
(J91|[Emihul|196791|gm1.400913); Rorll, Rhizopus oryzae RA 99-880
(RO3G_07429); Tbrll, Trypanosoma brucei (Th927.7.610/Tb07.29K4.760);
Lgill, Lottia gigantea (jgi|Lotgil|234827|estExt_fgenesh2 pg.C _sca 560013);
Lbrll, Leishmania braziliensis (LbrM26_V2.1370 MHOM/BR/75/M2904).

Filogenetik agac ve yiizde benzerlik analizlerine gore virts ve prokaryotik
ligazlara yakin oldugu belirlenen TtLigl3p dizisi, DNA ligaz enzimlerinin
tagidigr 6 motif acisindan analiz edilmis (Sekil 3.9); tim motifleri ligaz katalitik
domain kisminda tasidigi ve bu domainin N-ucu yOninde yer alan ilave bir
biyolojik domain bulundurdugu goériilmiistiir. Bu biyolojik domainin amino asit
dizisi GenBankasinda BLAST programlar ile analiz edildiginde gorevi literatiire
girmis herhangi bir diziye benzerlik gdstermemesi nedeniyle heniiz gorevi

belirlenemeyen bir domain olabilecegi diistiniilmektedir (BLAST analiz bulgulari
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verilmemistir). Katalitik ligaz domaininde yer alan KMDGVR 1. Motifi 6ncesi

yer alan bu biyolojik domain dizisinin biiyiikliigii 319 amino asittir.

MIKIDLTKPVFLNFNQSKFWE I SLLDGNKSQIRYGKLVQGEE IEEKTQ1VQKQHKDTD
SCLDY I IRVIENKKLKGYSGD IPMKKNEPE 11 IPANNASGFS1Q1SAPKSVENNANDD
KDSKVDSNTQAYLQENKTWSSQFVILTLSGNEVEEI IGKLGIKKTWEKSST 1LSANQC
KLYFKNQIEEYERKGYVRDDSQYNFQLNEVNKHFSAQNGSSNNNQLDLNQKGKKKNFEN
KDSGLYDDSHSNISGISDQSDLTARSGGSQLDLSFDKGDDDDGNSSVVVTGE IKKGSL
1
GANGSMDSGVLLAQAMPDEMDPTGWYASEKMDGVRAVWTGKTFYSRNGNEFYPPPFFI
(] i
QNFPNCTLDGELFTKRDDFQRCVG IVKTKNGNEEKDERWKD IVYLVYDCPKLLKPFKD
v
RIKALQEQIPKLGNKY IKVLPHKIVESREQLESELDRVLKNNGEGLMLRDPNSMYECR
\
RSKTLLKVKTFTDEEATV I GSERGEGRCADMMGALVCRMKNGKEFK IGSGFNDDQRRR
Vi
PPKKGSVITFKYQNLTKDGKPRFPIFLRIKEDE*

Sekil 3.9. TtLig13p peptid dizisinde DNA ligaz enzim motifleri ile biyolojik domainin yerlesimi.
Dizide tiim korunmus ligaz motifleri gri golgelendirme ve motif numarasi ile verilmistir.
Birinci motif, DNA ligaz enzimleri icin karakteristik aktif enzim merkezi olup aktif lizin
aminoasidini iceren K(xX)DG(xX)R motifidir. Gorevi bilinmeyen N terminal biyolojik

bolge alt1 ¢izili olarak verilmistir.

Tetrahymena DNA ligazlarinin tagidigr altt motifin aminoasit dizileri ile
viriis ve prokaryot DNA ligaz enzimleri karsilastirildiginda; prokaryotik gruptan
T3 ve T7 ligazlar1 tiim motifler acisindan birbirine yiiksek benzerlik gosterirken
tiim grup icinde birinci ve dordiincii motiflerin bazi aminoasitleri disinda birebir
benzerlik goriilmemektedir (Sekil 3.10). Tetrahymena DNA ligazlarindan
TtLigllp ve TtLigl2p’nin motifleri birbirine diger iiyelerden daha fazla
benzemektedir. Ligasyon reaksiyonunda kritik isleve sahip olan birinci motifin
besinci aminoasidi tiim Tetrahymena grubunda “E” iken TtLigl3p’nin aynm
pozisyonunda, T3 ve T7 ve H. influenza’daki gibi “V” bulunmakla birlikte grup

ici benzerlik prokaryotik grubunkinden fazladir
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)
8
| m | ua IV v Vi
Hi FAIDGELF KLYVFDVPDAEG EGVVV
Vp FVIDGELV IFQVWDIIFEDV EGIIL
Ma QPLDGELW REYVFDLPEPLR EGLML R
Vb TPMDGELW RYEVFDLPASGA EGLML PR
ab YSLEGELW SLMLFDMPDAAG EGVML FR
Ve YPLEGELW DFMLFDMPEARG EGVML PR
vVE VHLEGEIW | EFMLFDMPGAAG | EGLML PK
Mv IPLDGELW SYRVFDLPGMDA EGLML PR
Av IILDGELY EYWVFDIVDTEK EGTIL
7 FMLDGELM HIELYAI FGLIV
T3 FMLDGELM SVRLYAVMPIHI FCLIV
T4 VLIDGELV KFQVWDYVPLVE EGIIL
PBCV1 KIDGIR EGSDGEIS | DYVTDDPLEYID | pgvMT
PtL KLDGMER TYLDGELW KYMVEFDAPFLQE EGLML
PtH1 ELDGMR SYLDGELW EYMVFDAPGLEL EGLML
PtH2 KLDGMR TYLDGELW KFMVFDAPLLDE EGLML
TELIG11 KYDGER CILDGEIV | KIYLFDILFLNA | peamv
TtLIG12 KYDGLR FILDSEIV CVEMFDLIYIND EGLMV
TtLIG13 KMDGVR CTLDGELF VYLVYDCPKLLK | perML
TtLIG4 KFDGER CILDGEMV CYRIFDILYLKT EGIVI

Sekil 3.10. Virlss, Prokaryotik, Paramecium ve Tetrahymena DNA ligaz enzimlerinin ligaz
motiflerinin karsilastirilmasi. Motifleri olusturan aminoasit dizileri alt alta verilmis ve
prokaryotik grubu olusturan ortak aminoasitler ile Tetrahymena ligazlarmi olusturan
ortak diziler ilgili motif siitununun en alt satirinda 6zetlenmistir. Sekil ile ilgili agiklama

metin icindedir.

Sekil 3.10°da Kullanilan {iyelerin isimleri ve protein dizisi ulasim
numaralar1 séyledir: TtLigllp, Tetrahymena thermophila ATP-bagimli DNA
ligaz 1 (XP_001026764.1); TtLigl2p, Tetrahymena thermophila ATP-bagimli
DNA ligaz I (XP_001022972.1); TtLig4p, Tetrahymena thermophila DNA ligaz
IV (XP_001019308.1); TtLig13p, Tetrahymena thermophila ATP-bagimli DNA
ligaz domaini tagiyan protein (XP_001011861.1); PtH1, Paramecium tetraurelia
strain d4-2 hipotetik protein (XP_001460273.1); PtH2, P. tetraurelia strain d4-2,
hipotetik protein (XP_001431968.1); PtL, P. tetraurelia strain d4-2 DNA ligase
(XP_001347270.1); Hi, Haemophilus influenzae DNA ligaz (ZP_05849906.1);
Ab, Alcanivorax borkumensis SK2 DNA ligaz (YP_694422.1); Ptu;
Pseudoalteromonas tunicata DNA ligaz (ZP_01135002.1); Vb, Vibrionales
bacterium DNA ligaz (ZP_01812881.1); Il, Idiomarina loihiensis DNA ligaz
(YP_156435.1); Av, Allochromatium vinosum ATP bagimli DNA ligaz
(YP_003442259.1); Ma, Marinobacter aquaeolei DNA ligaz VT8
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(YP_960951.1); Vc, Vibrio cholerae bv. albensis ATP bagimli DNA ligaz
(ZP_04413034.1); Vf, Vibrio furnissii  ATP bagimhi DNA ligaz
(ZP_05877323.1);T7, Enterobacteria phage T7 DNA ligaz (NP_041963.1); T3,
Enterobacteria phage T3 DNA ligaz (NP_523305.1); Vp, Vibrio phage DNA
ligaz (NP_899305.1); Vv, Vaccinia virus DNA ligaz (ABZ80139.1); My,
Marseillevirus ATP bagimli DNA ligaz (YP_003406819.1); T4, Enterobacteria
phage T4 DNA ligaz (NP_049813.1); PBCV1, Paramecium bursaria Chlorella
virus 1 hipotetik protein (NP_048900.1).

3.1.2. TtLIG13p’nin U¢ Boyutlu Protein Yap1 Modellemesi

TtLigl3p dizisinin olas1 ii¢ boyutlu yapisiin belirlenmesi amaciyla
Expasy/ SwissProt veritabaninda yapilan analiz sonucu elde edilen yapisal model
bilgisi Pdb formatinda kaydedilmis ve deepview programi ile goriintiilenerek
Sekil 3.8°de goriilen yapisal bilgiler eklenmistir.

Expasy/SwissProt program verileri TtLigl3p’nin olast protein 3B
modelini deneysel olarak 3B yapisi; katalitik ligaz domain bdlgesine % 26
benzerlik ile Chlorella viris DNA ligaz (Swiss-Prot protein yapi numarasi:
1fviA) veya % 24 benzerlik ile Pyrococcus furiosus’un prokaryotik ATP bagimli
DNA Ligazina (Swiss-Prot protein yapt numarasi: 2cfmA) gore protein
dizisindeki 298 ile 555. amino asitleri arasindaki bolge kullanilarak
belirlenmistir. TtLigl3p’nin Chlorella viriis DNA ligazina gore sekillendirilmis
olan genel yap1 modeline (Sekil 3.11) bakildiginda ligaz katalitik bolgesinin N-
ucunda yer alan adenilasyon (nukleotidil transferaz) domaininde 4 a—heliks ve 5
B—plaka yapisi (al-4, B1-5); C-ucta yer alan oligoniikleotid baglanma cebi
domaninde ise bir a—heliks ve 4 B—plaka (o 5, B 6-9) katlanmasi bulunmaktadir.
Aktivasyonda gorev yapan motif olan KMDGER motifi f1 katlanmasi iginde
kalan ilmik (loop- doniis) tizerinde (Sekil 3.11°de siyah ok ile isaret edilmistir)

yer almaktadir.
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Domain 2 2

Dbmain1

Sekil 3.11. PBCV1 ve TtLigl3p-KD dizilerinin 3B modellemesi. A. PBCV-1 DNA Ligaz-
Adenilat kompleksinin deneysel olarak olugturulmus kristal yapisi; B.TtLig13p-KD’nin
biyoinformatik olarak gergeklestirilmis PBCV-1 kaynakli protein yapisinin serit
formundaki genel 3B topolojileri. Domain 1, Adenilasyon domainini; Domain 2
Oligoniikleotid baglanma domainini gostermekte, siyah oklar 5. motifi isaret etmektedir.
Sekil A’da AMP’nin bagh oldugu 1.motif, Sekil B.’de birinci motifin aktif aminoasidi

olan “Lys” (Lizin) ile gosterilen b&lgededir.

3.2. Deneysel Bulgular

3.2.1. TtLIG13 Geninin Klonlanmasi

TtLIG13’iin cDNA kopyasi, 30°C’de biiyiitiilmiis T.thermophila
hlcrelerinden RNeasy Mini Kit (Qiagene) ile elde edilen toplam RNA, DNase
treatment ve RNA cleanup adimlarindan gecirildikten sonra RT reaksiyonuna
almmis ve cDNA elde edilmistir. Kalip olarak burada elde edilen RT {iriinii, gen
spesifik primerler (Fdis ve Rdis) ve PrimeStar (Takara) enzimi kullanilarak 1668
be {iriin elde edilmis, iirlin jelden saflastirilmis ve Taq Polymerase (Fermentas)
enzimi kullanilarak —A ekleme reaksiyonu kurulmustur. A ekleme reaksiyonu
uriinu direk olarak pGEMT-Easy plazmiti ile ligasyon reaksiyonu alinmustir.
Ligasyon reaksiyon iirlinli, elektrotransformasyon ortaminda tuz bulunmamasi
gerektiginden PCR saflastirma kiti (Qiagene) ile saflastirilarak, konsantre
edilmis, distile suda ¢ozilmiistir. TtLIG13 c¢cDNA kopyasinin ligasyonunun
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elektrotransformasyon tabaginda 6 beyaz koloni kullanilarak yapilan koloni PZR
sonucunda sadece bir kolonide (10 numarali) 1600 bg¢ biiyiikliigiinde bant elde
edilmistir (Sekil 3.12 A) ve bu koloniden plazmit izolasyonu ile elde edilen
plazmitin Notl restriksiyon enzimi ile kesilmesi sonucu pozitif klon oldugu
goriilmiistiir (Sekil 3.12 B). Elde edilen klonlarin dizi analizi ve restriksiyon
enzim kesim analizleri, klonlanan DNA parcalarinin hedef gen oldugunu teyit
etmistir.

TtLIG13 1668 b¢ gDNA firiiniin klonlanmasi deneyinde elde edilen
transformasyon tabagindaki 2 beyaz koloninin 2’sinin de pozitif oldugu,
gerceklestirilen plazmit izolasyonu ve restriksiyon enzimi ile kesim iiriinlerinin
agaroz jel analizi ile teyit edilmistir (Sekil 3.12 C). Elde edilen bu klonun
restriksiyon enzim kesim analizleri, klonlanan DNA parcalarinin hedef gen

oldugunu teyit etmistir.

21226 21216

~4000

4268
3kb pGEMT-Easy

1668be TILIG13
gDMNAkopyas:

— 3kb pGEMT-Easy

—— 1668 b¢ TILIG13
cDNAkopyasi

20 20z
1534
1375
947
831

564

Sekil 3.12. TtLIG13 mRNA’smin protein kodlayici cDNA dizisinin klonlanmast.

Sekil 3.12’de A. TtLIG13 cDNA klonlama LB-agar tabaginda beyaz
renkli 6 koloni kullanilarak yapilan koloni PCR sonucunda sadece 10 numarali
koloni pozitif 1600 bg biyuklugiinde iirtin tasimaktadir. 1; 6 nolu koloni negatif,
2; 10 no’lu pozitif koloni PCR drtnlerinin jel goruntusd. B. Koloni PCR sonucu
beklenen buyuklikte trin veren 10 no’lu koloniden plazmit izolasyonu ve Notl
enzimi ile kesim sonucu 3 kb’de pGEMT-E vektorine ait bant ile 1668 bg’de
TtLIG13’e ait bant gorUlmektedir (kuyu 1), C. TtLIG13 gDNA kopyasinin
klonlanmasi deneyinde elde edilen plazmitin Notl restriksiyon enzimi ile kesimi
2 ve 3 no’lu kolonilerden elde edilen plazmitlerin restriksiyon drinleri olan 3
kb’de pGEMT-E vektoriine ait bant ile 1668 bg¢’de gTtLIG13’e ait bant
gortlmektedir. M. Marker AEcoRI/ Hindlll(Fermentas).
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3.2.2. TtLIG13 mRNA’simin 3’ Translasyona Girmeyen Bolgesinin

klonlanmasi

Kurulan ilk 3> RACE PZR reaksiyonunda bantlagsma seklinde {iriinlesme
goriilmemistir. Bu irlin kalip olarak kullanilarak nested PZR ve nested PZR
irinii de kalip olarak kullanilarak rePZR kurulmus ve tahmini beklenen
biiytikliikte (yaklasik 280 bg-alt bant) ve beklenenin biraz {lizerinde (yaklasik 350
bc-Ust bant) iki bant elde edilmistir (Sekil 3.13 A). Kesilen bantlar alt ve {ist bant
olarak isimlendirilerek ayr1 ayr1 saflastirilmistir (Sekil 3.13 B).

Saflagtirma {irlinlerinin pGEMT-E vektoriine ligasyonu gergeklestirilmis
ve transforme edilmistir. Transformantlardan alt ve (st bant i¢in 5’er koloniden
plazmit izole edilmis ve plazmitlerin insert tasidigi EcoRI enzimi ile kurulan

restriksiyon reaksiyonu ile teyit edilmistir (Sekil 3.13 C).

Sekil 3.13. TtLIG13 ¢cDNA’sinin 3’ UTR dizisinin klonlanmasi.

Sekil 3.13’de A: TtLIG13 3’ RACE Nested PZR’dan rePZR uriinleri. B:
TtLIG13 3° RACE cDNA iirlinlerinin jelden saflastirmasini kontrol jel sonucu,
1) TtLIG13 3’ RACE galigsmasi iist bant saflastirma tirtinii 2) TtLIG13 3° RACE
calismasi alt bant saflastirma iiriinii. C: Izole edilen pGEMT- TtLIG13 3’ UTR
plazmitlerinden insert tasiyanlarin EcoRI restriksiyon reaksiyonu ile kontrolii; 1-
5) alt bant klonu, 6-9) Ust bant klonu. Plazmitlerin EcoRI enzimi ile kesimi
sonucu olusan 3 kb biiyiikligiindeki pGEMT-E vektoriine ait triin band: ile 300-
350 bg biiyiikliiglindeki insert bantlar1 goriilmektedir. M1: Fermentas 50 bp DNA
ladder ve M2: Marker AEcoRI/ HindlII
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Restriksiyon reaksiyonlarmin agaroz jel ile kontrolinde 3 kb
biiyiikliigiinde pGEMT-E vektoriine ait bant ile kesim sonucu salinan insert
bantlar1 Sekil 3.13 C’de goriilmektedir. 4 ve 5 no’lu kuyularda insert bandi
goriilmemesi bu plazmitlerin negatif oldugunu gostermektedir. Alt bant klonu 3
no’lu koloni ve iist band1 temsil eden 9 no’lu koloniden izole edilen plazmitler
dizi analizi reaksiyonuna alinmistir. Bu gruba ait {ist band1 temsil eden 9 no’lu
plazmitin kesim reaksiyon iriinii ise ayr1 bir jele yiiklenmis, plazmitin pozitif
oldugu goriilmiis, fakat bu figiire eklenmemistir. Dizi analizi sonucu elde edilen
diziler 6nce NCBI veri tabaninda bulunan VecScreen programi ile vektore ait
bilgilerinden arindirilmistir (Sekil 3.14). Temizlenmis dizi analizi verileri, yine
NCBI veritabaninda bulunan BlastX programi ile analiz edilmis sadece alt bandin
dizi analizi verileri Tetrahymena’ya ait TtLIG13’un ligaz geninin 3’UTR bdlgesi
ile uyum gostermistir. Bu elde edilen deneysel dizi bilgisi Sekil 3.14’de yer alan

mRNA dizisinde gosterilmistir.

AAAAAAGGAAGTGTGATAACTTCAAATACCAAAATCTTACCAAAGATGGTAAACCAAGATTCC
CTATTTTCTTGAGAATAAAAGAAGACGAATGAATGAATTAATTAATAGATTGATGGAGAGATT
ATAGCAAAGTTTAATTGATACAATTTATTTTCATATAATAATATTTTTTACGCATNTAAAAAG
CAAAATTTATAAATATTTGTCTTTCAATTGAATAATTTCTCTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAATTAAG

Sekil 3.14. Dizi analizi ile elde edilen TtLIG13 3’ UTR bilgisi. pGEMTEasy vektor dizisine
yuksek oranda benzerlik gdsteren 264-484. niikleotidler gri ile golgelendirilmistir.

Bu bolge silinmis ve sonraki analizlerde temizlenmis dizi kullanilmistir.

BLASTX ile yapilan BLAST analizi sonucu bulucu olarak gdénderilen
elde edilen dizinin uyum gosterdigi ilk dizi Tetrahymena thermophila TtLIG13
genom bilgisinw karsilik geldigi goriilmiis ve elde edilen 3’ bolgesi ile GeneTool
programi kullanilarak TtLIG13’Un genom dizisi ile hizalanmistir (Sekil 3.15).

Hizalama sonucu genin 3’ UTR sinirlar1 belirlenmistir (Sekil 3.16).
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gDNA GGATTCAATGATGACTAAAGAAGAAGGCCACCTAAAAAAGGAAGTGTGATAACATTC 1596

37UTR mmmmmmmmmmm e AAAAAAGGAAGTGTGATAAC-TTC 23

gDNA AAATACCAAAATCTTACCAAAGATGGTAAACCAAGATTCCCTATTTTCTTGAGAATA 1653
3°UTR AAATACCAAAATCTTACCAAAGATGGTAAACCAAGATTCCCTATTTTCTTGAGAATA 80

gDNA AAAGAAGACG TGAATTAATTAATAGATTGATGGAGAGATTATAGCAAAGTT 1710
37UTR AAAGAAGACG TGAATTAATTAATAGATTGATGGAGAGATTATAGCAAAGTT 137
gDNA TAATTGATACAATTTATTTTCATATAATAATATTTTTTACGCATTTAAAAAGCAAAA 1767
37UTR TAATTGATACAATTTATTTTCATATAATAATATTTTTTACGCATNTAAAAAGCAAAA 194
gDNA TTTATAAATATTTGTCTTTCAATTGAATAATTTCTCTTTAATTCTAGCTATTAATTA 1824
3”UTR TTTATAAATATTTGTCTTTCAATTGAATAATTTCTCTTTEROIVA 251

Sekil 3.15. TtLIG13 3’ UTR dizi ile TtLIG13 genom dizisinin GeneTool programiyla
hizalanmasi. 3’UTR olarak isinlendirilmis 3’RACE-RT-PCR sonunda klonlanan
dizidir. gDNA plarak adlandirilmis dizi ise TtLIG13 genom dizisidir. Siyah ile
isaretlenmis kodon translasyonun DUR kodonuna karsilik gelmektedir. 3’UTR
dizisi 138 bg¢ uzunlugundadir.

Dizi analizi ve hizalama c¢alismalari sonunda elde edilen TtLIG13 3~
UTR dizisindeki mRNA’nin trnakripsiyon sonrasi sitoplazmik Omriini
belirlenmesinde yardimci olan elementlerin belirlenmesi, dizinin UTRdb veri
tabaninda analiz edilmesi ile gergeklestirilmistir [49]. Analiz neticesinde 138 baz
uzunlugundaki 3” UTR dizisinde veri tabaninda bulunan diziler ile tutarlilik
gosteren 3 element bulunmustur: IRES (Ribozomun igsel baglanma dizisi-
Internal Ribozom Entry Site), uORF (acik okuma cergevesinin iist dizisi-
Upstream of open reading frame) ve PAS (poliadenilasyon sinyali-
polyadenilation site). Bu elementlerden IRES ve uORF, mRNA dizilerinin
genellikle 5 UTR’inda bulunmaktadir [50, 51], burada elde edilen verinin dizi
benzerliginden kaynaklandig1 diisiiniiliip, analizlerde dikkate alinmamustir.
PAS’nin dizi icindeki yeri TtLIG13 mRNA dizisinde gri golgeli olarak
belirtilmistir (Sekil 3.16).

Dizinin veri tabanindan elde edilen genom bilgisinden 5° UTR dizisi
tahmini olarak belirlenmis ve bu bolgedeki 180 niikleotidin UTRdb analizi
gerceklestirilmistir. Analiz sonunda bu bolgede IRES, uORF ve MBE (Noral kok

hicresinin yenilenmesinde rol oynayan sinyal proteini olan Musashi baglanma
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elementi- Musashi Binding Element) eclementlerinin olduguna dair bilgi
edinilmistir (Sekil 3.16).

attatggatggataatgataaaaaataatcatttagtagaaaaattttataaaatgcttt -301
taaaaatacaaaagtagtcaaaatatacttatttataataaaaaataaaggtgaatagat -241
aatcagatagattaactttaatgaaatagaagatgtgactgtttgtttttattctttttt -181

gataaaatattatgacttcgcttttaattaaaatagcgcgtagaatattcatatatatat -121
aaatacatacat attagt attagt -61
-1
M 1 K 1 DLTIKWPVFLNZFNA GQSIKFW
atgatcaaaattgatttaacaaaacctgtatttcttaattttaatcaatcaaagttttgg 60
E 1 S L LDGNJ KIS SU QI RYG KLV QG
gaaatcagcctgcttgatggaaataaatcttaaatcagatatggaaagttggtttaaggt 120
E E 1 EE K TQ 1 VQ KQHKDTD S C
gaagagattgaagagaaaacttaaattgtccaaaagtagcacaaagacactgactcttgt 180
L DYy 1 1 RV I ENJZKJ KWLIKTGY S G D I
ttagattacataataagagtgattgaaaacaaaaaattgaaaggatatagcggagatatt 240
P M KKNEWPOQT 1 1 PANNASTGF S
cccatgaaaaagaatgagccttaaatcatcattcctgcaaataacgcaagtggattttca 300
Il Q I S APKSVENNANUDTDKD S K

atttaaatttcagcacctaaatctgttgaaaataatgctaacgatgataaagattctaaa 360
VD S NTQ AY L Q ENIKTWS S Q F V
gttgattcaaatactcaagcgtatttataggaaaacaaaacttggtcatcataatttgta 420
Il L T L SGNIEVEZETLD1IT G KILG 1T K K
attttaactctgtctggcaatgaagtagaagaaattataggcaaactaggaataaaaaag 480
T WEIKSSTI L SANU QT CIKULY F KN
acatgggaaaaaagttctacaatattaagtgcaaactagtgtaaattgtatttcaaaaat 540
Q 1 E EY ERKGY VRDUDS QY N F Q
taaattgaggaatacgaaagaaagggatatgtgagagatgatagtcaatataatttttag 600
L NEV NI KHFSAQNGSSNNNOQL
ctaaatgaagttaataaacacttttcagcataaaatggatctagtaataataattagctt 660
DLNQ K G KKK KNFNI KD S GULY DD
gatctcaactagaaaggcaaaaagaaaaattttaataaagattcagggttatacgacgat 720
S HSN1T S G1 SDQSDULTARSGG
tcacattcaaatatttcaggtatctcagattagtcagatttaactgctaggtctggtggc 780
S QLDL SFDKGDUDUDUDGNS S VYV
tcttaattagatttatcattcgacaagggtgatgatgatgatggtaatagctcagttgtt 840
v T 6 E 1 KK GSL GANGSMD S GV
gtaactggagaaattaaaaaaggttctttaggtgctaacggaagtatggattcaggtgta 900
L L AQAMU®PDEMDUPTGWY ASE K
cttttagcttaagcaatgccagatgaaatggatccaactggctggtatgcaagtgaaaaa 960
M DGV RAVWTSGIKTFY SRNGNE
atggatggagtcagagctgtttggactggaaagacattttattctaggaatggtaacgaa 1020
FY®pPPWPFZFI1 QNFWPNZ CTULDGE L
ttctaccctcctccatttttcatttaaaatttcccaaattgcactttagatggggaattg 1080
F T KRDUDJFQRTCV G 1V KTIKNGN
tttacaaaaagagatgatttctagcgttgtgtgggtattgttaagacaaaaaatggaaat 1140
E E KD EWRWIKDTI VYL VY DT CUZPKL
gaagaaaaagatgaaaggtggaaagatattgtttacttagtttacgactgtcctaaatta 1200
L K P F KDRIT KALQEUQTITIT P KL GN
ttaaaaccctttaaagatagaataaaagctttacaagaataaattccaaaacttggtaac 1260
K'Yy I K Vv L PHK1TV ESREUQULE S E
aagtacattaaagttcttccacataagatagtggagagcagagaataacttgaatcagag 1320
L DRV LKNNGEGLMLRDPNSM
cttgatagagtcttaaaaaataatggcgaaggtttgatgttaagagatcctaattcaatg 1380
Y ECRR S K TULUL KV KTFTDEE A
tatgaatgcagaagatcaaaaacccttcttaaggtaaaaacatttacagatgaagaagct 1440
T Vv 1 GSERGEGRTCADMMGA ALYV
acagtaattgggagtgaaagaggtgaaggaagatgtgcagatatgatgggtgctttggta 1500
C R MKNG G KEUFIK 1T GS GFNDDOQR
tgccgtatgaaaaatggaaaagaattcaaaataggatcaggattcaatgatgactaaaga 1560
R R PP KKGSV I TFIKYQNULTKD
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agaaggccacctaaaaaaggaagtgtgataacattcaaataccaaaatcttaccaaagat 1620
G K PRFPI1 FLR 1 KEDE *
ggtaaaccaagattccctattttcttgagaataaaagaagacgaatgaatgaattaatta 1680
atagattgatggagagattatagcaaagtttaattgatacaatttattttcatataataa 1740
tattttttacgcatttaaaaagcaaaatttataaatatttgtctttcaattgaataattt 1800
ctcttt

Sekil 3.16. TtLIG13 geninin mRNA dizisi.

Yukaridaki sekilde alt1 ¢izilmis olan diziler UTR bdlgesini temsil
etmektedir. 57 UTR bolgesindeki koyu gri golgeli kisim IRES dizisini, kirmizi
harflendirilmis kisim uORF elementini, beyaz harfli gosterilen bolgeler MBE
elementini gostermektedir. 3 UTR dizisindeki agik gri golgeli bolge PAS
dizisini temsil etmektedir. Dizinin agik okuma cergevesinde niikleotidler ile
aminoasitler bir arada verilmistir. Aminoasit dizisi i¢cinde glutamin ile gosterilen
baz1 kodonlar nokta mutasyonu ile degistirilerek E. coli kodon s6zliigiine uygun
duruma getirilmistir, degistirilen niikleotid italik olarak gosterilmistir. Proteinin
3B yap1 analizinde SWISS-PROT programi 298. Serin amino asitinden (kalin ve

alt1 ¢izili) sonra gelen katalitik ligaz domain kisminin modelini olusturabilmistir.

3.2.3. TtLig13p Geni mRNA’sinin Konjugasyon esnasinda ifadesi

Tetrahymena thermophila SB210 ve TiplV hiicrelerinin konjugasyonlari
esnasinda her saat 6rnek alinmis ve toplamda 13 saatlik kisimdan saflastirilan
RNA’lardan elde edilen cDNA drinleri, TtLIG13 geninin 897 bg’lik katalitik
bolgesinin RT-PZR ile iiretilmesinde kalip olarak kullanilmistir. Gergeklestirilen
agaroz jel analizi sonucunda konjugasyonun tim evrelerinde bazal olarak
transkripsiyonu gerceklesen genin, konjugasyonun 9. saatinde transkripsiyon

seviyesinde fark edilir bir artis oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 3.17. TtLIG13 geninin konjugasyon boyunca mRNA ifade analizi. Sekilde 1-13. kuyular
konjugasyonun 1-13. Saatlerini temsil etmektedir. Konjugasyonun her saatinde bazal bir
mRNA ifadesinin varlig ile 9. saatinde transkripsiyon seviyesinin artigt gézlenmistir.
Reaksiyonlarin 15%er pl’si %1’lik agaroz jele yiklenmis, 90 V’da 50 dk elektroforez
edilmistir. M. Marker AEcoRI/Hindlll (Fermentas).

3.2.4. E.coli"de Rekombinant Protein Uretimi icin TtLIG13
c¢DNA’sinin Nokta Mutasyonlari ile Kodon Optimizasyonu

TtLIG13 cDNA’ sinin mutasyon yerlestirilmesi gereken 22 adet bazinin
yerleri belirlenmis ve gerekli primerler tasarlanmistir. Genin biiyiik olmasi
sebebiyle, mutasyonlarin cDNA’nin protein kodlayan dizinin protein Ustiinde N
terminal ve C terminal bolgelerine denk gelen iki biylk pargasina ayri ayri
yerlestirilmesine ve en son bu iki biiyiik parcanin birlestirilmesi ile biitiin genin
elde edilmesine karar verilmistir. Buna uygun tasarlanan mutasyon yerlestirme
stratejisine gore N-terminal bolgesine 15, C terminal bdlgesine 7 mutasyonun
(Sekil 3.18 Al ve A2) yerlestirilmesi gerceklestirilmistir. Mutasyonlarin hangi
primerler vasitasiyla tiriinlere entegre edildigi, beklenen {iiriin biiyiikliikleri (Sekil
3.18 B1l ve B2), bu saflagtirtlmis iriinlerin hangilerinin hangi sirayla PZR’de
birlestirilme primerleri ile beklenen {iriin biiytiklikleri (Sekil 3.18 C1 ve C2)
verilmistir. C terminale tekabiil eden bolgenin kodon optimizasyonun deneysel

asamalarda PZR ile elde edilen mutasyonlu iiriinleri ve bu iiriinlerin uzatilmis
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dizileri Sekil 3.18 D ve E’de goriilmektedir. N terminal bolgeside benzer sekilde
bir yaklasi ile kodon optimizasyonuna alinmistir (EK-8 ). Tiim mutasyonlari

tastyan bu iki biiyiik parcanin birlestirilmesinin deneysel bulgular1 Sekil 3.19°de

verilmistir.
F14 F15 F16 F17* F18 F19 F20
Al.
—_ —> — —_ - > —>
4= H— = — — <
R14 R15 R16 R17 R18 R19 R20 4—R
Bl1. 1 2 3
-_— 4 5
Fla-RIS F15-R16 F16-R18 6
141 bg - - F18-R19 F19-R20 -
156 bg 210 be 81 bg 264 b gg_ti;TtB“g
c1 2 3+ 5+6
F14-R16 F16-R19 .
279 be 266 be g%g—tli;TtBllg
3.4+56
F16-RTtBlig 640 bg
12 3.4.5.6
279 bg F16-RTtBlig 640 bg
1.2+3.4.5.6 F14-RTtBlig 863 bg
TF17/R17
F14 F17*
A2.
—> —>
<+
R14 R17 —
1 2
B2.
F14-R17 333 bg F17-RTtBlig 573 b
C2 C terminal domain

F14-RTtBlig 897 bg

Sekil 3.18. TtLIG13 C terminal’ine denk gelen bolgeye 7 nokta mutasyonunun iki asamada

yerlestirilmesi.
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Sekil 3.18. TtLIG13 C terminal’ine denk gelen bolgeye 7 nokta mutasyonunun iki asamada

yerlestirilmesi (devam).

Sekilde, Al ve A2.’de Mutasyon yerlestirilmesi gereken bolgeler ve
gerekli primerlerin belirlenmesi gorilmekte. Dizide mutasyon gerektiren
bolgeler (dik cizgiler), kullanilacak ileri (sag yonelmis ok) ve geri (sola yonelmis
ok) primerler gosterilmistir. Hedef mutasyonun TtLIG13 dizisine aktarilabilmesi
icin ileri ve geri primerlerin ciftler halinde (F14-R15, F15-R16) kullanildigi PZR
caligmalar1 gerceklestirilmistir. Cizimde, tlizerinde “*” isareti bulunan F17/R17
primerleri, kullanilmasi durumunda elde edilecek {iriiniin ¢ok kiiciik olmasi
sebebiyle, ilk asamada kullanilamamistir. Isaretsiz primerler kullanilarak parcalar
iiretilmis, birlestirilmis ve mutasyon tagiyan bu parca kullanilarak “*” isaretli
F17/R17 primerleri ile eksik mutasyonlar yerlestirilmistir. B1 ve B2. Mutasyon
tasiyan parcalarin PZR ile iiretilmesi. Sekilde cizgiler iiretilen pargalari, ¢izgi
iistiine par¢a numarasi ve altinda parganin iiretilmesi i¢in kullanilan primer cifti
ile triin biiylikligi gosterilmistir.B1’de pargalarin {retilmesi i¢in isaretsiz
primerler kullanilmis, B2’de ilk asamada kullanilamayan F17/R17 primerleri
kullanilmistir. C1 ve C2. Tiim mutasyonlar1 tasiyan hedef iiriiniin elde
edilmesi. Uretilerek saflastirilan parcalar, komplementer 3’ uglarindan
birbirilerine megaprimer gibi davranmasi prensibi ile birlestirilmis ve mutasyon
tastyan biitiin parca elde edilmistir. D. ilk asama PZR ¢alismasi ile mutasyon
tastyan iiriinler elde edilmistir (1-6. Kuyular). Bu iiriinlerin birlestirilmesi ile ilk 6
mutasyonu tastyan biitiin parca iiretilmistir (7-11. Kuyular). E. ilk asama PZR
caligmasi ile 6 mutasyonun yerlestirildigi parca kullanilarak F17/R17 primerleri
ile kalan mutasyonu tasiyan 2 parca lretilmis (1 ve 2), birlestirilmis ve 7
mutasyonu tasiyan C terminal bolgesi elde edilmistir (3. Kuyu). M. Marker
Fermentas 50 bp DNA Ladder.
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N terminal domain C terminal domain

792 be 891 be

N terminal domain + C terminal domain
Mutant BtLig 1668 bg FTtBlig - RTtBlig

Sekil 3.19. Tiim mutasyonlar: tasiyan TtLIG13 DNA parcalarmin dizinin biitiinlestirilmesi.
A. Mutasyonlarin yerlestirilmesi ¢alismasinda N ve C terminal bdlgeleri ayr1
parcalar halinde Uretildiler. B. N ve C terminal bolgelerinin birlestirilmesiyle
22 mutasyonu tastyan TtLIG13 geni elde edildi. C. M. Marker
AEcoRI/HindIll (Fermentas), 1. Mutasyon tagiyan TtLIG13 N terminal
bolgesi, 2. Mutasyon tasiyan TtLIG13 C terminal bolgesi, 3. N ve C terminal

bolgelerin birlestirilmesi ile tiretilen mutant TtLIG13 geni.

Dizi analizi sonucunda elde edilen verideki vektor bilgisi NCBI veri
tabanindaki VecScreen programi ile uzaklastirilmis, bu bilginin veri tabanindan
elde edilen dizi ile hizalanmasinda, EBI ClustalW2 programindan
yararlanilmistir. Hizalama ¢aligmalarinda, TtLIG13 bitiin dizi i¢in FBt7 primeri
kullanilarak elde edilen veri dogrudan, RBt8 ve FDiziAnalizpGem primeri
kullanilarak elde edilen dizi ise ters komplementerleri alinarak kullanildiginda;
TtL1G13 kisa dizi verileri ise dogrudan kullanildiginda ortiisme elde edilmistir.

Hizalama ¢aligmasi sonrasi tim mutasyonlarin dogru sekilde yerlestigi
goriilmiistiir. Fakat hatali tasarlandig1 mutasyon ¢aligmalarindan sonra fark edilen
FBt4 ve RBt4 ile olusturulan besinci mutasyonda, genin bu bolgesinin glutamin
yerine glutamat kodlayan kodona degistirildigi goriilmistiir. Ayrica FBtl6

primerinin 3’ ucundaki 9 nukleotidin primerin 5’ ucuna yazilarak siparis edildigi
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ve mutasyon caligmalarinda da bu sekilde kullamildig1 fark edilmistir. TtL1G13
geninin mutasyon yerlestirilmis kisa ve uzun dizilerinin dizi analizi sonucunda
elde edilen verilerin TtLIG13 cDNA’s1 ile hizalanmasi sonucu, 18. mutasyona
denk gelen bu bolgede, primer hatasi nedeniyle olusmasi beklenen translokasyon
goriilmemis; yerlestirilmis olan mutasyonun disinda, genin cDNA’sindan farkli
bir diziye rastlanmamaistir.

Materyal ve Yontem bdliimiinde bahsedildigi sekilde genin 4 formunun
(TtLIG13, TtLIG13-KD, in-TtLIG13, in-TtLIG13-KD) aymi yontem ile
olusturulmas1 planlanmis ve basarili olunmustur. Dizinin tiim formlarinin
iiretilmesine yonelik calisma stratejileri, bulgulari ile dizi analizi ¢alismasindan

elde edilen veriler ve histogramlar1 EK- 9, 10 ve 11’de mevcuttur.

3.2.5. TtLIG13 Geninin Uretilen 4 Formunun Protein ifade vektor

ve hicrelerine Aktarilmasi

Rekombinant protein olarak 6 XHis afinite takisi ile tiretilmesi E.coli’de
planlanan diziler, bu takiyr bulunduran pET16b vektoriiniin ¢oklu klonlama
bolgesinde yer alan Ndel ve Xhol ksimlarinin kullanilmasina karar verilmistir.
Tiim mutasyonlu gen formlarinin dis primerlerine Ndel (ileri primer) ve Xhol
(geri primer) restriksiyon endoniikleaz enzimi tanima dizisi yerlestirilmis ve PZR
ile cogaltilarak tekrar pGEM-TEasy vektoriine klonlanmistir. pET16b vektorii
(Sekil 3.20 A) ve mutasyonu DNA’lar1 igeren pGEMT-Easy vektorleri (Sekil
3.20 B ve C) bu iki enzim ile kesim reaksiyonuna alimmis (Sekil 3.20 A, B, C, ve
321 A, B) ve jelden ilgili bantlar saflastirilarak (Sekil 3.20 D) ligasyon
reaksiyonunda kullanilmigtir. Olusturulan pET16b vektor formlart (pET16b-
TtLIG13, pET16b-TtLIG13-KD, pET16b-in-TtLIG13, pET16b-in-TtLIG13-KD)
E.coli XL-1 Blue konakgisina sicaklik soku ile transforme edilmis, pozitif
klonlardan izole edilen plazmitler kesim reaksiyonu ile kontrol edildikten (Sekil
3.20 E) sonra E.coli BL21 DE3 pLySs konakgisina sicaklik soku ile transforme

edilmisgtir.
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Sekil 3.20: Aktif ve inaktif TtLIG13-pGEMT Easy vektorilerinin Ndel-Xhol restriksiyon
enzimleri ile ikili kesimleri, saflastirilmasi ve ayni enzimler ile kesilmis pET16b

vektoriine klonlanmasi.

Sekilde, A. pET16b vektoriiniin ikili kesimi sonucu olusan 5711 bg
biiyiikliigiindeki lineer ifade vektorii. B ve C Sirast ile TtLIG13-pGEMT Easy ve
In-TtLIG13-pGEMT Easy vektorlerinin ikili kesimi sonucu olusan 3kb
biiyiikligiindeki pGEMT-Easy vektori ile 1668 b¢ biyiikligindeki insert
bantlari. Sekil A’daki vektor bantlart ile B ve C’deki insert bantlari jelden
kesilerek saflagtirilmis ve saflastirma tirtinleri ile D figiirii elde edilmistir. D1, D2
ve D3 sirasiyla ikili enzim kesim reaksiyonundan sonra jelden saflastirilmis
pET16b, TtLIG13 ve In-TtLIG13. E1 ve E2. pET16b vektoriine aktarilarak E.
coli XL-1 hiicrelerine klonlanan sirasi ile pET16b- TtLIG13 (2. Koloniden) ve
PET16b-in- TtLIG13 (9. Koloniden) plazmitlerinin saflastiritlarak BamHI-Ndel
ikili kesimi ile kontroll. Kesim sonucu, beklendigi gibi 5711 b¢’de vektor bandi,

930 ve 730 bg’de insert bantlar1 goriilmekte. F. TtLIG13-pGEMT Easy ve In-
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TtLIG13- pGEMT Easy vektorleri ve G. pET16b-TtLIG13 ve pET16b-in-
TtLIG13 vektorleri gorulmekte. M. Marker AEcoRI/Hindlll (Fermentas).
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Sekil 3.21: Aktif ve inaktif TtLIG13-KD-pGEMT Easy vektorilerinin Ndel-Xhol restriksiyon
enzimleri ile ikili kesimleri, saflastiriimasi ve ayni enzimler ile kesilmis pET16b

vektoriine klonlanmasi.

Sekilde A. ve B sirasi ile TtLIG13-KD-pGEMT Easy ve In-TtLIG13-KD-
pGEMT Easy vektorlerinin ikili kesimi sonucu olusan 3kb biyiikligiindeki
PGEMT-Easy vektorii ile 897 bg biiylikliigiindeki insert bantlari. C.Jelden
kesilerek saflastirilan insert bantlart goriilmekte. Sekil X. DI1’de goriilen
saflagtirilmis vektor ile Sekil Y.C1 ve C2’deki insertlerin ligasyon triinleri E. coli
XL-1 Blue hiicrelerine transforme edilmis, klonlardan plazmit izolasyonu ile elde
edilen plazmtiler Ndel-Xhol ikili kesimi ile kontrol edilmistir. Sekil D1 ve D2’de
pET16b- TtLIG13-KD (5. Koloniden) ve pET16b-in- TtLIG13-KD (5.
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Koloniden) plazmitlerinin ikili kesimi sonucu, beklenendigi gibi 5711 bg’de
vektor bandi ve 897 be’de insert bantlar1 olustugu goriilmekte. E. TtLIG13-KD-
pGEMT Easy ve In-TtLIG13-KD-pGEMT Easy vektorleri ve F. pET16b-
TtLIG13-KD ve pET16b-in- TtLIG13-KD vektorleri gorilmekte. M. Marker
AEcoRI/Hindlll (Fermentas).

Transformasyon {iriinii olusan kolonilerden izole edilen plazmitler
Ndel-Xhol ikili kesimi ile teyit edilmis (Sekil 3.22) ve baslangi¢ kodonlarinin
PET16b vektoriinde bulunan Histidin kuyrugu ile ayni ¢ergevede bulundugu dizi
analizi ile belirlenmistir (Sekil 3.23).

Sekil 3.22: E.coli BL21 DE3 pLySs konakg¢isindan saflagtirilarak Ndel-Xhol ikili kesim

reaksiyonuna alinan pET16b vektorleri.

Sekilde 1 ve 2.’de siras1 ile pET16b-TtLIG13 ve pET16b-in-TtLIG13
vektorlerinin kesim reaksiyonu sonucu 5711 bg¢’de vektor bandi ve 1668 bg’de
insert bandi olusmustur. 3 ve 4.°de pET16b-TtLIG13-KD ve pET16b-in-
TtLIG13-KD vektorlerinin kesim reaksiyonu sonucu olugan 5711 bg¢’de vektor
band1 ile 897 bg¢’de insert bantlarmin olustugu goriilmekte. M. Marker
AEcoRI/Hindlll (Fermentas).
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Sekil 3.23. pET16b-TtLIG13-KD ve pET16b-in-TtLIG13-KD’nin RBt15 primeri ile dizi analizi

sonucu.

Sekilde sar1 renkle golgelendirilmis dizi histidin kuyrugu, kirmizi
ile golgelendirilmis dizi ise insertlerin ve ¢oklu klonlama bdlgesinde 5° ucunda
yer alan Ndel enzimi tanima dizisini belirtmektedir. Kromotogram iizerinde
histidin kuyruk sar1 ¢ergeve ile, enzim tanima bolgesi ise kirmizi cergeve ile
gosterilmistir. Enzim tanima bdlgesindeki ATG ile histidin kuyruk arasindaki
3’li gergeveler sirayla gri golgeli ve golgesiz olarak gosterilmis ve cergeve
kaymas1 olmadig1 goriilmiistiir. Inserte ait diziler alt1 ¢izili olarak gdsterilmistir.
Sekilde A. Ustte, pET16b-TtLIG13-KD’nin dizi analizi sonucu elde edilen dizi
ve altta kromotogrami; B. Ustte, pET16b-in-TtLIG13-KD’nin dizi analizi sonucu

elde edilen dizi ve altta bu diziye ait kromotogram verilmistir.
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4.TARTISMA

Genom bilgisi desifre edilmis tek hiicreli Tetrahymena themophila’ nin,
konjugasyon sonrasi makroniiklear gelisimi, ploidi olusumu gibi farklilagma
evreleri ve yaklagik ili¢ saatte bir tekrarlanan eseysiz iiremesinde gerceklesen
DNA yapim ve onarmmi siirecinde, ihtiya¢ duydugu enzimlerin basinda DNA
kiriklarinin birlestirilmesinde gorev alan DNA ligaz enzimi gelmektedir [19].
DNA ligaz enziminin iki DNA parc¢asinin in vitro kosullarda birlestirilmesinde
sergiledigi etkin enzimatik yeterlilik, onu molekuler ve biyoteknoloji laboratuar
caligmalarinin vazgegilmez enzimi kilmistir [4, 12, 13]. Biyoteknolojik
iirlinlesme hedefli planlanan bu tez kapsaminda yapilan in silico arastirmalar;
Tetrahymena thermophila ligazlarindan TtLigl3p’nin rekombinant iretilmesi
durumunda, Chlorella ve T4 viriis ligazlarina yakin benzerlikler gostermesinden
dolay1 benzer ligaz enzim 6zelliklerine sahip olabilecegini ve biyoteknolojik tirtin
olarak pazarlanabilecegi sonucuna ulasilmistir.

Tetrahymena genom veritabaninda yapilan arastirmalar, Tetrahymena’nin,
biri Ligaz IV grubuna giren toplam 4 adet ATP bagimli DNA ligaz enzimi
bulundurdugunu gostermistir. TGD’de “DNA Ligaz” anahtar kelimesiyle yapilan
aramada, bulunan bes diziden birinin (TTHERM_00659030 / XM _001024104)
DNA ligazlara 6zgi KxDGxR motifini KxDG seklinde tasidigi igin yapilan
aramada sonuglar arasina girdigini; fakat ilk motifin tamamini tasimadig1 gibi
diger bes motifi de tasimadigindan Tetrahymena DNA ligazlar1 arasinda
degerlendirilmemis, bu nedenle {iye sayisi1 dort olarak belirlenmistir.

Belirlenmis olan bu dort Tetrahymena DNA ligazini igeren, “Kovalent
nikleotidil transferaz” slperenzim ailesini temsil eden dyeler [12,13] ile
olusturulan koklii ve koksiiz filogenetik agaglar (Sekil 3.1, 3.2 ve 3.3)
incelendiginde, NAD bagimli DNA ligazlarin atasal grup olarak davrandigi
goriilmiistiir. Yutin ve Koonin [52] NCLDV (Nukleo-sitoplazmik Blyik DNA
Virtsleri/ Nucleo-Cytoplasmic Large DNA Viruses) DNA ligazlar ile yaptiklari
filogenetik caligmalar sonucunda, atasal NCLD virtsiinin NAD bagimli DNA
ligaz tasidig1 ¢ikarsamasina ulasmiglardir. Detaylandirilan ¢aligmalar sonucunda,
bazi NCLD viriislerinin, ©6karyogenezisin bir etkisi olarak, konakgilar1 ile

etkilesimleri esnasinda gergeklesen horizontal gen transferi ile ATP bagimli ligaz
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geni kazanarak, NAD bagimli ligazlarin1 kaybettigi ileri surilmiistiir [52]. Bu
caligmada olusturulan filogenetik agacta, NAD bagimli ligazlarin atasal grubu
olusturmalar1 (Sekil 3.1, 3.2 ve 3.3), Yutin ve Koonin’in biyoinformatik arastirma
sonuglarina dayanan bu Onerilerinin yaninda; deneysel literatiirlere dayanan su
veriler ile desteklenmektedir: 1) NAD bagimh ligazlarin canlilar ailemindeki
dagilimlar1 6bakteriler ile siirlidir. 2) Obakteri olmasina karsin H. influenzae,
eksikliginde oliimiine neden olacak bir gorev iistlenmis olan ATP bagimli DNA
ligaz enzimi tagimaktadir [11]. Ayrica yine bir dbakteri olan Bacillus subtilis’de
hayati 6nemi olmamasina karsin ATP bagimli DNA ligaz tasimaktadir [11,13].
ATP bagimli DNA Ligaz genlerinin obakterilerde bulunmasi, bakteriyofajlar ile
gerceklesen gen transferi ile agiklanmaya calisilmistir [13]. Bu tez ¢alismasinda
ise, H. influenzae ATP bagimli DNA ligaz enziminin, bakteri ligazlar1 ve “bakteri
ve virlis ligazlarina yakinlik gosteren omurgasiz ligazlarindan” 6nce evrimlestigi
gOriilmiistiir. Bu grubun bulundugu ana dal yakindan incelendiginde; PBCV1’in
farklilagsmasindan sonra bir dalin % 46 ile desteklenen bir deger ile ikiye
dallanarak bir grubun Vibrio phage, T4 DNA ligaz ile Okaryotik virlis olan
Marseille virus’lere farklilastigi; diger bir dalin ise H. Influenzae 'min dis grup
olarak davrandigr bakteri ve silli ligazlarim olusturdugu goriilmektedir.
Farklilasmanin bu sira ile gelismis olmasi, viriislerin 6nce ATP bagimli DNA
ligaz enzimini kazanmalar1 ve bunu Paramecium, Tetrahymena, Vibrio sp.
bakterileri gibi konakeilar1 ile etkilestikleri esnada konakgilarma aktardigini
diistindiirmektedir. Zira PBCV-1 ve Marseille virus’in atasal NAD bagimh
ligazlarini, evrimsel gelisimleri esnasinda kaybederek, bakteri ve ayni konak¢inin
iki farkli faj tarafindan enfekte edilmesi ile faj kaynakli ATP bagimli DNA ligaz
geni kazanmig olabilecegi 6nceki ¢alismalarda belirtilmistir [52].

Filogenetik agacta dikkat ¢eken bir diger husus ise Vaccinia virus DNA
ligazinin, omurgalilara 6zgili Ligaz III grubunda yer almasidir. Yutin ve Koonin
bu duruma dikkat gekerek; koanoflagellatlardan Monosiga brevicola ile bir amip
olan Dictyostelium discoideum DNA ligazinin da bu grupta yer aldigimm
belirtmislerdir [52]. Bu duruma, Ligaz I11’0n, 6karyotik hicrelerin atasi olan silli
ve kamcili tek hiicreliler yani unikontlarin evrimi esnasinda, Ligaz IV’iin

duplikasyonu ile olusarak, evrimin ilerleyen evrelerinde fungi ve ¢esitli hayvan
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hatlarinda kaybedilmis olabilecegi ile agiklama getirmislerdir [52]. Yapilarina
bakildiginda Ligaz IV ile siiperkoil mitokondri DNA’sinin tamirinde de gérev
yapan Ligaz IlI’Un, tim ligazlarin ortak yapisi olan katalitik bolgeye ek olarak
BRCT domaini tasidigi goriilmektedir [11-13]. BRCT domaini, NAD bagimlh
bakteri ligazlarinda siiperkoil yapidaki DNA’nin tamirinde onemli alternatifsiz
gorev alan temel bir domain olarak yer almistir [53]. Tetrahymena ligazlarindan
sadece Ligaz IV grubunda yer alan TtLig4p’nin BRCT domaini tagidigi NCBI
caligmalarinda belirlenmis olup (Sekil 4.1), bu enzimin Tetrahymena’da
bulunmayan Ligaz III’iin gorevini istelenerek mitokondri DNA’sinda gorev
yapabilecegi diisiiniilmektedir. Bu hipotezin lokalizasyon caligsmalar1 ile teyit
edilmesi Tetrahymena ve Ligaz III tasimayan diger omurgasiz Okaryotlar i¢in
Oonem tagimaktadir.

Agacin  kalan1 incelendiginde Tetrahymena’nin Ligaz [ olarak
tanimlanmis olan iki ligaz enzimi TtLigl1p ve TtLigl2p’nin Ligaz I grubunda;
Ligaz IV olarak tanimlanmis olan TtLig4p enziminin de Ligaz IV grubunda
yerlesim gosterdigi gorilmustiir. TtLigdp’nin Ligaz IV grubundaki yeri BRCT
domaini tasidiginin belirlenmesi ile kesinlik kazanmis olup; TtLigllp ve
TtLigl2p’nin Ligaz I grubundaki yerinin teyit edilmesi amaciyla bu iki proteinin
Ligaz I’ler icin karakteristik olan PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen/
Cogalan Hiicre Cekirdek Antijeni) baglanma domainine ait motifleri tasiyip
tasmadigl analiz edilmistir. PCNA baglanma domainleri genellikle PIP-kutusu
yada KA-kutusu tasidig1 onceki ¢alismalarda belirtilmis olup; PIP-kutusu Q-xx-
(h)-x-x-(a)-(a) seklindedir [54]. Dizide (h) seklinde belirtilen pozisyonda
hidrofobik yan zincir tagiyan aminoasitler (A, Alanin; I, izoldsin; L, Losin; M,
Metionin; F, Fenilalanin; W, Triptofan; Y, Tirozin; V, Valin) ; (a) seklinde
belirtilen pozisyonda ise aromatik hidrofobik yan zincir tasiyan aminoasitler (F,
Fenilalanin; W, Triptofan, Y, Tirozin) dizilim géstermelidir. KA-kutusu ise K-A-
(A/LM)-(A/LIQ)-x-x-(L/V) seklinde dizilim gostermektedir [54]. PIP-kutusunu
TtLigll QDPLEIQYF seklinde; TtLig 12 ise QGTIKNFF seklinde tasirken;
KA-kutusunu TtLigllp tasimamakta ve TtLigl2p ise KSIQVIL seklinde
tagimaktadir. Analiz sonucu TtLig11’in PIP-kutusuna yuksek benzerlik gosteren

motifinde bir amnioasit (alti ¢izilerek gosterilmis olan E, I yada Q) fazlasi
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vardir. TtLigl 1p, ayrica insan p21 proteini PCNA baglanma bdolgesinde bulunan
siklin baglanma motifi olan KRLIFS’a benzer SSLIFS motifi tasimaktadir [55].
Bu enzimin filogenetik agacta Ligaz I’lere dis grup olarak yerlesim gostermis
olmas1 ve PIP kutusundaki diisiik benzerlik Ligl’in ilkel bir iiyesi olabilecegini
diistindiirmektedir.

Yapilan domain ve motif analizleri TtLigl3p’nin Adenilasyon domaini ve
Oligoniikleotid baganma domaininden olusan katalitik bolge disinda tanimlanmis
herhangi bir domain yada motif tagimadigi goriilmiis ve Tetrahymena DNA

ligazlariin temsili yapis1 Sekil 4.1°deki gibi sematize edilmistir.

TtLigllp

TtLigl2p

TtLigdp I KatalitikBolge | BRCT |

TtLig13p [ 1 Katalitik Bolge ]

Sekil 4.1. Tetrahymena DNA ligazlarinin gematik yapisi.

Sekilde, TtLigllp ve TtLigl2p filogenetik agacta Ligaz I iiyeleri ile
birlikte yerlesim gostermesi ve okaryotik DNA Ligaz | enzimlerine karakteristik
PCNA baglanma motifi (PBM) tasimasi itibari ile Ligaz 1 grubunda; TtLig4
filogenetik agacta Ligaz 4 kladinda yer almasii Zn motifi tasimazken BRCT
domaini tasimasi nedeni ile Ligaz 4 grubunda yer almaktadir.TtLigl3p DNA
ligaz enziminin filogenetik agactaki bakteri ve viriis ligazlar1 arasindaki yerlesimi
tanimlanmis higbir ek motif yada domain tagimamasi ile netlik kazanmistir.

DNA Ligazlarin biyolojik gorevleri ve aktiviteleri ilizerine ¢ok sayida
calisma mevcutken; filogenetik iligkilerine dair sinirl sayida ¢alisma mevcuttur
[52]. Bu calisma kapsaminda Niikleotidil Transferaz Siiperailesi enzimlerinin
filogenetik iligkileri ortaya koyulmaya c¢alisilmis ve prokaryot\viriis ligazlar1 ile

gliclii yakinlik gosteren oOkaryotik DNA ligazlarin var oldugu goriilmiistiir.
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Yapilan ek analizler bu {iyelerin tamaminin omurgasiz canlilarda var oldugunu
gostermistir. DNA Ligaz Il enziminin evrimin ilerleyen sathalarinda fungi ve
cesitli hayvan hatlarinda kaybolarak yalnizca omurgalilarda temsil edilmesi
hipotezine [52] benzer bir hipotez ile omurgasizlar ile sinirli dagilim gosteren bu
ligaz tiirliniin yliksek organizmalara hi¢ aktarilamamis yada evrimsel gelisim
esnasinda kaybolmus olabilecegi one siiriilmekte ve bu ligazlara DNA Ligaz 11
isminin verilmesi Onerilmektedir. Boyle bir ligaz grubuna giren TtLig13p’nin
yuksek se¢-bagla degeri ile bakteri gruplarina yakinlik gosterdigi goriilmis (Sekil
3.3 ve 3.4), bu sonug¢ % benzerlik analizleri ile desteklenmistir.

Filogenetik analiz ve benzerlik matrisi bulgular1 ile ticari olarak
pazarlanan T4 DNA ligazi ile birgok DNA ligaz 6zelligi bilinen PBCV-1 ligazina
yakinligi belirlenen TtLigl3p tiim DNA ligaz motiflerini tasimaktadir (Sekil 3.9).
TtLigl3p’in KMDGVR 1. motifindeki “Valin” aminoasidinin T3, T7 ve H.
influenzae ile aymi oldugu gorilmiis fakat tasidigi 6nemin ne oldugu heniiz
anlagilamamistir (Sekil 3.10). PBCV-1 DNA ligazinin motifleri iizerindeki
korunmus diziler ile yapilan mutasyonel analizler sonucunda [17], birinci
motifteki K27 -lizin- aminoasidinin, AMP’nin baglanmas1 ile enzim-adenilat
kompleksi olusumunda kritik rol oynarken; D29 -Aspartik asit- aminoasidinin ise
reaksiyonun ikinci basamaginda AMP’nin enzimden DNA’ya aktarilmasindaki
roliiniin kritik olmasinin yaninda ayn1 basamakta divalent metal iyonu bagladigi
bulunmustur. Bu motifteki G30 -Glisin- ve R32 -Arjinin- amino asitleri ve
Uclinct motifteki D65 -Aspartik asit- arasinda, adenilasyon ve ligasyonun
gerceklesmesindeki 6nemi mutasyonel analizler yoluyla gosterilmis olan, tuz
koprist olusur. Arjinin aminoasidi, ayrica reaksiyonun birinci basamaginda
AMP’nin 3’-O’ni ile bag kurar, reaksiyonun {iigiincii adiminda ise bu bagin 3 -
O’den 2’-O’¢ tasinmasiyla, AMP’nin 3’ ucunun DNA substraninin 5’ ucuna
baglanmas1 i¢in enzim tarafindan serbest birakildigi deneysel olarak
aydmlatilmistir. Sekil 3.10 incelendiginde, motif III’deki D -Aspartik asit-, G -
Glisin- ve E -Glutamik asit- aminoasitlerinin tiim gruplarda korundugu
soylenebilir. PBCV-1’deki detayli mutasonel analizler ile Aspartik asitin (D65)
motif I’deki arjinin ve glisin ile tuz koprisu kurarak enzimin bu pozisyonunu

korudugunu; Glutamik asitin (G67) enzime baglanmis olan AMP’nin
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stabilizasyonunu sagladig1 gosterilmistir. Bu pozisyondaki Glutamik asit, T7
DNA ligazinda, AMP’nin 2’-O’ ni ile etkilesime girer [17]. PBCV-1’e daha
yakin olmasi sebebiyle TtLIG13p’nin Motif III’de bulunan glutamik asidinin de
stabilizasyonda rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir. Bu motifteki Glisin
aminoasidinin rolii heniiz aydinlatilamamistir. Motif Illa’da PBCV-1 DNA
ligazinda, enzime bagli AMP’nin piirin baz ile etkilesim durumunda bulunan
F(98) -Fenilalanin- aminoasidi bulunurken, TtLIG13p’nin ayni pozisyonunda
plirin bazi ile etkilesim kurabilecek yapida aromatik yan grup tasiyan Y -
Tirozin- aminoasidi bulunur ve her ikisi de hidrofobik yan zincir tasiyan
aminoasitlerdir [17]. Motif IV E — Glutamik asit- ve G —glisin- aminoasitleri ile
baslayarak 3 hidrofobik aminoasit ile sonlanir. Glutamik asidin reaksiyonun
birinci basamaginda metal iyonu baglayarak motif I’deki lizin amino asidini
aktive ettigi tahmin edilmekte olup reaksiyonun diger basamaklarindaki
gorevinin kritik olmadigi belirlenmistir. Metal baglanma bolgeleri reaksiyon
adimlar siiresince yer degistirerek ikinci adimda bu rolii birinci motifteki Arjinin
ustlenir [17].

Deneysel caligmalarda kullanilan TtLigl3p’nin 3B modellemesi Expasy
veri tabaninda PBCV-1 ve Pyrococcus furiosus DNA ligazinin deneysel 3B
yapilandirilmas1 sonucuna gore gerceklestirilmis olup; iki yapinin da genel
topolojilerinde belirgin farklilik olmadigi goriilmektedir (Sekil 4.2 A ve B).
Benzerlik matrisleri (Sekil 3.6 ve 3.7) incelendiginde TtLigl3p’nin PBCV1’e
ebnzerligi 23.9, P. furiosus’a benzerligi ise 28.6 olup, bu derece yakin benzerlik
degerleri 3B yap1 topoljisine de uygunluk gostermektedir. Sekiller yakindan
incelendiginde  Pyrococcus  furiosus temelinde  gergeklestirilmis 3B
yapilandirmasinin Adenilasyon domaninde o katlanmalarinin ve OB domaininde
B katlanmalarinin  zenginligi s6z konusudur. Biyoinformatik olarak
sekillendirilmis olan TtLigl3p’nin 3B yapisinin, kristal yapilar1 deneysel olarak
elde edilmis PBCV1 ve Pyrococcus furiosus DNA ligazlari ile ortiistiiriilerek elde
edilen karsilastirmali yap1 analizi ise (Sekil 4.2 C ve D) TtLigl3p’nin PBCV1’e
genel topoloji itibari ile daha ¢ok benzedigini gostermektedir. Her iki
biyoinformatik degerlendirmede de bulucu olarak gonderilen TtLigl3p dizisinin

sadece katalitik bolgesi degerlendirmeye alinmis oldugundan; 569 aa
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uzunlugundaki Pyrococcus furiosus DNA ligazina gore olusan bilgi kayb1 Sekil
4.2 D’de goze carpmaktadir. Bu iki biyoinformatik yapilandirma sonucu deneysel
olarak elde edilmis PBCV-1 ve ticari olarak satilmakta olan biyoinformatik
olarak sekillendirilmis T4 DNA ligazi ile karsilastirildiginda ise (Sekil 4.2 E);
daha az sayida o katlanmasi1 gostermesi ve 3 katlanmalarinin daha kisa olmasi
nedeniyle TtLigl3p’nin T4 DNA ligazina gore daha kuciuk bir katalitik
bolgesinin bulundugu diisiiniilmektedir. Bulucu olarak gonderilen dizinin kalip
dizilere benzerligi 3B modelleme agisindan %26 (PBCV1) ve %24 (Pyrococcus
furiosus) oldugundan olusturulmus 3B yapilandirmalar TtLigl3p’nin gercek
topolojisini yansitmamaktadir. Sahip oldugu bu yap1 ve dizi farkliliklar1 yaninda
tiyesi bulundugu viral-prokaryotik orijinli karakterler tasiyan Okaryotik enzim
ailesinin hicbir T{yesinin kristallografik yap1 analizlerinin bulunmamasi,
TtLig13’lin kristallografik yap:1 analiz deneyleri ile arastirilmasi ihtiyacini ortaya

koymustur.
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Sekil 4.2. TtLig13p DNA ligaz enziminin iki farkl1 deneysel kaliba gore 3B modellemesi ile T4
DNA Ligazin teorik 3B yapist.
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Sekil 4.2’de TtLigl3p DNA ligaz enziminin A. PBCV-1 DNA Ligaz
enziminin deneysel olarak olusturulmus kristal yapisina gore gore B. Pyrococcus
furiosus DNA Ligaz enziminin deneysel olarak olusturulmus kristal yapisina gore
biyoinformatik olarak sekillendirilmis 3B yap1 analizi goriilmektedir. C.
TtLigl13p (beyaz) ve PBCV1 (mavi) DNA ligaz enzimi 3B yapilarinin iist {iste
ortiistiiriilmesi ile elde edilen karsilastirmali alfa karbon iskelet yapisi temsil
edilmektedir. Sekilde sar1 hat TtLigl3p katalitik merkezini, kirmizi hat ise
PBCV1 Kkatalitik merkezini belirtmektedir. D. TtLigl3p (beyaz) ve Pyrococcus
furiosus (pembe) DNA ligaz enzimi 3B yapilarinin st {iste Ortiistiiriilmesi ile
elde edilen karsilagtirmali alfa karbon iskelet yapisi temsil edilmektedir. Sekilde
sar1 hat TtLigl3p katalitik merkezini, mavi hat ise PBCV1 katalitik merkezini
belirtmektedir. E. T4 DNA Ligaz’in biyoinformatik olarak iiretilmisl 3B yapisi.
Sekillerdeki kirmizi oklar Adenilasyon domaini ile OB domaininin baglanma
bolgesi olan Motif V’i gostermektedir.

Aktif ve inaktif TtLigl3p’nin birbiri ile karsilagtirilmasi sonucu lokal
farkliliklar haricinde biiyiik bir farkliligin olmadig belirlenmistir. Rossi ve ark.
T4 DNA ligazinin aktif merkezini inaktif duruma getirdiklerinde, enzimin
adenillenmedigi icin aktivite gostermedigini fakat adenillenmis bir substrati
birlestirebildigini bildirmislerdir [17]. Sekil 4.3 incelendiginde aktif dizideki
Lizin aminoasidinin (Lys 320), Glu (450), Gly (451) ve Val (472) ile zayif H bagi
etkilesimine girebildigi fakat inaktif dizideki Losin aminoasidinin (Leu 320) Glu
(450) ve Gly (451) ile etkilesim kurarken; Val (472) bag yapamadigi
gorilmektedir. PBCV1-adenilat kompleksinin kristallendirilmesi ile elde edilmis
3B yap1 incelendiginde, adenilasyonun Val ile kurulmus bagin sonlandirilarak
AMP’nin 3’-O’nine yonlendirilmesi ile gergeklestigi [56], tirettigimiz TtLigl3p
ve TtLigl3p-KD’nin reaksiyonun bu basamagini gerceklestirebilecekken inaktif
dizilerin gercgeklestiremeyerek adenilasyon yapamamasindan dolayir enzimatik

olarak gorev icra edemeyecegi diisliniilmektedir.
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N-ucu niikleotidil - N- ucu niikleotidil
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Sekil 4.3. Aktif ve Inaktif TtLigl3p DNA ligaz enziminin 3B yapilarinin karsilastiriimasi.
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Sekil 4.3°de, A. Aktif TtLigl3p DNA ligaz enzimi (PBCV1 temelli) B.
Inaktif TtLigl3p DNA ligaz enzimi (PBCV1 temelli) genel yapisi C. Aktif
TtLig13p’nin Kkatalitik merkezindeki Lizin320 (Lys, K) D. Inaktif TtLigl3p nin
katalitik merkezindeki Losin320 (Leu, L) yapisal iliskide bulundugu komsu
aminoasitler. E. PBCV1 DNA Ligaz — Adenilat kompleksindeki Lizin-AMP
iliskisinin deneysel 3B kristal yapisi [Sekil E Kaynak 56’ya gore yeniden
sekillendirilmistir].

Ortiisen bolgelerin uzatilmas: ile ydnlendirilmis/spesifik mutagenez
yontemi kullanilarak 1668 b¢ uzunlugundaki TtLIG13 geninin 22 bdlgesine nokta
mutasyonu yerlestirilmistir. Bir primer ¢iftinin hatali tasarlanmis olmasi ve
deneyler sirasinda bunun fark edilememesi nedeniyle 5. mutasyon bolgesinde
hidrofilik gruptan olan polar glutamin yerine anyonik glutamat aminoasidi [48]
kodlayan kodon degisimi s6z konusudur. Fakat bu degisim, enzimin
fonksiyonunda her ikisinin hidrofilik ve R gruplarinin benzer biiyiikliikte
olmasindan dolayr biiyiik bir etki olusturmayacagi diisiiniilmektedir. Rossi ve
arkadaslar1 T4 DNA ligaz ile ilgili yaptiklar1 calismada, proteinin N
terminalindeki ilk 80 aminoaside denk gelen bdlgesindeki dizinin silinmesi ile
elde edilen proteinde (BtLigl’in bu amino asiti bu bolgede yer almaktadir) islev
kaybinmn olmadigmi bildirmistir [17]. Iste bu glutamin’den glutamata degisim
bolgesi BtLIG13p’in N terminalinde bulunmaktadir. Glutamin ve glutamat
aminoasitlerinin polar olmas1 ve hatal1 aminoasidin proteinin katalitik bolgesine
uzakta yerlesim gostermesi, proteinin bu haliyle de islevsel olacagina isaret
etmektedir.

Diger bir hatali primer ise 3’ ucundaki 9 niikleotidin yanlislikla 5° ucuna
yazilarak siparis edilen FBt16 primeri olup, bu primerin neden olmasi beklenen
insersiyon ve delesyonun aymi bolgenin iki dizi analizi sonucunda da
gOzlenmemesi, kullanilan yontem ve enzimin hata diizeltme mekanizmasi
sayesinde bertaraf edilmesine baglanmistir. Primerin 5’ ucu hatalidir, bu primer
ile tretilen {iriin birlestirme reaksiyonuna alindiginda, hatali kisim, reaksiyona
giren zincirin 3’ ucunda bulunacaktir. Sambrook ve arkadaglari, boyle bir
caligmada, {irliniin 3* ucuna kaliptan bagimsiz —A ekleyen bir enzim ile Gretilen

parcanin, birlestirme reaksiyonuna alinmasinda bir sakinca olmadigini, enzimin
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bu hatay1 diizeltmesi sayesinde dizinin dogru sekilde tiretilece§ini bildirmistir
[18]. Zira, 3> poliA ekleme &zelligi olan Taq polimeraz enzimleri ile
gerceklestirilen onceki calismalarda, dizi analizi sonucu, diziye beklenmeyen bir
mutasyonun yerlesmedigi bildirilmistir [40, 49]. Dizi analiz bulgularimiz bu 9
insersiyon probleminin literatiirde bahsedildigi gibi firiine intikal etmedigi
anlasilmistir.

TtLIG13’Un konjugasyon hicrelerindeki mRNA ifade durumunun
belirlenmesi amaciyla; 13 saatlik konjugasyon profiline ait cDNA kaynagindan
kalip olarak kullanilarak iki RT-PZR gerceklestirilmistir. ilk RT-PZR deney
bulgular1 13 saatin tiimiinde seviyesi degismeyen bazal bir {iretimin var
oldugunu; aymi kalipla ikinci RT-PZR deney sonucunda mRNA ifadesi tim
saatlerde bazal seviyedeyken 9. saatte mRNA miktarinda artis oldugu
gorilmustiir. Fakat Tetraymena Gen Ekspresyon Veritabaninda (TGED) yapilan
arastirmalar sonucu; T. thermophila Tipll (B2086) ve Tip VII (Cu428)
hicrelerinin  konjugasyonu silresince TtLIG13 geninin mRNA ekspresyon
seviyesinin 6. saatte daha yuksek olmak Uzere 16. saatte de ikinci kez artis
gosterdigi goriilmiistiir (Sekil 4.4) [26]. T. Thermophila’nin ¢iflesme tipi V olan
ve bizim de c¢alisma organizmamiz olan SB210 hiicrelerinin konjugasyonu
esnasinda TtLIG13 mRNA ifadesinin durumu, 17S rRNA kontrol grubunun
bulunmamasi, bagimsiz tekrar deneylerinin heniiz yapilmamis olmasi nedenleri
ile belirsizligini korumaktadir. Tek deney seti ile gerceklestirilen bu iki RT-PZR
caligmasi kaliplarin bozulmasi nedeniyle tekrar edilememistir. Yeni bir deney seti
ile deneyin tekrar edilmesi ve kontrol gruplarinin olusturularak deneyin

giivenilirliginin saglanmasi gerekmektedir.
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Sekil 4.4. Tetrahymena thermophila IT (B2086) ve VII (Cu428) ciftlesme tiplerinin achk ve
konjugasyonlari siiresince TtLIG13 mRNA ifadesi [26].
Sekilde LI, Lm ve Lh siras1 ile ml’de 1.10% 3.10° ve 1.10° hiicreden elde

edilen TtLIG13 mRNA seviyesini gostermektedir. Acik durumunda hiicre
yogunlugu ml’de 2.105 olup S0-S24 aclik siirelerini temsil etmektedir [26].
Hiicreler 18 saatlik aclik sonrasinda konjugasyona alinmistir. CO0-C18
konjugasyon asamalarin1 gostermektedir. Sekilde konjugasyonun 2. saatine kadar
bazal bir mMRNA ifadesi gbze ¢carpmakta, konjugasyonun 6 ve 16. saatlerinde ise

ifade durumunda biiyiik bir artis oldugu goriilmektedir.
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5. SONUC

Bu ¢alisma kapsaminda, Tetrahymena thermophila makrontklear genom
projesi sonucglarindan yararlanilarak Tetrahymena’nin ikisi ligaz I, biri ligaz IV
ve biri bakteri ve viriislere yakinlik gosteren yapida olmak {izere dort adet ligaz
geni bulundurdugu belirlenmistir.

Biyoinformatik analizler ile ticari olarak Gretilmeye en uygun
Tetrahymena ligazi TtLIG13p olarak belirlenmis, E. coli’de ifade edilmesi igin
gerekli 22 adet nokta mutasyonu ile kodon uyumu saglanmistir. Protein ifade
vektorli pET16b’ye TtLIG13’lUn rekombinant ¢cDNA’s1 klonlanmis ve E.coli
BL21 (DE3) pLysS konakgisina aktarilmistir. Toksik olan bu rekombinant
proteinin E. coli’de iiretilme ve saflastirma deneylerine devam edilmektedir.

Yapilmis olan filogenetik ¢alismalar sonucunda, TtLigl3p disindaki
TtDNA ligaz enzimlerinin literatiire uygun dagilim gosterdigi domain analizleri
ile teyit edilerek gosterilmistir. Bu organizmanin TtLigl3p gibi bir enzime sahip
olmasi farkli bir noktaya odaklanilmasini saglamis ve okaryotik organizmalarda
bulunmalarina ragmen filogenetik analizde O©karyotik gruplar ile dagilim
gostermek yerine prokaryot ve viriisler ile dallanan bir ligaz grubunun varlig
ortaya ¢ikarilmistir. Bu gurup yakindan incelendiginde tiim iiyelerin omurgasiz
oldugu goriilmiis ve bu ilkel karakterli omurgasiz DNA ligaz gurubuna “ DNA

Ligaz I1” ismi verilmesi Onerilmistir.
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EK- 1 Calismada Kullanilan Kimyasallar ve Cozeltiler

e Amfisilin, (Sigma, A0104)

1000X stok solusyon i¢in 1ml steril dH,O’da 100 mg amfisilin ¢ozulur, filtre
ile steril edilir ve 100 - 500 pl’lik hacimlere bolunerek -20 °C’de saklanir.

e Etidyum bromur (EtBr), (Sigma, E8751)

Son yogunlugu 10 mg/ml (0.01 gr/ml) olacak sekilde dH,O’da ¢ozilerek
stok sollisyonu hazirlanir ve 4°C’de saklanir. Agaroz jel elektroforezi igin son
hacimde 0,5 pg/ml olacak sekilde (10 ml agaroz i¢in 10 pl EtBr) kullanilir.

o X-Gal, (Bio Basic, 12872)

100 mg (0.1 gr) X-Gal 2 ml N,N"-dimethylformamid ile ¢ozilerek son
yogunlugu 50 mg/ml olacak sekilde stok hazirlanir. Steril edilmesine gerek
olmayan X-Gal aliiminyum folyo ile kaplanmis tiiplere boliinerek -20°C’de
saklanir. Bir petrideki kat1 besiyerine dogrudan 20 pl ya da kullanim kolaylig1
saglamasi1 agisindan, kendi ¢oziiciisii ile 1:1 oraninda seyreltilip 40 pl
yayilarak kullanilir.

e Gliserol (Sigma, G2289; Merck, 1.04092).

% 80 yada %10 oraninda dH,O ile seyreltilir ve otoklav edildikten sonra
kullanilir. %80°lik gliserol hiicre stoklariin ya da kimyasal kompetent hiicre
hazirthginda, %10’luk  gliserol  ise  elektrokompetent  hiicrelerin
hazirlanmasinda kullanilmistir.

e Tris HCI (Sigma, 05432).

Distile su ile ¢oziilerek genellikle 50 mM yogunlugunda ve 8.8 pH’da
hazirlanir. Oda sicakliginda saklanan c¢ozelti, gerekirse seyreltilerek
hiicrelerin yikanmasinda veya aglik tamponu olarak kullanilir.

e Trizma Base (Applichem A2264).

e Borik Asit (BioBasic, BB0044).

e EDTA (Fluka, 03620).

Genellikle 0.5 M yogunlugunda kullanilir. EDTA, pH ayarlamasi
yapilmadik¢a suda ¢ozlinmedigi i¢in baslangicta son hacmin yaris1 kadar su
ile ¢oziilmesi ve yiiksek yogunlukta NaOH ile pH’smin 8.0’a getirilmesi

gerekir.
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e 10X TBE Tamponu (Tris-Borik Asit-EDTA)

108 gr trizma base ve 55 gr borik asit 600 ml dH,O da ¢ozuldikten sonra 40
ml 0,5 M EDTA eklenir. Toplam hacim 1 It ye tamamlanir. Bu sekilde
hazirlanan stok TBE’nin ¢dkmemesi i¢in 4°C’de saklanmasi ve deneylerde
1X (900 ml dH,0 + 100 ml 10X TBE) yogunlugunda kullanilmas1 gerekir.

e Etanol (Riedel, 071029)

Etanol, dH,0 ile seyreltilerek farkli yogunluklarda kullanilmistir (% 70, %
75, % 90 ve %100).

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

7.34 gr CaCly iizerine 1 1t steril su ile hazirlanan ¢ozeltisi kullanilmustir.

e Izopropanol (Riedel de Haen, 24137).

Fenol-Kloroform-izoamilalkol (24:23:1) (Sigma, P2069). Bir¢cok amag icin
kullanilan bu soliisyon Equlibration Buffer igermektedir. Genomik DNA
izolasyonu gibi yuksek pH gerektiren uygulamalarda Equlibration Buffer ile
fenolik fazin pH’s1 8 civarina ylkseltilmelidir (Fenolik faz sar1 ya da
kahverengi ise kullanilmamalidir). Bunun i¢in Fenol-Kloroform-izoamilalkol
soliisyonuna Equlibration Buffer’in tiimii katilarak yavasca karistirilir ve
yaklagik 2-4 saat icinde (tercihen gece boyu) fazlar ayrildiktan sonra DNA
izolasyonunda kullanilabilir. Sonugta pH, 6.7+ 0.2’den 8.0 + 0.2 ye
yiikselecektir. Tampon eklendikten sonra isiktan koruyarak -20’de 1 yil
saklanabilir. Fenol-Kloroform-izoamilalkol’iin pH’nin pH metre ile dogru
sekilde Ol¢iilmesi ¢ok giictiir, bunun amag i¢in pH kagitlar1 kullanilabilir.
Kloroform (Sigma, C2432).

Fenol (Sigma, P4557)

Agaroz A (BioBasic, D0012), (Promega, V3125).

Sodyum Klorir NaCl (Merck, 1.06400).
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EK- 2 Calismada Kullanilan Cihazlar, Kitler ve Enzim Setleri

Etiv (Genhart, Thermo Shaker THO 220), Santrifj (Thermo IEC
Micromax, Beckman Coulter Microfuge 22R, ve Beckman Coulter Allegra 25R),
Otoklav (Eastern Medical, Vertical Autoclave), PZR Cihazi (Biorad, iCycler
thermal; Helena Thermal Cycler; Techne) , Agaroz Jel Elektroforez Aparati
(Thermo EC Mini Cell EC320, Thermo EC Midi Cell Ec 330 ve BioRad Mini
SubCell GT), Giig Kaynagi (Thermo Electrocorporation EC250-90), UV Jel
Gorintileme Kabini (Uvitec M02 4611), pH Metre (Orion), Vorteks (IKA MS2),
Su banyosu (Memmert D-91126), Isi blogu (Thermoblock Clifton B11),
Nanodrop (Metek ND-100), Spektofotometre (UV- 2101 PC Shimadzu), Terazi
(Ohaus pro AV812), Gene Pulser Xcell ( BioRad, 165-2666), Manyetik
Karstirict  (Schott, SLK6), Konsantratéor ( Labconco, CentriVab DNA
Concentrator), Dizi Analizi Cihaz1 (Beckman Coulter, CEQ8000)

2.1.3. Calismada Kullanilan Kitler

QIAquick PCR purification kiti (Qiagen, 268106), QIAGEN plazmid mini
kit (Qiagen, 12123), QIlAquick Gel Extraction Kit ( Qiagene, 28706),
pGEMTeasy plazmit sistemi (Promega, 212440), RNeasy Midi Kit
(Qiagen,75144), RevertAid first strand cDNA sentez kiti (Fermentas, K1622),
Qiagene RNeasy Mini Kit (Qiagene, 74106), Dizi Analizi Kiti (Beckman Coulter,
GenomelLab Dye Terminator Cycle Sequencing with Quick Start Kit, 608120),
Agencourt CleanSEQ (Beckman Coulter, A29151).

2.1.4. Calismada Kullanilan Enzim Setleri

Tag DNA Polymerase, (Fermantas, EP0401), Pfu DNA Polymerase
(Fermentas, EP0501), PrimeSTARe HS DNA Polymerase (Takara, RO10A),
Rnase A Solution (BioBasic), RQ1 Rnase-Free Dnase (Promega, M610A),
Terminal Deoxynucleotidyl Transferase, Recombinant (Promega, M828A), T4
DNA Ligase (Takara, 2011A).
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EK-3 Cahismada Kullanilan Besiyerleri: LB Broth (Sivi), LB Agar (Kat)
Amfisilin, SOC ve PPY

LB Broth (S1v1) Besiyeri

LB kisalmasi ile bilinen Lizojen Broth 1951°den (1,2) beri bakteri
bilyiitmek igin sik¢a tercih edilen bir besiyeridir (3). Igeriginde {i¢ ana bilesen
bulunur: Pepton ve kazeinin pankreatik sindirimi ile olugan peptidleri iceren
Tripton; yogun organik bilesikler ve iz elementler iceren maya ekstrakti, ozmotik
dengeyi saglayan tuz (1, 2, 3). LB Siv1 Besiyeri asagidaki gibi hazirlanir:

10 gr Sodium Klorur (Merck, katalog no 567441)

10 gr Tripton (Fluka, katalog no T9410)

5 gr Maya Ekstrakt1 (Sigma,katalog no Y1625)

Distile su ile 800 mL’ye tamamlanir, pH. 8.0’a getirilir ve son hacim 1
L’ye tamamlanir (4). Gerekli hacimlerde boliindiikten sonra 121°C’de 15 dk
otoklav edilerek steril hale getirilir (5).

Soliisyon hazirlandiktan sonra pH genellikle tavsiye edildigi degerde
oldugundan pH ayarlamasi yapilmadigt durumlarda hiicre biiyiimesinde bir

farklilik goriilmemistir.

1. Giuseppe Bertani, Lysogeny at Mid-Twentieth Century: P1, P2, and Other
Experimental Systems, Journal Of Bacteriology, , p. 595-600, 2004

2. http://en.wikipedia.org/wiki/Lysogeny_broth

3. http://everything2.com/title/Luria-Bertani+broth

4. G. Bertani, Studies on Lysogenesis I. The Mode of Phage Liberation by
Lysogenic Escherichia coli, J. Bacteriol. 62:293-300, 1951.

5. http://www.usbio.net/technicalSheet.php?item=L1520-01
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LB Agar (Kat1) Besiyeri

37 gr LB Agar distile su ile 1 L’ye tamamlanir ve 121°C’de 15 dk otoklav
edilir. Otoklavdan ¢ikan besiyeri 55°C’ye (1) ayarlanmis su banyosunda birkag
saat bekletilir.

Tabaklara dokiilmeden 6nce 1000X antibiyotik stogundan 1X’e indirecek
hacimde (1 mL) eklenir ve steril kosullarda tabaklara aktarilir. Bir gece oda
sicakliginda donmast beklenen tabaklar, 4°C’de ve karanlikta 3 ay boyunca

bozulmadan saklanabilir (2).

1. www.eeb.ucla.edu
2. www.goldbio.com/pdf/541-Protocol%201.pdf

SOC Besiyeri

SOB besiyeri Hazirligi: 2.0 g Tripton, 0.5 g Pepton, 0.2 ml 5 M NacCl,
0.25 ml 1M KCI 90 ml suda ¢oziiliir ve pH’s1 7.0’a ayarlanir. Toplam hacim 100
mL’ye tamamlanarak otoklav edilir. Uzerine otoklav edilmis, 1’er mL 1 M
MgCl, ve 1 M MgSO,eklenir.

SOC besiyeri Hazirligi: 100 mL SOB besiyerine 2 mL filtre ile steril
edilmis 1 M Glukoz eklenir.

PPY Besiyeri

Tetrahymena, canli olmayan bir besiyerinde kiiltiire edilen ilk silli hiicre
gurubudur. Besiyerinde enzimatik olarak parcalanmis etten olusan proteaz
pepton, maya ekstraktt ve boliinme hizinin 2.5 saatin altina inmesini saglayan
demir iyonu kullanilir. Proteaz pepton orani toplam besiyeri hacminde %2
oraninda olmalidir, bu oran uzun siire %1’in altinda kalirsa bireyler infertil

duruma geldiginden konjugasyon ve ¢aprazlama c¢alismalarinda kullanilamazlar

).
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10 gr Proteose pepton

1,5 gr Maya esktraktt 900 mL dH,O icinde ¢ozilir ve Uzerine, 1 mL 10 mM

FeCl2.6H20 eklenerek toplam hacim 1 L’ye tamamlanir ve kiigiik hacimlere

bolinen besiyeri 121°C’de 15 dk otoklav edildikten sonra kullanilir.

1. David J. Asai, James D. Forney, Tetrahymena thermophila, Methods in Cell
Biology, VOLUME 62, 2000
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EK- 4 Klonlama Sistemi: Konak¢ Escherichia coli XL-1 Blue Irki ve
pGEM®-T Easy Klonlama Vektoru

Klonlama konakgisi olan Escherichia coli XL | — Blue 1rki satin alinarak
caligmada kullanilmistir (Stratagene, katalog no 2000249). Bu 1rkin genotipinde,
insert stabilitesini arttirmaya yonelik gelistirilmis rekombinasyon hasar1 (recA),
saflagtirilan plazmitin kalitesini arttirmak amaciyla olusturulmus endoniikleaz
hasart1 (endA) ve klonlanan DNA’nin EcoK endokniikleaz sistemi ile
pargalanmasini Onleyen hsdR mutasyonu bulunmaktadir. Ayrica tasidigi F
epizomunda bulunan tn10 geni tetrasikline direng saglarken, laclgZAM15 geni ise
mavi-beyaz secilimine izin vermektedir (1).

Mavi-beyaz secilimi o komplementasyon sisteminin uygulanabilmesi ile
gercgeklesir. o komplementasyon, inaktif iki B galaktosidaz pargasinin birleserek
aktif proteini olusturmasi durumudur. Bu parcalardan biri yani 3 galaktosidaz’in
C terminali konak¢inin F’ plazmitinde bulunan laclgZAM15 geninin kodladigi o
akseptor proteinidir (o -omega- peptidi). Diger parga yani N terminal ise
klonlama vektdriinde bulunan lacZ geni ile kodlanan o donér proteinidir (o -alfa-
peptidi). Her iki parcada ayri durumlarda iken inaktif, o komplementasyon ile
birlestikleri anda aktif yani laktoz veya tiirevi XGal’i pargalayarak renk olusumu
meydana getirebilir durumdadir (2).

Rutin klonlama ¢aligmalarinda tercih ettigimiz pPGEM®-T Easy Vector System |
(Promega, katalog no A1360) klonlama vektorl, o peptidini kodlayan LacZ
genini tagimaktadir. Coklu klonlama bdlgesinin bu bolgede bulunmasi sonucu
genin insersiyonel inaktivasyonu nedeni ile a-komplementasyonun gergeklesip
gerceklesmemesine bagli olarak mavi-beyaz segilimi saglanmaktadir. Plazmitin
3’ uclarinda bulunan tekli “T” niikleotidleri ile “AT” klonlamas1 yapilabilmekte
ve hiicre i¢inde baskilanmasi ise tasidigi amfisilin diren¢ geni sayesinde

saglanmaktadir (3).

1.Stratagene. XL1-Blue Competent Cells. 2010,

www.stratagene.com/manuals/200249.pdf.
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2. Sambrook, J. ve D. Russell, Molecular Cloning, A Laboratory Manual. 3 ed.
2001, Cold Spring Harbour Laboratory.

3. Promega. Technical Manual - pPGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems.
2010, www.promega.com/tbs/tm042/tm042.html.
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EK- 5 Protein ifade Sistemi: Konak¢1 Escherichia coli BL-21 DE3 pLySs
Irki ve pET16b Vektorii

E. coli ifade konakgisina aktarildiginda, hiicrelerin 6liimiine neden olan ya
da Kkdltire edilmesini, buyimesini engelleyen (1); membran proteinleri ve
ETS’de rol oynayan enzimler yada substrat olarak DNA (2) yada RNA’y1 (3)
kullanan enzimleri kodlayan genler toksik genlerdir. Bu nedenle toksik gen
smifina girdigi diisiniilen ATP bagimli DNA Ligaz enziminin ifadesinde
sizintiya izin vermeyen, siki kontrolii saglayan bir ifade sisteminin se¢ilmesi
gerekmektedir.

Sik1 kontrolii saglamak amaciyla, ifade konakgis1 olarak Escherichia coli
BL-21 DE3 pLySs irki kullanilmistir (Sigma, katalog no B3310). Bu sus dogal
olarak lon proteaz’1 tasimazken dis membran proteaz hasari (ompT) sonradan
olusturulmus ve bazi heterolog proteinlerin par¢calanmasi bu yolla engellenmistir.
Genotipindeki DE3, lizojenik fazdaki profaji temsil etmektedir. Bu profaj IPTG
ile induklenebilir bir promotor olan lacUV5 kontrolindeki T7 polimeraz genini
tasir. Yapisindaki pLySs plazmiti ise T7 polimerazi inhibe eden T7 lizojen geni
tasir, boylece sizintili ifade engellenmis olur. pLySs plazmitinin hiicre i¢inde
baskilanmasi yapisindaki kloramfenikol direnclilik geni ile saglanir (4).

Ifade vektorii ise yapisinda T7 promotoru, N terminal histidin kuyruk yapist,
Ampicillin diren¢ geni, T7 terminator dizisi ve sik1 kontrolii saglayacak olan lacl
geni mevcuttur (5).

Lacl geni ile dretilen lac represor proteini lacUV5 promotorunun
baskilanmasini saglayarak T7 polimerazin ifadesini durdurur, bu enzimin az
miktardaki olasi salinmimi ise T7 lizojeni ile kontrol altina alinarak sizinti
engellenir. Proteinin iiretilmesi, kloramfenikolsiiz ortamda ve IPTG varliginda
gerceklesir. Boyle bir ortamda pLySs plazmiti hiicre digina salinir, lacUVS5

promotorundaki baski1 kalkar ve etkin bir protein ifadesi gerceklesir.

1. F. Saida, M. Uzan, B. Odaert and F. Bontems, Expression of Highly Toxic
Genes in E. coli: Special Strategies and Genetic, Current Protein and Peptide
Science, 2006, 7, 47-56
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. The QIlAexpressionist, A handbook fot high-level expression and purification
of 6xHis-tagged proteins, QiaGene, Fifth Edition, 2003

Eric A. Arn and John N. Abelson, The 2*-5* RNA Ligase of Escherichia coli:
Purification, Cloning, And Genomic Disruption, The Journal Of Biological
Chemustry Vol. 271, No. 49, Issue of December 6, pp. 31145-31153, 1996
BL21 (DE3) pLysS-T1R Competent Cells, Uni-Pack, Technical Bulletin,
2010, http://www.sigmaaldrich.com/

pET16b Vector, Novagen, 2010,
https://wasatch.biochem.utah.edu/chris/links/pET16b.pdf
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EK- 6 Uygulanan Deneysel Yontemler
Genomik DNA izolasyonu

DNA izolasyonu, “Molecular Cloning: A Laboratory Manual” kitabindan
yola ¢ikilarak hazirlanmig Dr. Harry van Keulen’nin laboratuar protokolleri
uygulanarak doktora c¢aligmalarini yliriitmiis olan Mehmet Taha YILDIZ
tarafindan gerceklestirilmistir. Protokol organik bir ¢oziicu olan Fenol:
Kloroform: izoamilalkol (25:24:1) ile hiicrelerin polisakkaritlerinin pargalanmasi,
proteinlerinin denatiire edilmesi ve ardindan DNA’nin tuz ¢ozeltisi ve etanol ile
coktiiriilmesi esasina dayanmaktadir. Protokoliin detaylar1 M. Taha YILDIZ 1n

doktora tezinde bulunmaktadir.
Toplam RNA izolasyonu

Calisilan genin translasyona giren formunun elde edilmesi amaciyla, bir
gece PPY besiyerinde biiyiitiilmiis Tetrahymena hicrelerinden RNeasy Midi Kit
(Qiagen,75144) kullanilarak toplam RNA elde edilmistir. Protokoldeki
seceneklerden ‘“hayvan hiicreleri” i¢in uygun olan metod uygulanmis, hiicre
sayist 5x10%°y1 (yaklasik 50 ul hiicre peleti) gecmeyecek sekilde belirlenmistir.
Calisma tamponlart icerisinde, RNase’1 inhibe ederek RNA’min korunmasini
saglayan guanidinium tuzlarindan (1) guanidin tiosiyanat (2) bulunuyor olsa da
deney siiresince hizli hareket edilmigtir.

1. Sambrook, J. ve D. Russell, Molecular Cloning, A Laboratory Manual. 3 ed.
2001, Cold Spring Harbour Laboratory.

2. RNeasy® Mini Handbook, Qiagene, Fourth Edition, 2010,
www1.giagen.com/HB/RNeasyMini

Toplam RNA’ya DNase Uygulanmasi

Izole edilen RNA, RT yoluyla ile cDNA nin iiretilmesi ¢alismasinda kalip
olarak kullanilacaktir. RNA’nin igerdigi DNA kontaminasyonun, RT yoluyla RT-
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PZR’ye tasinmasi ve bu asamada cDNA yerine gDNA kopyasinin iiretilmesi
muhtemeldir. Bunun asilmasi DNase uygulamasi ile miimkiindiir. DNase
uygulamasinda Promega RQ1 RNase-Free DNase enzimi, protokoliine uygun
sekilde kullanilmistir. Elde edilen RNA’nin yogunlugu ve kitin hacim sinirlamasi
g6z onilinde bulundurularak olabilecek en fazla oranda RNA reaksiyona alinmis
ve reaksiyon genellikle 2X hacimde gerceklestirilerek sonraki asamaya aktarilan
RNA yogunlugunun arttirilmast saglanmistir. Bu yolla uygulanan DNase Grind,
RNeasy Midi Kit protokoliindeki RNA CleanUp baslikl1 protokole uygun sekilde
temizlenmis ve RT de kullanilmistir.
RQ1 RNase-Free DNase enziminin diger bir uygulama sekli ise asagidaki gibidir:
1) izole edilen RNA’nin tamamu niikleazsiz su ile 250 pl’ye tamamlanir.
2) 80 ul 50 mM Tris-HCI (pH=8,8) ve 5,5 ul RQ1 Rnase-Free Dnase
eklenir.
3) Su banyosu ya da PZR cihazinda 38 °C’de 45 dakika ve DNaz enzim
inaktivasyonu icin 65°C’de 10 dakika bekletilir.
4) Uzerine 33 pl, 0,3 M NaAc ve 660 pl % 95°lik EtOH eklenir. -20°C’de
gece boyu bekletilerek RNA ¢okmesi saglanir.
5) Ertesi gun 7.500 rpm’de 4°C’de 5 dakika sure ile santriftlj edilerek
peletin tiipiin dibine oturmasi saglanir. Eger pelet hareketli ise santrifiij
islemi 12.000 rpm’de 4°C’de 5 dakika siire ile tekrarlanir.
6) RNA peleti 50-100 pl dH,O ile ¢ozulir. Elde edilen RNA, agaroz jel
elektroforezinde ve spektrofotometrede analiz edilerek kalitesi 6lctlir (1).
Bu uygulamada, daha az enzim harcandigi gibi RNA’min tamami
reaksiyona alindigindan, uygulama sonunda elde edilen RNA nin yogunlugu

diger DNase protokoliine gore daha yiiksektir.
izole Edilen DNA ve RNA’larin Spektrofotometrik Analizleri
DNA ve RNA orneklerinden 1-2 pl kullabarak nanodrop’ta uygun

programlar (DNA igin “Double Stranded DNA”, RNA ic¢in “RNA”) secilerek

Olgtimler yapilmigstir.
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Klasik spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga boylarinda yapilan Slgiimlerde
okunan degerler ile asagidaki formiiller kullanilarak RNA ve DNA miktar ile
saflig1 saptanmustir.
RNA miktari= OD260 degeri x diliisyon katsayis1 x 40 pg/ml
DNA miktari= OD260 degeri x diliisyon katsayis1 x 50 pg/ml
Nkleik asitler 260 nm dalga boyunda, proteinler 280, polisakkaritler ise 230
nm dalga boyunda absorbsiyona sahip oldugundan kontamine olmamis bir
RNA’nin 230:260:280 orani 1:2:1, DNA’nin ise 1:1.8:1°dir. Calismalarda
kullanilacak DNA yada RNA’nin spektrofotometrik sonuglar1 bu oranlara yakin
olmalidir (1,2).
1. http://bioteachnology.com/dna/analysis-dna-rna-wavelengths-230-260-
280-nm
2. Sambrook, J. ve D. Russell, Molecular Cloning, A Laboratory Manual. 3
ed. 2001, Cold Spring Harbour Laboratory.

Toplam RNA’dan Geri Transkripsiyon (RT) Reaksiyonu ile ¢cDNA’nin

Uretilmesi

Bu reaksiyonun amaci toplam RNA icindeki mRNA’nin PZR’de kalip
olarak kullanilabilir cDNA formuna doniistiiriilmesidir. “RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kit”in kullanildig1 reaksiyona toplam RNA girse de; kullanilan
yontem mRNA’lara spesifik olarak gercekleseceginden, olusacak c¢DNA
havuzunda sadece mRNA’lar temsil edilecektir. Reaksiyon Kkitin birinci
prosediiriiniin  Onerdigi sartlarda gercgeklestirilmistir. Uygulamaya 0.1-5 png
RNA’nin alinabildigi reaksiyonda (1) genellikle iyi sonug¢ verdiginden 2 pug RNA
kullanilmistir. Reaksiyon 3 asamalidir. 1. asamada reaksiyona sadece RNA ve
poli-A kuyruguna oturacak olan dTig primeri eklenir ve ikincil katlanmalarin
giderilmesi icin 70°C’de 5 dk bekletilir. 2. asamada reaksiyona sirasiyla 5X
reaksiyon tamponu, Ribolock Ribon(kleaz inhibitérii ve dNTP eklenir, 37°C’de 5
dk siireyle primerlerin RNA’ya oturmasi saglanir. M-MuLV ters transkriptaz
enziminin eklendigi son asamada ise 42°C’de polimerizasyon gerceklesir.

Reaksiyon 70°C’de 10 dk stire ile bekletilerek sonlandirilir.
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1. RevertAid First Strand cDNA  Synthesis  Kit  Protokold,
http://www.fermentas.com/en/products/all/molecular-labeling-

detection/enzymes/ep044-revertaid-transcriptase

Gene Ozgiil Primerler Kullamlarak TtBtlig Geninin cDNA’simin Uretilmesi

Tetrahymena termophila BtLig geni cDNA bilgisi NCBI veritabanindan
elde edilmis ve dis primer bolgeleri secilmistir. Uretilerek klonlama vektdriine
aktarilan genin daha sonra pET16b vektoriine klonlanmasi planlandigi igin
primerlerin 5’ uclarina, BtLig ve klonlama vektorii icinde tanima bolgesi
olmayan, pET16b ¢oklu klonlama bolgesi enzimlerinden Ndel (ileri primerde) ve
Xhol(geri primerde) enzimleri i¢in tanima dizileri eklenmistir.

Primer dizileri asagidaki gibidir:

FBtBUtpETNdel 5” gcgcatatgatgatcaaaattgatttaacaaaacct 3~
RBtpETXhol 5” gcgctcgactcattcgtcttcttttattctcaa 3~

Kalip olarak RT firiinliniin kullanildigt PZR c¢aligmasinda yukaridaki
primerler kullanilmis ve reaksiyon PrimeStar Enzimi ile 58°C baglanma
sicakliginda  gerceklestirilmistir. Aymi1  sekilde, kalip olarak gDNA’nin

kullanildig: sartlarda genin genomik kopyasi tiretilmistir.

PZR Urinlerinin Agaroz Jel Elektoforezinde Gorintilenmesi ve Jelden

izole Edilmesi

PZR ile elde edilen genomik ve cDNA kopyalar1 agaroz jelde yiiriitiilerek
UVP transillimunator cihazinda kontrol edilmis ve UV-Photometer jel
dokiimantasyon cihazi1 (UviTec) ile veriler kaydedilmistir.
Agaroz jel eletroforezinde elde edilen parcalar kesilerek saflagtiriimaya

alimmigtir. Saflastirma i¢in QIAquick Gel Extraction Kit kullanilmistir.
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Ligasyon

Klonlama veya ifade vektorlerine ligasyon ¢alismasi farkli 6n islemleri
gerektirir. Klonlama vektoriine ligasyon daha ¢ok “AT klonlamasi” seklinde
gerceklesir. Klonlanacak parca Taq polimeraz gibi, liretilen par¢anin 3’ ucuna -A
ckleme Ozelligine sahip ise parcanin saf olmasi yeterlidir. Pfu yada pfu
kalitesindeki PrimeStar gibi enzimlerin 3’ ucuna —A ekleme yetenegi olmadigi
icin bu enzimler ile iretilen parcanin saflagtirildiktan sonra —A ekleme
reaksiyonuna alinmasi gereklidir.

—A ekleme reaksiyonu asagidaki gibi gerceklesir:

Insert X ul

dATP (2.5 uM) 0.8 ul (Finalde 0.2 pM/ul)
MgCl; (25 mM) 0.8 ul (Finalde 2 mM/pl)

10X Taq Tamponu 1 ul (Finalde 1X)

Tag DNA Polimeraz (5u/ul) 1 ul (5u)

dH,0 10 pl’ye tamamlayacak hacimde

Reaksiyon 70°C’de 30 dakika surer, stre sonunda iiriin dogrudan ligasyona alinir

).

Klonlama Vekt0riine Ligasyon Protokolii:

Insert X ul
2X Ligasyon Tamponu 5ul
pGEMT- Easy vektor (50 ng/ml) 1l
T4 DNA Ligaz 1l
dH,0 10 ul’ye tamamlayacak hacimde

Reaksiyon oda sicakliginda 1 saat yada 4°C’de gece boyu surebilir (1).

Ifade vektorlerine ligasyon isleminde insertiin vektdr igindeki ydnelimi
onem tagir. Klonlanan genin ifade edilebilmesi i¢in, 5° ucunun vektordeki
induklenebilir promotora, 3’ ucunun ise terminasyon dizisine yénelmis durumda

yerlesmesi gerekir. Insert ve vektdriin, insertiin vektdre dogru sekilde
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yerlesmesini saglayacak iki restriksiyon enzimi ile kesilerek saflagtirilmis olmasi
gerekir.

Ligasyon reaksiyonunda vektor DNA’nin 50-100 ng arasinda olmasi
tavsiye edilmektedir (2). Kullanilacak DNA hacminin alt ve iist sinirinin genis
tutulabilmesi amaciyla 10X tamponu olan ligaz enzimi tercih edilmelidir. Takara
T4 DNA Ligaz enzimi bu is i¢in uygun olup; iretici firma 10 pl’lik reaksiyon
hacmi igin 0.5 pl enzim kullanilmasini, yapiskan uglarin ligasyonunda
reaksiyonun 16°C’de 1-5 saat (iki saat yeterli olmaktadwr);, kit uglarin
ligasyonunda ise 16°C’de 1-24 saat yada 4°C’de 16 saat slirmesini tavsiye
etmektedir (3).

1. pGEM-T and pGEM-T Easy Vector Systems Technical Manual, Promega,
www.promega.com/tbs/tm042/tm042.pdf

2. Sambrook, J. ve D. Russell, Molecular Cloning, A Laboratory Manual. 3 ed.
2001, Cold Spring Harbour Laboratory.

3. Takara T4 DNA Ligase Technical Info, http:/catalog.takara-
bio.co.jp/en/product/tech_info_detail.asp?unitid=U100005325&masterid=M1000
04988

E. coli Kimyasal Kompetent Hiicre Hazirhgi
Sicakliga bagh transformasyonda kullanilacak olan bu hiicrelerin, dis
ortamdaki DNA’y1 almaya hazir hale getirilmesi amaciyla, hiicre ¢eperinin
zayiflatilmasi ve DNA’nin hiicre zarina tutunmasi icin CaCl, ile islemden
gecirilmesi gerekmektedir. Islemin adimlar1 asagidaki gibidir:
1) Kompetent yapilmak istenen hiicre tipi LB agar besiyerine ekilir ve
yayilir. Olusan tek kolonilerden LB Broth besiyerine ekilerek gece boyu
37°C’de 120 rpm’de inkdbe edilir.
2) Ertesi glin canlilig yliksek olan hiicre kiiltlirtinden 0,3-0,5 ml alinarak
100 ml’lik taze LB Broth besiyerine ekilir. 120 rpm, 37°C’de inkiibasyona
devam edilir.
3) Erken logaritmik faza erisen kiiltiiriin spektrofotometrik olarak OD
degeri olgiiliir. Kor olarak dH,O’nun kullanildigi dl¢timlerde 550 nm’deki
OD 04 ila 0,6 arasinda, 600 nm’deki OD 0,2- 0,4 arasinda olmalidir.
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Hiicrelerin bu yogunluga eristigi zamani yakalamak icin, inkiibasyon
basladiktan 70-80 dakika sonra spektrofotometrik dl¢timlere baslanir.

4) Istenilen OD aralifma ulastiginda, kiiltiiriin alinarak 6000 rpm’de 15
dakika stre ile santriftj edilir. Miktar fazla ise peletleme birkac santrifij
adimu ile yapilir.

5) Santrifiij sonunda silipernatant dokiiliir ve pelet 50 ml, 50 mM soguk
CaClyile ¢oziiliir ve 15 dakika siire ile buzda inkiibasyona birakilir.

6) Siire sonunda karigim tekrar 6000 rpm’de 15 dakika siire ile santrifiij
edilir.

7) Santrifij sonunda tst faz dokiiliir ve hiicre peleti 4 ml 50 mM soguk
CaCl, ile “yavasg” pipetleme ile ¢ozulur, 0,6 ml % 80’lik gliserol
eklenerek karistirilir ve 200 pl hacimlere bollinerek -86°C’ye kaldirilir.

8) Hazirlanan kompetent hiicrelerin kompetentligi esit hacimde insert
bulunduran ve bulundurmayan klonlama plazmitinin transformasyonu ile

test edilir.

E. coli Elektro Kompetent Hiicre Hazirhg

Klonlama zorlugu yasanan bazi deneylerde, verimliligi arttirmak amaciyla
elektroporasyon tercih  edilmistir.  Elektroporasyonda hiicre  ceperinin
zayiflatilmasina gerek olmadigi igin, islemler hiicrelerin uzun siire
saklanabilmesine yoneliktir.

1. 10 ml sivi LB’ye inokiile edilmis E. coli hiicresi 37°C’de bir gece
biiyiitiilerek baglangi¢ kiiltiirii elde edilir.

2. Sabah baslangi¢ kiiltiiriinden 1 ml alinarak 125 ml sivi LB’ye aktarilir ve
37°C’de calkalamali olarak 600 nm OD’si 0.5’e¢ ulasincaya kadar
biliylimeye birakilir.

3. lstenen yogunluga ulasan hiicreler buz dolu bir kutuya alinir ve sogutulur,
soguyan hiicreler, yine sogutulmus, steril 50 ml falkon tiipte, 4°C’ye
sogutulmus santrifiijde 4000 x g’de 15 dk santrifiijlenir.

4. Sipernetant uzaklastirilir, pelet 125 ml soguk, steril %10 gliserol ile

¢ozalur ve yine santrifujlenir.
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5.

Stipernetant uzaklastirilir ve pelet 60 ml soguk, steril %10 gliserol ile
¢ozUlur ve santriftjlenir.

Stipernetant uzaklastirildiktan sonra pelet 5 ml soguk, steril %10 gliserol
ile ¢oziiliir santrifiij islemi tekrarlanir ve bu kez pelet 400 ul soguk, steril
%10 gliserol ile ¢ozulir ve 40’ar ul olacak sekilde tiiplere boliinerek
86°C’de muhafaza edilir (BioRad).

Vektor DNA’nin Kompetent Hiicrelere Transformasyonu

Sicaklik soku ile transformasyon, her 50 ul kimyasal kompetent hiicre icin 25

ng (Sambrook), 1-2 ul (promega) DNA ile gergeklestirilmektedir.

1.

Buzda 5 dk bekletilmis kompetent hiicreler ile DNA karistirilarak 30 dk
buzda inkube edilir.

Sure sonunda hucreler 42°C’de 2, buzda 3 dk bekletilir.

Hicreler tizerine 500 ul LB besiyeri eklenir ve 30 dk 37°C’de 130 rpm’de
calkalamali olarak inkiibe edilir.

Inkiibasyon sonrasinda hiicreler 8000 rpm’de 3 dk santrifilj edilir ve
yaklasik olarak 100 ul slpernetant icinde ¢dzilen hicreler LB-Agar-
Ampicillin tabaklarina yayilarak gece boyu 37°C’de inkiibe edilir
(sambrook, promega). Mavi- beyaz secilimi yapilacaksa transformasyon

tabagina dnceden 40 pl 25 mg/ml XGal yayilmis olmalidir.

Elektrotransformasyonda, 1 pg - 25 ng arasinda degisen miktarda ve 1 — 2 pul

hacminde DNA’nin kullanilabildigi bu yontem, elektrokompetent hale getirilmis

hiicrelerde uygulanmalidir. Elektrotransformasyon, BioRad Gene Pulser Xcell

Elektroporasyon sistemi kullanilarak, C: 25 pF; PC:200 ohm; V:2.5 kV oldugu

ve 0.2 cm kiivetin kullanildig: sartlarda gergeklestirilir (BioRad, Sambrook).

1.

Buzda bekletilen DNA ve hiicreler karistirilarak 1dk buzda inkiibe
edildikten sonra, yine buzda bekletilmekte olan kiivete aktarilir ve on
ayarlar1 yapilmig cihazin ShockPod adi verilen aparatina yerlestirilir.

On ayarlar1 yapilmis olan cihazin pulse diigmesine basilir.
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3. Islem biter bitmez hiicreler iizerine, 1 ml, oda sicakligindaki SOC besiyeri
eklenir ve 15 ml’lik falkon tiipe alinan hiicreler 1 saat siireyle, 37°C’de,
140 rpm’de ¢alkalamali olarak inkiibe edilir.

4. Siire sonunda santrifiijlenerek az miktarda siipernetant iginde ¢oziilmiis
hiicreler (mavi beyaz seleksiyonu gerceklesecekse onceden 40 ul 25
mg/ml XGal yayilmis olan) LB —Agar-Ampicillin tabagina yayilir ve gece
boyu 37°C’de inkibe edilir (BioRad, Sambrook).

Transformasyondan o6nce, ligasyon drinlerinin 65°C’de 10 dk enzim

inaktivasyonuna alinmast verim artisint  sagladigindan  (kaynak)  tiim
transformasyon  uygulamalarindan  once  enzim  inaktivasyonu  adimi

gergeklestirilmistir.

1. S. Ymer, Heat inactivation of DNA ligase prior to electroporation increases
transformation efficiency, Nucleic Acids Research, VVol. 19, No. 24, 1991.

Koloni PZR Yontemi ile Kolonilerin Taranmasi

Bu yontem 6n DNA hazirhigi gerektirmeksizin bakteri plak ve kolonilerinde
dogrudan uygulanabilmekte ve transformant hiicre plazmitlerinin insert tasiyip
tasimadigi PZR yontemi ile tespit edilebilmektedir. Bu yontem ile, plazmit
izolasyonu igin zaman ve sarf harcanmaksizin olasilikla pozitif koloniler
belirlenebilmektedir. Koloni PZR ile dretilen materyal restriksiyon
reaksiyonunda, klonlamada ve dizi analizinde kullanilabilmektedir (Gilissow ve
Clackson). Dikkat edilmesi gereken en 6énemli husus, kullanilacak primerlerin E.
coli genom DNA sina oturmadiginin, hedef gen igin negatif oldugu bilinen klonun
da koloni PZR ye alinmast ile teyit edilmesi gerekliligidir.

e Temiz bir tipe 25 pl distile su eklenir.

e Steril sartlarda, bir 6ze ile alinan kiiltiir bu suya inokdle edilir.

e 100’de 5 dk bekletilen hicre siispansiyonu 14000 rpm’de 2 dakika

santrifuj edilir.

e Siipernetantin 20 ul’si yeni bir tiipe aktarilir ve 2 ul’si PZR ¢alismasinda

kalip olarak kullanilir [1].
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1. D. Gissow ve T. Clackson, Direct clone characterization from plaques
and colonies by the polymerase chain reaction, Nucleic Acids Res.;
1989.

Vektor DNA’nin Saflastiriimasi

Vektor DNA’nin izolasyonunda Qiagene Plasmid Mini Kit Gravity yada
Qiagene Plasmid Spin Mini Kit santrifiij kullanilmigs ve protokole birebir
uyulmustur. Yer ¢cekimine bagl olarak yapilan saflastirmada eliisyonlar otoklav
edilmis steril distile su ile, santrifiij ile yapilan saflagtirmalarda ise kitin iginde

bulunan eliisyon tamponu ile gerceklestirilmistir.

Restriksiyon Enzim Analizi

Plazmit ve insert dizisini icten kesen ve kesmeyen enzimler WebCutter
veri tabaninda analiz edilerek belirlendikten sonra klonlamanin basarisinin teyit
edilmesi ve/veya parcalarin 6zgiin enzimler ile kesilerek yonlendirilmis
klonlamay1 saglayacak yapiskan uglarin olusturulmasi saglanir. kili kesimlerde
iki enzimin de ¢alisacagi ortak tamponun belirlenmesine ve kullaniimasi gereken
ezim hacminin firmadan firmaya farklilik gosterdigine dikkat edilmelidir.

Yapilan analizler BtLig dizisinin Ndel, Notl, Sacl, Pstl, Smal, Xhol gibi
laboratuarda siklikla kullanilan enzimlerin igten tanima bdlgesine sahip
olmadigini1 gostermistir. Yine siklikla kullanilan enzimlerden BamHI, 930. bazda,
Hindlll 1226. bazda, EcoRI 1018 ve 1522. bazlarda olmak uzere iki yerde

tanima bolgesine sahiptir.
Dizi Analizi Reaksiyonu

Koloni PZR ve izole edilen plazmitin restriksiyon endonukleazlar ile
kesilmesi ile yiiksek olasilikla pozitif oldugu belirlenen klonlarin dogrulugunun

teyit edilmesi amaciyla dizi analizi ¢alismasi gerceklestirilmistir. Reaksiyonlarda

PZR iirlinii dogrudan kullanilabiliyor olsa da genellikle plazmit kullanimi tercih
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edilmigstir. Cift zincirli bir DNA’nin reaksiyona girebilecek molekiil sayis1 50-100
fmol ile siirlandirilmis olup, 100 fmol’iin 3 kb’lik vektore denk gelen miktar1
195 ng, 4 kb’lik vektor icin 260 ng, 5 kb’lik vektor i¢in 325 ng, 6 kb’lik vektor
icin ise 390 ng’dur.

Reaksiyon GenomelLab Dye Terminator Cycle Sequencing with Quick
Start Kit kullanilarak, kitin tavsiye ettigi sartlarda kurulmustur. Reaksiyon
Urlininiin etanol ¢oktlirmesi ile saflastirilmasi kit protokoliinde tarif edildigi
sekilde uygulanirken; bu islem daha sonra verimlilik artisi sagladigindan
manyetik boncuklar (Agencourt CleanSEQ) ile yapilmistir. Saflastirilan iiriinlerin

okumalari dizi analizi cihaz1 CEQ8000’de gergeklestirilmistir.

BtLig Geninin gDNA ve cDNA’sinin Klonlanmasi

BtLig’in genomik kopyasi, M. Taha Yildiz tarafindan T. thermophila
SB210’dan izole edilmis gDNA’nin kalip olarak kullanilmas ile kurulmus PZR
ile elde edilmistir. Reaksiyonda gen spesifik primerler ile Takara SpeedStar
enzimi kullanilmistir. Enzim tirettigi kopyanin 3’ ucuna —A ekleme 6zelligine
sahip oldugundan , klasik metodla jelden saflastirilan tiriin pGEMT-E plazmitine
ligasyonda dogrudan kullanilabilmistir. Ligasyon iiriinii sicaklik soku yoluyla
XL-1 Blue susuna aktarilmis, transformasyon tabagindaki beyaz kolonilerden
plazmit izole edilmistir. Izole edilen plazmit, vektdriin goklu klonlama bolgesinde
tanima bolgesine sahip olan fakat insertii icten kesmeyen Notl (Takara) enzimi
ile kesilerek agaroz jel analizine alinmustir.

Genin cDNA kopyasinin iiretilmesi amaciyla, 30°C sicaklikta biiyiitiilmiis
Tetrahymena hucrelerinden Qiagene RNeasy Mini Kit ile protokole birebir
uyularak RNA izolasyonu yapilmis ve Promega RQ1 RNase free DNase
kullanilarak, elde edilen RNA’nin 12 pg’1 ile 20 ul hacminde DNase uygulamasi
gerceklestirilmistir. DNase muamelesi goren RNA’nin DNase reaktiflerinden
temizlenmesi ise yine Qiagene RNeasy Mini Kiti kullanilarak, kite ait RNA
Clean Up protokoliine uygun sekilde gergeklestirilmis ve NanoDrop ile yogunluk
ve saflik tayini gerceklestirilmistir. Saflig1 (260/280: 2.21) ve yogunlugu ( 213.5

ng/ul) sonraki asamalarda kullanilabilecegini gosteren RNA havuzundan sadece
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mRNA toplulugunun elde edilmesi, 1pg RNA’nin Fermentas RevertAid M
MuLV-RT kiti ile ters transkripsiyon (RT) reaksiyonuna sokulmasi ile
saglanmistir. RT tiriiniintin kalip olarak kullanildig1 ve gen spesifik primerler ile
kurulan RT-PZR sonucu genin ¢cDNA’si elde edilmistir. PrimeStar (Takara)
enzimi kullanilarak elde edilmis olan iiriin jelden saflastirilmis, Taq Polymerase
(Fermentas) enzimi ile —A ekleme reaksiyonu kurulmus ve pGEMT-E plazmitine
klonlanmistir.  Ligasyon {riinli, elektrotransformasyon  ortaminda  tuz
bulunmamasi gerektiginden PZR saflastirma kiti (Qiagene) ile saflastirilarak,
konsantre edilmig, distile suda ¢oziilmiistiir. Bu ¢ozeltinin 1:5 dilisyonunun 2
ul’si,  elektrokompetent  hale  getirilmis XL-1  Blue  konak¢isinin
elektrotransformasyonunda kullanilmistir. Transformasyon tabagindaki beyaz
kolonilerden hazirlanan master tabakta beyaz kalmaya devam eden 6 koloni ile
koloni PZR yapilmistir. Koloni PZR sonucu iiriin veren koloniden plazmit
izolasyonu gergeklestirilmis ve Notl enzimi ile kesilerek, agaroz jel elektroforezi

ile analiz edilmistir.

BtLig cDNA’simin 5> ve 3’ Translasyona Girmeyen Bolgelerinin

Karakterizasyonu

3> RACE PZR uygulamasinda, geri primer olarak mRNA’nin polyA
kuyruguna uygun sekilde tasarlanmis dTig primeri ile reaksiyonda spesikfikligi
saglamasi acisindan ileri primer olarak gen spesifik FBt19 primeri kullanilmistir.
Bu reaksiyon sonraki reaksiyon icin kalip olarak kulanilarak genin 3’ ucuna daha
yakin ileri primer olan FBt20 ile nested PZR kurulmustur. Nested PZR iiriinii
kalip olarak kullanilarak ayni primer c¢ifti ile rePZR kurulmus ve iirliniin
giiclendirilmesi saglanmigtir. UTR bolgesinin  yaklagik olarak 150 bg
uzunlugunda oldugu kabul edildiginde nested PZR sonucu beklenen iiriin
biiyiikligii 270 bg’dir.
3’ RACE calismasinda kullanilan ileri primerler:

FBt19 5’ agagaacaacttgaatcagagc 3’

FBt20 5’ gatgaccaaagaagaaggccacc 3’
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Reaksiyon (50 ul):

1/10 oraninda seyreltilmis RT iirtinti 2 ul
FBt19 (2.5 uM) 5ul
dT1s (2.5 uM) 5ul
dNTP karigimi (2 mM) 4 ul
MgCl; (25 mM) 5ul
10 Taq Buffer 10 wl
Taq Polymerase (5u/ml) 0.4 ul
dH.0 18.6 wl

Caligsma Sartlari:

94eC | 94°C 94°C
45"

3dongi 35dongu

Reaksiyonlar sonucu elde edilen Grunler jelden Kkesilerek Qiagene
QiaQuick Gel Extraction Kit ile jelden saflagtirllmis ve pGEMT Easy vektoriine
Promega T4 ligaz enzimi ile eklenmistir. Gece boyu siiren ligasyon reaksiyonu
sonunda ligasyon urunleri dH,O ile 100 pul’ye tamamlanmis ve Qiagene PCR
saflagtirma kiti ile reaktiflerinden temizlenen plazmitler 50 ul EB’de elie
edilmistir. Konsantratorde 35 dk siiresince 42°C sicaklik uygulanan eliient 40
dakika dondiiriilerek tim sivisi uzaklastirilmis ve pelet 6 pl dH,O iginde
¢cozililmiistir. Yaklastk 20 ng’a denk gelen 1.4 pl hacmindeki plazmit
elektrokompetent E. coli XL-1 Blue hiicresine elektroporasyon ile aktarilmistir.

Transformasyon tabaklarindaki kolonilerden beyaz olanlar ile master
tabak hazirlanmistir. Master tabaktaki alt ve {ist band1 temsil eden 5’er koloni 1X
oraninda Amfisilin iceren LB besiyerine aktarilmis, 37°C de gece boyu biyitiilen
kolonilerden Qiagene Plasmid Mini Kit ile plazmit izolasyonu yapilmistir.
WebCutter programi ile BtLig’in 3’ ucundaki 150 bg¢’lik kisim ile 3° UTR
bolgesinin yaklasik 150 b¢’lik kismini igten kesmedigi tespit edilen EcoRI enzimi
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ile alt ve {ist bant klonlarmin olusturdugu 10 plazmitten kesim reaksiyonu
kurulmus ve hepsinden alt ve iist band1 temsil eden insert bantlar1 elde edilmistir.
Bu iirlinleri en iyi temsil eden iki klon se¢ilerek dizi analizinde kullanilmistir.
Dizi analizinde, Beckman Coulter GenomeLab DTCS Quick Start Kit
kitinin Onerdigi sartlarda, pGEM-T Easy plazmitine uygun olarak dizi analizi
caligmalarinda kullanilmak {izere tasarlanmis ileri primer ile reaksiyon kurulmus
ve Becman CEQS8000 dizi analizi cihazi ile okumalar gergeklestirilmistir. Elde
edilen dizideki vektor bilgisi NCBI veri tabanindaki VecScreen programi ile
uzaklastirilmig, temizlenen dizi, BlastX programi ve GeneTool hizalama

programinda kullanilmstir.

BtLig Geninin Nokta Mutasyonlarinin Yerlestirilmesi

Nokta mutasyonu yapilmasini gerektiren bolgeler GeneTool programi ile
belirlenmistir. GeneTool programindaki translasyon analizi, DNA dizilerinin
aminoasit karsiliginin bulunabilmesini saglar. Analiz sonucunda, analiz edilen
diziye ait kodonlarin {iizerinde, bu kodonlara karsilik gelen aminoasitler
harflendirme ile gosterilir. Dizideki “DUR” kodonlar1 ise, aminoasit
kodlamadigindan, “*” isareti ile belirtilir. Tetrahymena’ya ait bir gen dizisi bu

koo

sekilde analiz edildiginde, dizi i¢inde isaretinin goriildigli kodonlarin,
mutasyon gerektiren “DUR” kodonlar1 oldugu anlagilir.

Tetrahymena BtLig geninin (NCBI ulagim numarast XM _001011861)
cDNA dizisinin GeneTool analizi sonucunda, mutasyon gerektiren 22 kodon

tagidigr goriilmiistiir.

G N K S = I R Y G
FBtl 5 gga aat aaa tct taa atc aga tat gga 3’
REtL 3  CoENttaltttlagalattitagitct ata cct 5’

Sekil : Nokta mutasyonu i¢in ileri ve geri primer tasarimi.

Sekilde BtLig genine ait cDNA dizisi ile bu dizinin komplementer zinciri
birlikte verilmistir. Kodonlar iizerindeki biiyiik harfler, kodon tarafindan

kodlanan aminoasidi gostermektedir. Anlamli zincir iizerindeki agik gri golgeli
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dizi, metin ig¢inde bahsedildigi sckilde tasarlanmis ileri primeri (FBtl);
komplementer zincir Gzerinde gorinen koyu gri golgeli dizi ise geri primeri
(RBt1) gostermektedir. Nokta mutasyonu gerektiren kodon, Uzerindeki “*”
isareti ile ayirt edilmektedir. ileri primer olmasi tasarlanan dizi igindeki “taa”,
“caa” seklinde, buna komplementer olan geri primer igindeki “att” ise “gtt”
seklinde degistirilerek siparis edilir.

“Ortiisen bolgelerin uzatilmas: ile spesifik/yonlendirilmis mutasyon
olusturma” yontemi (Site-specific Mutagenesis by Overlap Extension / Site-
directed Mutagenesis by Overlap Extension) ile bir nokta mutasyonunun
yerlestirilmesi, 6zel tasarlanmis mutasyon tasiyan primerler kullanilarak, iki
basamakta gerceklestirilen, PZR temelli bir yontemdir.

Iki asamada gerceklesen PZR temelli ydnlendirilmis mutagenez
caligmalarinda, tek bir mutasyonun yerlestirilmesi i¢in 4 primer kullanilir.
Primerlerden ikisi mutasyon bolgesi i¢in tasarlanmig mutasyon primerleridir: FM
ve RM (Sekil 2A). Diger iki primer ise mutasyon tagimayan dis primerlerdir: F ve
R. Reaksiyonun ilk asamasinda bu primerler kullanilarak mutasyonu tasiyan
parcalar elde edilir (Sekil 2.B). Ikinci asamada ise, saflastirilan bu parcalar
polimerizasyon reaksiyonuna alinir, primersiz gergeklesen birka¢ dongi
sonrasinda dis primerler eklenerek, mutasyon tasiyan {irlinliniin logaritmik olarak
cogalmasi saglanir (Sekil 2.C).

Sentetik oligonikleotid temelli bu yaklasim, mutasyon yerlestirme, dizi ekleme

cikarma ve hibrit gen elde etme ¢alismalarinda tercih edilen bir yontemdir.
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Mutasyon noktasi

5 3 FM 57 ttggttcaaggtgaagag 3~
3 5 RM 3” cctttcaaccaagttccactt 57
B. : ,
5 3 3 5
3 .....................<+5v 5:—v—>..................... 3
RM FM
5 3 3 =
3 v 5 94-98 ° C 5 —w 3
5 3
3 snnnrnnnanann e n e —— 5 3 5
RM 5 =N srrrrrnznnsnaanas reee 3
Fdis 3 A
. 5 —W 3
R sabit
30 doéngi
5 W 3 3 \ 4 5
3 a g 5 5 g 3
5 \ 4 3 3 v [
C. 3 2 5 5 ¥ 3
5 g 3
D TETTTTT TP PTTIP P ] - 5 3 5
5 S 4 3*................> /
5 v 3
3 v 5

Primersiz gerceklesen birka¢c dongl sonrasinda dis primerler eklenir.

3 Rdig 5 Fdis
5 v 3 5 v 3
3 v 5 3 ) 4 5
94-98° C
94-98° C
72°C
Ta°C
4°C
sabit
30 doénai

5-7 doéngu

Dis primerler bu asamada eklenir.

Sekil : Bir nokta mutasyonunun yerlestirilmesi.
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Yukaridaki sekle gore, PZR temelli bu sistemde mutasyon tasiyan ileri ve
geri i¢ primerler ile (FM, RM) mutasyon tagimayan dis primerler (Fdis ve Rdis)
kullanilir. Diziye mutasyonun yerlestirilmesi iki asamada gerceklestirilir: Nokta
mutasyonu tasiyan pargalarin {retilmesi ve mutasyon tasiyan pargalarin
bilestirilmesi. A. Mutasyon bdélgeleri ve primerlerin belirlenmesi. Mutasyon
yerlestirilmesi gereken dizi ve Ornek mutasyon primerleri goriilmekte. B.
Mutasyon tasiyan parcalarin Uretilmesi. Calismanin ilk asamasinda “dur”
kodonu (taa, tag) tasiyan diziye, ayni yerlesimde “glutamin” kodonu (caa, cag)
tagiyan nokta mutasyonu primerlerinin kullanildigi PZR ¢aligmasi ile mutasyon
yerlestirilir. Bu asamada nokta mutasyonu primerleri ile dig primerler ¢iftler
halinde (Fdig-RM ve FM-Rdis) kullanilir. Hata tamir 6zelligine sahip DNA
polimeraz enzimlerinin kullanildig1 reaksiyon, klasik PZR sarlarinda gergeklesir.
Reaksiyon sonucunda, mutasyon tasiyan ve birbirine komplementer
oligoniikleotid bélgesine sahip iki dizi elde edilir. C. Uretilen parcalarin
birlestirilmesi. Mutasyon tasiyan iki dizi polimerizasyon reaksiyonuna alinir, bir
dizinin Ortligen bolgesinin 3’ ucu, digeri i¢in primer vazifesi gordiigii i¢in
polimerizasyon gerceklesir, tek bir mutasyon tasiyan tiim dizi bu asamada elde
edilir. Bu sekilde primer eklenmeden gerceklesen birka¢g dongili sonrasi, dis

primerler de eklenerek, dizinin logaritmik olarak ¢ogaltilmasi saglanir.

Mutasyon Tasiyan Primerlerin Tasarlanmasi

PZR temelli nokta mutasyonu deneylerinde, mutasyon bolgesi igin ileri ve
geri olmak {lizere iki primer tasarlanir. Primerler, en az 20 b¢ uzunlugunda
olmalidir. Mutasyonu ger¢eklestirecek niikleotidin primerin 5’ ucuna olan
uzaklhig 8-10 mer, 3’ ucuna olan uzaklig1r en az 10-15 mer uzunlugunda
olmalidir (Sekil 1). Dizi igindeki “taa” ve/ veya “tag” dur kodonlar1 ileri primer
icinde sirastyla “caa” ve “cag” ile degistirilerek E. coli i¢in “glutamin” kodlar
hale getirilir. Bu kurallar dikkate alinarak BtLig geni i¢in 20 adet nokta
mutasyonu primeri tasarlanmistir.

Primer listesi incelendiginde 20 ¢ift nokta mutasyonu primeri, 1 c¢ift dis

primer ile FBt14 primerinin dis primer versiyonu goriilmektedir. Ligaz proteinin
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aktivite gosterebilecek en kiigiik parcasinin belirlenebilmesi amaciyla Rossi ve
ark.larmin T4 DNA Ligaz ile yaptiklar1 ¢alismadan yola ¢ikilarak BtLigaz’in
katalitik domaini ve tiim motiflerini tagiyan parcasinin iiretilmesine karar verilmis
ve bu dizinin 5’ ucu olarak FBt14 primerinin denk geldigi bolge belirlenmistir.
Diger dis primer gibi bu primer de pET16b vektoriine klonlama i¢in gerekli Ndel
enzimi tanima dizisi tasimaktadir. Bu diziye ¢alisma siiresince BtLig Katalitik

Bolge (BtLig KB) ismi verilmistir.
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EK- 7 Nokta Mutasyonlarimin Yerlestirilmesi

Primerlerin Listesi

Amaciyla Kullanilan

Cizelge: BtLig geni nokta mutasyonu g¢aligmasinda kullanilan primer setleri ile dig primerlerin

listesi.

Primer Ad1 Primer Dizisi Mutasyon
Numarasi
FBtl 5’ aaatctcaaatcagatatg 3~ 1
RBt1 3’ cctttatttagagtttagtct 5’
FBt2 57 ttggttcaaggtgaagag 3~ )
RBt2 3” cctttcaaccaagttccactt5”’
RBt3 57 aaaactcaaattgtccaaaagcagcacaaagacactg 3~ 3ved
FBt3 3’cttctcttttgagtttaacaggttttcgtcgtgttt 57
FBt4 57 gagcctgaaatcatcattcct 3~ 5
RBt4 37 ttcttactcggactttagtag 5~
FBt5 57 tcaattcaaatttcagcacct 3~ 6
RBt5 3’cctaaaagttaagtttaaagt 5”
RBt6 57 tatttacaggaaaacaaaac 3~ 7
FBt6 37 gttcgcataaatgtccttttg 5°
RBt7 5” tcatcacaatttgtaattttaac 3’ 8
FBt7 3” gaaccagtagtgttaaacat5”
FBt8 57 gcaaaccagtgtaaattg 3~ 9
RBt8 5”7 gttataattcacgtttggtcacattt 3~
FBt9 5’ aaaaatcaaattgaggaatac 3~ 10
RBt9 3” cataaagtttttagtttaactc5”
FBt10 57 aattttcagctaaatgaag 3~ 1
RBt10 37 gttatattaaaagtcgattta 5°
FBt11l 5’ tcagcacaaaatggatctag 3’ 12
RBt11 3’gaaaagtcgtgttttacc5’
FBt12 57 aataatcagcttgatctcaaccagaaaggc 3~ 13 ve 14
RBt12 57 tcattattattagtcgaactagagttggtcttt 3~
FBt13 5”7 tcagatcagtcagatttaactgc 3~ 15
RBt13 5 ccatagagtctagtcagtcta 3’
FBtpETNdel 57gcgcatatgggctctcaattagatttatca 3~
FBt14 5% ggctctcaattagatttatca 3~ 16
RBt14 57 cagaccaccgagagttaatcta 3’
FBt15 5% cttttagctcaagcaatgccagatg 3~ 17
RBt15 57 ccacatgaaaatcgagttcgttac 3’
FBt16 57 ccaaattgcttcattcaaaatttc 3’ 18
RBt16 3” ggtaaaaagtaagttttaaagggt 5’
FBt17 5% gatttccagcgttgtgtgggt 3~ 19
RBt17 5”7 tctctactaaaggtcgcaaca 3’
FBt18 5”7 caagaacaaattccaaaacttggt 3~ 20
RBt18 57 cgaaatgttcttgtttaaggtaaacttggt 3~
FBt19 57 agagaacaacttgaatcagagc 3’ 21
RBt19 57 ctctcgtctcttgttgaactt 3~
FBt20 57 gatgaccaaagaagaaggccacc 3~ 2
RBt20 57 gttactactggtttcttct 3~
FBtBUtpETNdel | 5° gcgcatatgatgatcaaaattgatttaacaaaacct 3~ Dis
RBtpETXhol 57 gcgctcgagtcattcgtcttcttttattctcaa 3~ Primer
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Yukaridaki ¢izelgede, tasarlanan primer dizileri komplementer bélgeleri
ortiisecek sekilde gosterilmis ve mutasyon noktasi kalin karakter ile belirtilmistir.
Bu primerlerden FBt4, RBt4 ve FBtl6’nin hatal1 tasarlandifi mutasyon
caligmalarindan sonra fark edilmistir. FBt4’de nokta mutasyonu kodonu “caa”
seklinde olmasi1 gereken kodon “gaa” seklinde yazilarak glutamin yerine glutamat
kodlar duruma getirilmistir, hata bu dizinin komplementeri olan geri primere de
“ctt” yazilarak aktarilmistir. FBt16’da ise, primerin 3’ ucundaki 9 bazlik bolge 5’
ucunda yazilarak, primer i¢inde yanlislikla translokasyon gergeklestirilmis fakat
hata bu primerin komplementeri olan geri primere aktarilmamistir. Hatali

bolgeler kirmizi renkli harflendirme ile belirtilmistir.

Cizelge: Aktif merkezin inaktif duruma getirilmesi igin tasarlanan F ve R BtK*L
primerleri, daha once aktif dizilerin nokta mutasyonlarmmin yerlestirilmesi icin
tasarlanmis olan ve bu deneyde de kullanilan nokta mutasyonu primerleri ile diziye
ait dis primerlerin listesi asagida verilmistir. F ve R BtK*L primerleri ile “aaa”
kodonu ile kodlanan Lizin amino asidinin “cta” (GRI gélgeli) (5) ile kodlanan Lésin

amino asidine doniistiiriillmesi hedeflenmistir.

erg:ar Primer Dizisi ;\\IASE::ST
FBtK*L 57 gcaagtgaactaatggatggagtcagagc 3~ KL
RBtK*L 3”accatacgttcacttgattacctacct 5’

FBt14 57 ggctctcaattagatttatca 3’ 16
RBt14 3” cagaccaccgagagttaatcta 57

FBt17 5” gatttccagcgttgtgtgggt 3’ 19
RBt17 37 tctctactaaaggtcgcaaca 5’

FTtBlig 57 gcgcatatgatgatcaaaattgatttaacaaaacct 3~ D1
RTtBlig 5° gcgctcgagtcattcgtettcttttattctcaa 37 g
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EK -8 N Terminal Domainin Nokta Mutasyonlarinin Yerlestirilmesi

Al
. F F1 F2* 3 F4 F5* F6 F7* o Fl0 Fl1* F12 FLz* Fl4 3
— — — — e — — > = — - —
-« W e e € e 4 e e e 4 € o« e
Rl R2 R3 R4 RS R6 RT R3 ko RI10 RI11 RL2 RIE R4 3
1 2
Bl ? +
= F-R1 3 6 7
185 FI-EG F3-F4 8
81b¢ 135k F4-B5 F6-F8
L 1441 F8-RI0 FI0-R13 FL2-R1$
96bg 34bg 1441
Cl. 142 244 -
748
FES
1654 ﬁim F6-RID FI0-E14
b 22505 201hg
Easa 5648
F-RS 36bi F6-Rl4 4llbg
123445678 F-R14 T92bg
Tm- TFs- mn Tpg- Tru- Tmo
5,‘? > | | Fs* Fr* |Fo* |11 | I3+
- = == ? <
Ral RS R? 9 RIL R 30
B2.
1 o .
! 4 5 6
FltBli-F2 PR - o = !
158 - F9-R11
- 2041 15 1431 104t F1I-R13 FI3-R14
1350 S4hg
C2.
1+2
<) 445 647
FRBEg- RS P57
31y 1Bk Lo FIL-Rl4
232%g 174 by
124 45467
FItBlie- R7 R
420 .
Hterminal domai
FDBlg- R4  792b;
M 1 2uaSdnsSisntis e Osllis1 21314
700 be
500 be
300 b¢
200 bé
100 bg
50 b¢

Sekil . BtLigl N terminali 15 nokta mutasyonunun iki asamada yerlestirilmesi.
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ST D1 111 21 3

700 bg
500 be
300 bg
200 b¢

100 be
50 b¢

Sekil . (Devam) BtLigl N terminali 15 nokta mutasyonunun iki asamada yerlestirilmesi.

15 mutasyonun yerlestirilmesi nokta mutasyonlarin bazi noktalarda
¢ok yakin olmasindan dolay1 2 asamada (Asama 1: Al, B1 ve C1 ile Asama 2:
A2, B2 ve C2) gerceklestirilmistir. Al ve A2. Mutasyon yerlestirilmesi gereken
bolgeler ve mutasyonlu primerlerin BtLigl c¢DNA iizerindeki olas1
pozisyonlari. Dizide mutasyon gerektiren bolgeler (dik ¢izgiler), kullanilacak
ileri (sag yonelmis ok) ve geri (sola yonelmis ok) primerler gosterilmistir. Hedef
mutasyonun BtLig dizisine aktarilabilmesi i¢in ileri ve geri primerlerin ciftler
halinde (F-R1, F1-R2.) kullanildigt PZR c¢alismalar1 gergeklestirilmistir.
Cizimde, iizerinde “*” isareti bulunan primerler, kullanilmalari durumunda elde
edilecek drinln cok kuglk olmasi sebebiyle, ilk asamada kullanilamamistir.
Birinci asamada isaretsiz primerler kullanilarak parcalar iiretilmis, birlestirilmis

Cesk

ve bu mutasyon tasiyan bu parca kullanilarak, ikinci asamada isaretli
primerler ile eksik mutasyonlar yerlestirilmistir. B1 ve B2. Mutasyon tasiyan
DNA parcalarinin PZR ile iiretilecek beklenen iiriin biiyiikliikleri. Sekilde
cizgiler iiretilen parcalari, ¢izgi iistline par¢a numarasi ve altinda parcanin
iiretilmesi i¢in kullanilan primer ¢ifti ile lriin biiyiikliigi gosterilmistir. B1’de
pargalarin iretilmesi ig¢in isaretsiz primerler kullanilmis ve 9 mutasyon

AT 33

yerlestirilmistir. B2’de ilk asamada kullanilamayan isaretli primerler
kullanilarak kalan 6 mutasyonu tasiyan 7 parca lretilmistir. C1 ve C2. TUm
mutasyonlar1 tasiyan hedef iiriinlerin PZR deneyi sonunda elde edilen
deneysel Urinleri. Uretilerek saflastirilan pargalar, komplementer 3’ uglarindan
birbirilerine megaprimer gibi davranmasi prensibi ile birlestirilmis ve mutasyon
tastyan N terminal bolgesi elde edilmistir. D. ilk asama PZR c¢alismasi ile elde
edilen Urunler (1-8. kuyular) ve bu triinlerin birlestirilmesi ile ilk 9 mutasyonu
tastyan biitiin parca iiretilmistir (9-15. kuyular). E. Tk asamadaki PZR ¢alismalar

ile 9 mutasyonun yerlestirildigi par¢a kullanilarak diger primerler ile kalan 6
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mutasyonu tasiyan pargalar tiretilmis (1-7), birlestirilmis (8-13. kuyular) ve 15
mutasyonu tasiyan N terminal bolgesi elde edilmistir (13. kuyu). M. Marker
(Fermentas 50 bp DNA Ladder)
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Ek -9 Aktif TtLIG13-pGEMT Easy ve Aktif TtLIG13-KD-pGEMT Easy

Plazmitlerinin Dizi analizi Sonug¢lar

>RBt8ButunDiziRC
catgatccaaactgattcacaaaacctgtatttcttaattttaatcaatcaaagttttgggaaatcagcc
tgcttgatggaaataaatctcaaatcagatatggaaagttggttcaaggtgaagagattgaagagaaaac
tcaaattgtccaaaagcagcacaaagacactgactcttgtttagattacataataagagtgattgaaaac
aaaaaattgaaaggatatagcggagatattcccatgaaaaagaatgagcctgaaatcatcattcctgcaa
ataacgcaagtggatttttcaattcaaatttcagcacctaaatctgttgaaaataatgctaacgatgata
aagattctaaagttgattcaaatactcaagcgtatttacaggaaaacaaaacttggtcatcacaatttgt
aattttaactctgtctggcaatgaagtagaagaaattataggcaaactaggaataaaaa

>FBt7ButunDizi
tataggcaactaggaataaaaaagactgggaaaaagttactacaatattaagtgcaaaccagtgtaaatt
gtatttcaaaaatcaaattgaggaatacgaaagaaagggatatgtgagagatgatagtcaatataatttt
cagctaaatgaagttaataaacacttttcagcacaaaatggatctagtaataataatcagcttgatctca
accagaaaggcaaaaagaaaaattttaataaagattcagggttatacgacgattcacattcaaatatttc
aggtatctcagatcagtcagatttaactgctaggtctggtggctctcaattagatttatcattcgacaag
ggtgatgatgatgatggtaatagctcagttgttgtaactggagaaataaaaaaggttcttaggtgctaac
ggaagtatggattcaggtgtactttacctcaggcatgccgatgaatggat

>ButunDiziFpGemRC
tagtgctacgaagttgattcaggtgacttagctcagcatgcagatgaatgatccactgctgtatgcaagt
gaaaaatgatgagtcagagctgttgactgaaagacatttattctaggatgtaacgattctccctcctcca
tctttcattcaaaatttcccaaattgcactttagatggggaattgtttacaaaaagagatgatttccagc
gttgtgtgggtattgttaagacaaaaaatggaaatgaagaaaaagatgaaaggtggaaagatattgttta
cttagtttacgactgtcntaaattattaaaaccctttaaagatagaataaaagctttacaagaacaaatt
ccaaaacttggtaacaagtacattaaagttcttccacataagatagtggagagcagagaacaacttgaat
cagagcttgatagagtcttaaaaaataatggcgaaggtttgatgttaagagatcctaattcaatgtatga
atgcagaagatcaaaaacccttcttaaggtaaaaacatttacagatgaagaagctacagtaattgggagt
gaaagaggtgaaggaagatgtgcagatatgatgggtgctttggtatgccgtatgaaaaatggaaaagaat
tcaaaataggatcaggattcaatgatgaccaaagaagaaggccacctaaaaaaggaagtgtgataacatt
caaataccaaaatcttaccaaagatggtaaaccaagattccctattttcttgagaataaaagaagacgaa
tgagggcccctgcagatc

>KisaDiziFpGem
ttgcggagctcggctctcaattagatttatcattcgacaagggtgatgatgatgatggtaatagctcagt
tgttgtaactggagaaattaaaaaaggttctttaggtgctaacggaagtatggattcaggtgtactttta
gctcaagcaatgccagatgaaatggatccaactggctggtatgcaagtgaaaaaatggatggagtcagag
ctgtttggactggaaagacattttattctaggaatggtaacgaattctaccctcctccatttttcattca
aaatttcccaaattgcactttagatggggaattgtttacaaaaagagatgatttccagcgttgtgtgggt
attgttaagacaaaaaatggaaatgaagaaaaagatgaaangtggaaagatattgtttacttagtttacg
actgtcctaaattattaaaaccctttaaagataggataaaagctttacaagaacaaattccaaaacttgg
taacaagtacattaaagttcttccacataagatagtggagagcagagaacaacttgaatcagagcttgat
agagtcttaaaaaataatggcgaaagtttgatgttaagagatcctaactcaatgtatgaatgccgaagat
ccaaaacccttcttaaggtaaaaacatttacngatga
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RBt8ButunDiziRC CATGATCCAAACTGATTCA-CAAAACCTGTATTTCTTAATTTTAATCAATCAAAGTTTTG 59

BtLigcDNA -ATGATCAAAATTGATTTAACAAAACCTGTATTTCTTAATTTTAATCAATCAAAGTTTTG 59
Hkk *
1
2
RBt8ButunDiziRC GGAAATCAGCCTGCTTGATGGAAATAAATCTBAAATCAGATATGGAAAGTTGGTTRAAGG 119
BtLigcDNA GGAAATCAGCCTGCTTGATGGAAATAAATCTIAAATCAGATATGGAAAGTTGGTTIAAGG 119
KAAK
3 4
RBt8ButunDiziRC TGAAGAGATTGAAGAGAAAACTBAAATTGTCCAAAAGBAGCACAAAGACACTGACTCTTG 179
BtLigcDNA TGAAGAGATTGAAGAGAAAACTIAAATTGTCCAAAAGIAGCACAAAGACACTGACTCTTG 179
RBt8ButunDiziRC TTTAGATTACATAATAAGAGTGATTGAAAACAAAAAATTGAAAGGATATAGCGGAGATAT 239
BtLigcDNA TTTAGATTACATAATAAGAGTGATTGAAAACAAAAAATTGAAAGGATATAGCGGAGATAT 239
5
RBt8ButunDiziRC TCCCATGAAAAAGAATGAGCCTBAAATCATCATTCCTGCAAATAACGCAAGTGGATTTTT 299
BtLigcDNA TCCCATGAAAAAGAATGAGCCTAAATCATCATTCCTGCAAATAACGCAAGTGGATTTT- 298
6
RBt8ButunDiziRC CAATTBAAATTTCAGCACCTAAATCTGTTGAAAATAATGCTAACGATGATAAAGATTCTA 359
BtLigcDNA CAATTHAAATTTCAGCACCTAAATCTGTTGAAAATAATGCTAACGATGATAAAGATTCTA 358
7 8
RBt8ButunDiziRC AAGTTGATTCAAATACTCAAGCGTATTTABAGGAAAACAAAACTTGGTCATCABAATTTG 419
BtLigcDNA AAGTTGATTCAAATACTCAAGCGTATTTABAGGAAAACAAAACTTGGTCATCAIAATTTG 418
RBt8ButunDiziRC TAATTTTAACTCTGTCTGGCAATGAAGTAGAAGAAATTATAGGCAAACTAGGAATAAAAA 479
BtLigcDNA TAATTTTAACTCTGTCTGGCAATGAAGTAGAAGAAATTATAGGCAAACTAGGAATAAAAA 478
ACAG AMACAGC M G ACCAGA TACGEC AGE TATTT ABGT ACA CTATAGAA TACTC A% CTA GECATC CAACGCGTTGEGAGCTCT CCCA TATGS 1|

10 20 e = L 70 80 20
Analizlerde kullanilan degruluk | B A |

orani viiksek dizinin baslangic 1
3 o o Y (Y

%4

1.0%

CGAM TGCAGE CG OC ®B@
100 10

TGAT T GBAGAGT C CATGATCCA
130 140

a [ ] H f
A AL,

AA AGT TTTGGGA AAT CAGOS TGCTTGA TGGAAATAL AT CTCAAAT CAGATATE GAAAGTTGGT T (A AGGTGAAGAGA TTGA AGAGAA AA C
180 200 210 220 _ om0 240 250 260 270

o Ly T e (L | AN i /] A

M AMA \

A . V. WAV
ATGAGC CTG M AT CAT CAT T C CTG CAA AT
| 40 410

f.'rll.' { ] "\."‘.r"\-—. L I I’I'.' AN .J ] - A

N AP
Y A

NN AW

AN AN

Sekil 1: RBt8 primerinin kullamlldlgl diz.imanalizi reaksiyonu sonucu elde edilen dizinin

hizalanmasi. A. Edilen dizinin ters komplementerinin TtLIG13 c¢DNA’s1 ile
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hizalanmas1 sonucu 7 mutasyonun dogru bir sekilde diziye yerlestirildigi goriilmekte.
F/RBt4 primerlerinin hatali tasarlanmis olmasi nedeniyle, 5. mutasyon dizinin
glutamin yerine glutamat kodlayacak sekilde degismesine neden olmustur. B. Dizi
analizi verileri FinchTV (13) programinda agilarak piklerin giivenilirligi kontrol

edilmistir, oklar mutasyon bolgesini ve rakamlar mutasyon numarasini temsil

etmektedir.
A
9
FBt7ButunDizi AC-TGGGAAAAAGTTACTACAATATTAAGTGCAAACBAGTGTAAATTGTATTTCAAAAAT 83
TtL1G1cDNA ACATGGGAAAAAAGTTCTACAATATTAAGTGCAAACIIAGTGTAAATTGTATTTCAAAAAT 540
*x *
10 11
FBt7ButunDizi AATTGAGGAATACGAAAGAAAGGGATATGTGAGAGATGATAGTCAATATAATTTTEAG 143
TtL1G1cDNA AATTGAGGAATACGAAAGAAAGGGATATGTGAGAGATGATAGTCAATATAATTTTIAG 600
Kk
12 13
FBt7ButunDizi CTAAATGAAGTTAATAAACACTTTTCAGC AAATGGATCTAGTAATAATAA GCTT 203
TtLIG1cDNA CTAAATGAAGTTAATAAACACTTTTCAGC AAATGGATCTAGTAATAATAA GCTT 660
14
FBt7ButunDizi GATCTCAACBAGAAAGGCAAAAAGAAAAATTTTAATAAAGATTCAGGGTTATACGACGAT 263
TtLIG1cDNA GATCTCAACHAGAAAGGCAAAAAGAAAAATTTTAATAAAGATTCAGGGTTATACGACGAT 720
15
FBt7ButunDizi TCACATTCAAATATTTCAGGTATCTCAGATBAGTCAGATTTAACTGCTAGGTCTGGTGGC 323
TtLIG1cDNA TCACATTCAAATATTTCAGGTATCTCAGATIAGTCAGATTTAACTGCTAGGTCTGGTGGC 780
16
FBt7ButunDizi TCTRAATTAGATTTATCATTCGACAAGGGTGATGATGATGATGGTAATAGCTCAGTTGTT 383
TtL1G1cDNA TCTRAATTAGATTTATCATTCGACAAGGGTGATGATGATGATGGTAATAGCTCAGTTGTT 840
E
FBt7ButunDizi GTAACTGGAGAAAT-AAAAAAGGTTCTT-AGGTGCTAACGGAAGTATGGATTCAGGTGTA 441
TtLIG1cDNA GTAACTGGAGAAATTAAAAAAGGTTCTTTAGGTGCTAACGGAAGTATGGATTCAGGTGTA 900
17
FBt7ButunDizi CTTT-ACCTBAGGCA-TGCC-GATGAA-TGGAT -~ == === ———————— o mmmmeme 470
TtL1G1cDNA CTTTTAGCTIIAAGCAATGCCAGATGAAATGGATCCAACTGGCTGGTATGCAAGTGAAAAA 960
FKhhkAh Kk khk Kk hhkkhk hhkkhk kAhkkAkAhA KAkAhkik

Sekil 2. FBt7 primerinin kullamldig1 dizi analizi reaksiyonu sonucu elde edilen dizinin

hizalanmasi.
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AT ATAG G C AACTAGG AATAAAAAAGAC TGO G AAAAAGT TCTACAATATTAAGTG CAAACCAGTGTARATTGTATTT GRAA
20 30

'ul,,'

AAT CAAATTGAG GAATACG AAAG AAAMG GG ATATG TGAGAGATGATAGTCAATATAATTTTOAGCTAAATGAAGT TAATA
90 100 10 _ 120 130 140 150 160

TR

(Al A

A0S INY

AATCAGCTTG ATCTCAACCAGA AAG GCAAAAAGAAAAATTTTA
200 210 220 230

\ '.-'_rj 1

LI ATA TR VLN LY,

CAG CACAAAATGGA
170 180

.;-_.._MJ
TATCT cc,ucc. CAGAT

ATAAAGAT TCAG GG T TA TA GG
240 250 . 26

ACGAT TCACAT
270

TCAAATATT

CATTCGACAAGGGTGATGA
360

GATGATGG TA ATAGCTCAG TTG
a7 380

GG TGGCTCTCAA L
azo 330 340

L sl
[5TA TGGATT CAGGTGTACTT T A CCTCA GC ATGCCGATGAA TGGATT CAAC G5 CTGET T ©N GTGA AAGGTTCT TAG GTGCTA ACGGAA
A30 440 AS0 ABD A0 480 AQ0 A0

Sekil 2. (Devam) FBt7 primerinin kullamldig: dizi analizi reaksiyonu sonucu elde edilen
dizinin hizalanmasi. A. Edilen dizinin TtLIG13 ¢cDNA’s1 ile hizalanmasi sonucu, 9.
ve 17. mutasyonlar arasindaki 9 mutasyonun dogru bir sekilde diziye yerlestirildigi
gortlmekte. B. Dizi analizi verileri FinchTV (13) programinda agilarak piklerin
giivenilirligi kontrol edilmistir, oklar mutasyon bdlgesini ve rakamlar mutasyon

numarasini temsil etmektedir.
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18
ButunDiziFpGemRC TTCT-CCCTCCTCCATCTTTCATTBAAAATTTCCCAAATTGCACTTTAGATGGGGAATTG 185
TtLIG1cDNA TTCTACCCTCCTCCATTTTTCATTHAAAATTTCCCAAATTGCACTTTAGATGGGGAATTG 1080
EE
19

ButunDiziFpGemRC TTTACAAAAAGAGATGATTTCBAGCGTTGTGTGGGTATTGTTAAGACAAAAAATGGAAAT 245

TtLIG1cDNA TTTACAAAAAGAGATGATTTCHIAGCGTTGTGTGGGTATTGTTAAGACAAAAAATGGAAAT 1140
ButunDiziFpGemRC GAAGAAAAAGATGAAAGGTGGAAAGATATTGTTTACTTAGTTTACGACTGTCNTAAATTA 305

TtLIG1cDNA GAAGAAAAAGATGAAAGGTGGAAAGATATTGTTTACTTAGTTTACGACTGTCCTAAATTA 1200

20
ButunDiziFpGemRC TTAAAACCCTTTAAAGATAGAATAAAAGCTTTACAAGAABAAATTCCAAAACTTGGTAAC 365
TtLIG1cDNA TTAAAACCCTTTAAAGATAGAATAAAAGCTTTACAAGAARAAATTCCAAAACTTGGTAAC 1260
21

ButunDiziFpGemRC AAGTACATTAAAGTTCTTCCACATAAGATAGTGGAGAGCAGAGAABAACTTGAATCAGAG 425

TtLIG1cDNA AAGTACATTAAAGTTCTTCCACATAAGATAGTGGAGAGCAGAGAARAACTTGAATCAGAG 1320
ButunDiziFpGemRC CTTGATAGAGTCTTAAAAAATAATGGCGAAGGTTTGATGTTAAGAGATCCTAATTCAATG 485

TtLIG1cDNA CTTGATAGAGTCTTAAAAAATAATGGCGAAGGTTTGATGTTAAGAGATCCTAATTCAATG 1380
ButunDiziFpGemRC TATGAATGCAGAAGATCAAAAACCCTTCTTAAGGTAAAAACATTTACAGATGAAGAAGCT 545

TtLIG1cDNA TATGAATGCAGAAGATCAAAAACCCTTCTTAAGGTAAAAACATTTACAGATGAAGAAGCT 1440
ButunDiziFpGemRC ACAGTAATTGGGAGTGAAAGAGGTGAAGGAAGATGTGCAGATATGATGGGTGCTTTGGTA 605

TtLIG1cDNA ACAGTAATTGGGAGTGAAAGAGGTGAAGGAAGATGTGCAGATATGATGGGTGCTTTGGTA 1500
22

ButunDiziFpGemRC TGCCGTATGAAAAATGGAAAAGAATTCAAAATAGGATCAGGATTCAATGATGACBAAAGA 665

TtLIG1cDNA TGCCGTATGAAAAATGGAAAAGAATTCAAAATAGGATCAGGATTCAATGATGACHAAAGA 1560
ButunDiziFpGemRC AGAAGGCCACCTAAAAAAGGAAGTGTGATAACATTCAAATACCAAAATCTTACCAAAGAT 725

TtLIG1cDNA AGAAGGCCACCTAAAAAAGGAAGTGTGATAACATTCAAATACCAAAATCTTACCAAAGAT 1620
ButunDiziFpGemRC GGTAAACCAAGATTCCCTATTTTCTTGAGAATAAAAGAAGACGAATGAGGGCCCCTGCAG 785

TtLIG1cDNA GGTAAACCAAGATTCCCTATTTTCTTGAGAATAAAAGAAGACGAATGA-——===—==——— 1668

Sekil 3. TtLIG13 Uzun Dizinin FDiziAnalizpGem primerinin kullamldig1 dizi analizi

reaksiyonu sonucu elde edilen verinin hizalanmasi.
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Sekil 3. (Devam) TtLIG13 Uzun Dizinin FDiziAnalizpGem primerinin kullamldig1 dizi
analizi reaksiyonu sonucu elde edilen verinin hizalanmasi. A. Elde edilen dizinin
ters komplementerinin hizalanmasi sonucu, 18-22. mutasyonlarin dogru bir sekilde
diziye yerlesmis oldugu goriilmekte. B. Dizi analizi verileri FinchTV programinda
acilarak piklerin giivenilirligi kontrol edilmistir. Bu bolgede yapilan nokta mutasyonu
calismalarinda, hatali olan FBt16 primeri kullanilmistir. Primerdeki hataya gore, 18.
mutasyonun 6 b¢ yukarisinda 9 bglik bir insersiyon ile, 6 b¢ asagisinda yine 9 belik bir
delesyon olmaliydi, fakat hizalama sonucunda boyle bir degisim goriilmedigi gibi

ilgili bolgenin dizi analizi piklerinde de ¢eligki fark edilmemistir.
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KisaDiziFpGem ~ = ————————mmmmmmm TTGCGGAGCTCGG---C 14
TtLIG1cDNA TCACATTCAAATATTTCAGGTATCTCAGATTAGTCAGATTTAACTGCTAGGTCTGGTGGC 780
*hk * *x *
16
KisaDiziFpGem TCTBAATTAGATTTATCATTCGACAAGGGTGATGATGATGATGGTAATAGCTCAGTTGTT 74
TtLIG1cDNA TCTHAATTAGATTTATCATTCGACAAGGGTGATGATGATGATGGTAATAGCTCAGTTGTT 840
Kkk
KisaDiziFpGem GTAACTGGAGAAATTAAAAAAGGTTCTTTAGGTGCTAACGGAAGTATGGATTCAGGTGTA 134
TtLIG1cDNA GTAACTGGAGAAATTAAAAAAGGTTCTTTAGGTGCTAACGGAAGTATGGATTCAGGTGTA 900
17
KisaDiziFpGem CTTTTAGCTBAAGCAATGCCAGATGAAATGGATCCAACTGGCTGGTATGCAAGTGAAAAA 194
TtLIG1cDNA CTTTTAGCTAAGCAATGCCAGATGAAATGGATCCAACTGGCTGGTATGCAAGTGAAAAA 960
KisaDiziFpGem ATGGATGGAGTCAGAGCTGTTTGGACTGGAAAGACATTTTATTCTAGGAATGGTAACGAA 254
TtLIG1cDNA ATGGATGGAGTCAGAGCTGTTTGGACTGGAAAGACATTTTATTCTAGGAATGGTAACGAA 1020
18
KisaDiziFpGem TTCTACCCTCCTCCATTTTTCATTBAAAATTTCCCAAATTGCACTTTAGATGGGGAATTG 314
TtLIG1cDNA TTCTACCCTCCTCCATTTTTCATTHAAAATTTCCCAAATTGCACTTTAGATGGGGAATTG 1080
19
KisaDiziFpGem TTTACAAAAAGAGATGATTTCBAGCGTTGTGTGGGTATTGTTAAGACAAAAAATGGAAAT 374
TtLIG1cDNA TTTACAAAAAGAGATGATTTCIAGCGTTGTGTGGGTATTGTTAAGACAAAAAATGGAAAT 1140
KisaDiziFpGem GAAGAAAAAGATGAAANGTGGAAAGATATTGTTTACTTAGTTTACGACTGTCCTAAATTA 434
TtLIG1cDNA GAAGAAAAAGATGAAAGGTGGAAAGATATTGTTTACTTAGTTTACGACTGTCCTAAATTA 1200
20
KisaDiziFpGem TTAAAACCCTTTAAAGATAGGATAAAAGCTTTACAAGAABAAATTCCAAAACTTGGTAAC 494
TtLIG1cDNA TTAAAACCCTTTAAAGATAGAATAAAAGCTTTACAAGAAAAATTCCAAAACTTGGTAAC 1260
21

KisaDiziFpGem AAGTACATTAAAGTTCTTCCACATAAGATAGTGGAGAGCAGAGAABAACTTGAATCAGAG 554
TtLIG1cDNA AAGTACATTAAAGTTCTTCCACATAAGATAGTGGAGAGCAGAGAAAACTTGAATCAGAG 1320
KisaDiziFpGem CTTGATAGAGTCTTAAAAAATAATGGCGAAAGTTTGATGTTAAGAGATCCTAACTCAATG 614
TtLIG1cDNA CTTGATAGAGTCTTAAAAAATAATGGCGAAGGTTTGATGTTAAGAGATCCTAATTCAATG 1380
KisaDiziFpGem TATGAATGCCGAAGATCCAAAACCCTTCTTAAGGTAAAAACATTTACNGATGA-—————- 667
TtLIG1cDNA TATGAATGCAGAAGATCAAAAACCCTTCTTAAGGTAAAAACATTTACAGATGAAGAAGCT 1440

Sekil 4. FDiziAnalizpGem primerinin kullamldigr TtLIG1 Kisa Dizinin dizi analizi

reaksiyonu sonucu elde edilen verinin hizalanmasi.
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Sekil 4. (Devam) FDiziAnalizpGem primerinin kullanildigy TtLIG1 Kisa Dizinin dizi analizi
reaksiyonu sonucu elde edilen verinin hizalanmasi. A. Elde edilen dizinin
hizalanmast sonucu, 16-21. mutasyonlarin dogru bir sekilde diziye yerlesmis oldugu
gorllmekte. B. Dizi analizi verileri FinchTV (13) programinda agilarak piklerin
giivenilirligi kontrol edilmistir. Hatali olan FBtl16 primeri neden olmas: beklenen

insersiyon ve delesyonlar bu dizinin analizi sonucunda da goriilmemistir.
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Ek -10 Inaktif TtLIG13 ve Inaktif TtLIG13-KD’nin Olusturulmasi

Calisma kapsaminda, nokta mutasyonlar1 yerlestirilmis olan TtLIG13
dizisi kalip olarak kullanilarak Sekil 1.(A-F)’deki stratejiye gore inaktif in-
TtLIG13 ve in- TtLIG13-KD dizileri iiretilmistir (Sekil 1.G). Uretilen bu diziler
PGEMT-Easy vektorii (Sekil 2) ile E. coli XL-1 Blue konakgisina transforme
edilmis ve pozitif kolonilerden izole edilen plazmitler ile dizi analizi ¢alismasi
yirlitiilmistir. Dizi analizi ¢aligmalar1 gerekli modifikasyonun dogru sekilde

gerceklestigini teyit etmistir (Sekil 5. A ve B).

Uriiniin Uretilmesine Ait Bulgular:

. termina omain’in, mutasyonlarin
A c inal  Domain’i yonl
yerlestirilmesi ¢alismasinda elde edilen ikinci
pargast A
F E14 EK 4 2
A R —
— B _/
N N
Mutasyonlarin yerlestirilmesi ¢aligmasinda elde Mutasyonlar1 yerlestirilmis ve aktif merkezi inaktif duruma
edilen N terminal Domain getirilecek olan C terminal Domain yani in-BtLig1-KD
B. — X — 2
FBt14-RBtK*L  FRtK*L-RBt17
192 be 162 hg
C. 142
FBt14-RBt17
333 bg
D 1 C Terminal Domain ikinci parca
FBt14- FBt17-
RBt17 RTtBLig
333 bc 573 bg

Inaktif BtLigl KD

F14-RTtBlig 897 be

Sekil 1. Tiim mutasyonlar yerlestirilmis BtLigl dizisinin nokta mutasyonu yerlestirme

metodu ile aktif merkezinin inaktif duruma getirilmesi.
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E . .
: N terminal d . o
erminat domain fnaktif C terminal domain (in-BtLig-KD)

792 b
¢ 891 be
N terminal domain + Inaktif
F. BtLigl KD
Inaktif BtLigl
1668 be
G.

1031 b
800 bg

500 b
400bg
250 bg
200 bg
150 bg
50 kg

Sekil 1. (Devam) Tiim mutasyonlar1 yerlestirilmis BtLigl dizisinin nokta mutasyonu

yerlestirme metodu ile aktif merkezinin inaktif duruma getirilmesi.

Sekilde A. Cahismada kullamlacak primerler ve dizi iizerindeki
yerlesimleri. K*L primerleri ile gosterilen kistm mutasyon bdlgesini isaret
etmekte. Bu calismada iiretilmesi hedeflenen N terminal domain ile C terminal
domainin 2. kismi1 daha 6nce nokta mutasyonlarinin yerlestirilmesi ¢alismasinda
iretilmisti. B, C ve E. Calismada iiretilmesi ve birlestirilmesi planlanan
parcalar ve buyukltkleri. Sekilde gizgiler triinleri temsil ederken, ¢izgi Usttinde
iriine verilen isim, altinda ise {irliniin Uiretilmesi esnasinda kullanilan primer ¢ifti
ile iiriin biyiikliigii gosterilmekte. D. Uretilmesi hedeflenen Inaktif BtLigl
Katalitik Bolge ve F. Inaktif BtLigl dizileri. G. Bu cahismaya ait deneysel
drunler. 1.FBt14-RBtK*L primerleri ile iiretilen 192 b¢ biyiikliigiindeki 1.
parca; 2.FBtK*L-RBt17 primerleri ile iiretilen 162 bg biiyiikliigiindeki 2. parca;
3.Nokta mutasyonu yerlestirme ¢alismalarinda FBt17-RTtBlig primerleri ile
iiretilmis olan 573 bg biiyiikliigiindeki Katalitik Bolgeye ait 2. Par¢a(4. Raporda
belirtildigi gibi); 4.Birinci ve ikinci parganin birlestirilmesi ile iiretilen 333 bg
biiylikliigiindeki 142 pargasi; 5. Birinci ve ikinci parcanin birlestirilmesi ile
iretilen 1.2 parcasina Katalitik Bolgeye ait ikinci parcanin eklenmesi ile
olusturulan Inaktif BtLigl Katalitik Bolge. 6. Marker 50-1000 bp (BioBasic,
Ready-to-Use Cat: GM345) 7. Daha 6nce nokta mutasyonlariin yerlestirilmesi
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calismalarinda FTtBlig-RBt14 primerleri ile dretilmis olan 777 bg
biiyiikliigiindeki BtLigl N-terminal domain parcasi (4. Raporda belirtildigi gibi).
8. Besinci kuyuda gosterilen Inaktif Katalitik Bolge ile yedinci kuyuda gosterilen

N terminal domainin birlestirilmesi ile iiretilen Inaktif BtLigl geni.
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EK- 11 Dizilerin inakif Duruma Getirilmesinin Dizi Analizi Ile Teyit
Edilmesi

1. Inaktif BtLigl: Dizi analizi PZR calismasinda vektdre uygun F
primeri kullanildi. Uriiniin dizi analizi sonucunda elde edilen bilginin dogruluk
oran1 yiiksek olan kismi VecScreen (8) programinda degerlendirildiginde dizi
icinde vektore ait bilgi olmadigr goriildii. GeneTool programi ile dizinin ters
komplementeri alinarak ClustalW2 (9) programinda BtLig cDNA’s1 ile hizalandi.
cDNA dizisinin 1132. bazindan son bazina kadar okuma elde edildigi ve bu
bolgede yerlesim gosteren 3 mutasyonunda yerlesmis oldugu goriildii. Fakat
katalitik merkezin inaktif duruma getirilen kodonu, dizinin 957. bazina; biitiin
diziyi olusturan iki parganin birlesim bolgesi ise 777-798 bg’lik bazlarina denk

geldiginden, bu bolgelerin durumu bu dizi analizi reaksiyonunda aydinlatilamada.

Dizi analizi ile elde edilen dogruluk orani yiiksek dizi:
GCCTCATTCGTCTTCTTTTATTCTCAAGAAAATANGGAATCTTGGTTTACCATCTTTGGTAAGATTTTGGTATTTGAATGTT
ATCACACTTCCTTTTTTAGGTGGCCTTCTTCTTTGGTCATCATTGAATCCTGATCCTATTTTGAATTCTTTTCCATTTTTCA
TACGGCATACCAAAGCACCCATCATATCTGCACATCTTCCTTCACCTCTTTCACTCCCAATTACTGTAGCTTCTTCATCTGT
AAATGTTTTTACCTTAAGAAGGGTTTTTGATCTTCTGCATTCATACATTGAATTAGGATCTCTTAACATCAAACCTTCGCCA
TTATTTTTTAAGACTCTATCAAGCTCTGATTCAAGTTGTTCTCTGCTCTCCACTATCTTATGTGGAAGAACTTTAATGTACT
TGTTACCAAGTTTTGGAATTTGTTCTTGTAAAGCTTTTATTCTATCTTTAAAGGGTTTTAATAATTTANGACAGTCGTAAAC
TAAGTAAACAATATCTTTCCACCTTTCATCTTTTTCTTCATTTCCAT

CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment

FASUZBUBUNFPGEM mmm oo ATGGAAAT 8
CDNA TTTACAAAAAGAGATGATTTCTAGCGTTGTGTGGGTATTGTTAAGACAAAAAATGGAAAT 1140
E e
FnsuzButunFpGEM GAAGAAAAAGATGAAAGGTGGAAAGATATTGTTTACTTAGTTTACGACTGTCNTAAATTA 68
CDNA GAAGAAAAAGATGAAAGGTGGAAAGATATTGTTTACTTAGTTTACGACTGTCETAAATTA 1200
FnsuzButunFpGEM TTAAAACCCTTTAAAGATAGAATAAAAGCTTTACAAGAABAAATTCCAAAACTTGGTAAC 128
CDNA TTAAAACCCTTTAAAGATAGAATAAAAGCTTTACAAGAAIAAATTCCAAAACTTGGTAAC 1260
FnsuzButunFpGEM AAGTACATTAAAGTTCTTCCACATAAGATAGTGGAGAGCAGAGAABAACTTGAATCAGAG 188
CDNA AAGTACATTAAAGTTCTTCCACATAAGATAGTGGAGAGCAGAGAARIAACTTGAATCAGAG 1320
FnsuzButunFpGEM CTTGATAGAGTCTTAAAAAATAATGGCGAAGGTTTGATGTTAAGAGATCCTAATTCAATG 248
CDNA CTTGATAGAGTCTTAAAAAATAATGGCGAAGGTTTGATGTTAAGAGATCCTAATTCAATG 1380
FnsuzButunFpGEM TATGAATGCAGAAGATCAAAAACCCTTCTTAAGGTAAAAACATTTACAGATGAAGAAGCT 308
CDNA TATGAATGCAGAAGATCAAAAACCCTTCTTAAGGTAAAAACATTTACAGATGAAGAAGCT 1440
FnsuzButunFpGEM ACAGTAATTGGGAGTGAAAGAGGTGAAGGAAGATGTGCAGATATGATGGGTGCTTTGGTA 368
CDNA ACAGTAATTGGGAGTGAAAGAGGTGAAGGAAGATGTGCAGATATGATGGGTGCTTTGGTA 1500
FnsuzButunFpGEM TGCCGTATGAAAAATGGAAAAGAATTCAAAATAGGATCAGGATTCAATGATGACBAAAGA 428
CDNA TGCCGTATGAAAAATGGAAAAGAAT TCAAAATAGGATCAGGATTCAATGATGACIJAAAGA 1560
FnsuzButunFpGEM AGAAGGCCACCTAAAAAAGGAAGTGTGATAACATTCAAATACCAAAATCTTACCAAAGAT 488
CDNA AGAAGGCCACCTAAAAAAGGAAGTGTGATAACATTCAAATACCAAAATCTTACCAAAGAT 1620
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FnsuzButunFpGEM GGTAAACCAAGATTCCNTATTTTCTTGAGAATAAAAGAAGACGAATGAGGC 539
CDNA GGTAAACCAAGATTCCETATTTTCTTGAGAATAAAAGAAGACGAATGA--- 1668

E e

Sekil 1: in-BtLig1 dizisinin vektére uygun tasarlanms olan F primeri ile dizi analizi sonucu.
Kirmizi ile isaretli diziler daha once yerlestirilmis ve dizi analizi ile teyit edilmis olan 3

nokta mutasyonunu gostermekte.

2. Inaktif BtLigl KD:Bu parcanin dizi analizi i¢in PZR ¢alismasinda iki
primer kullanildi: FpGEMDiziAnalizi ve RBt19.

e Vektore uygun F primeri ile iiretilen {iriiniin dogruluk oram
yiiksek olan kism1 VecScreen (8) programinda degerlendirildiginde vektor
dizi i¢inde vektdre ait bilgi olmadigr goriildii. GeneTool programi ile
dizinin ters komplementeri alinarak ClustalW2 (9) programinda BtLig
cDNA’s1 ile hizalandi. cDNA dizisinin 1066. bazindan son bazina kadar
okuma elde edildigi ve bu bdlgede yerlesim gosteren 4 mutasyonunda
yerlesmis oldugu goriildii. Fakat inaktif kodonlarin durumu bu dizi

analizinde aydinlatilamadi.

e RBt19 primerinin dizi UGzerindeki konumu inaktif duruma
getirilen kodona 354 b¢ uzakliginda bulunuyor. Reaksiyon sonucu elde
edilen dizi vektor bilgilerinden temizlenerek BtLigl cDNA dizisi ile
hizalama calismasinda kullanildi, FinchTV (10) programi ile sonucun
giivenilirligi kontrol edildi ve Kkatalitik merkezin inaktif duruma
getirildigi goriildii.

Dizi analizi ile elde edilen dogruluk oran yiiksek dizi (Dizi analizi

primeri ile Uretildi):

FnsuzKatBolFpGEM
TTCGTCTTCTTTTATTCTCAAGAAATAGGGAATCTTGGTTTACCATCTTTGGTAAGATTTTGGTATTTGAATGTTATCACAC
TTCCTTTTTTAGGTGGCCTTCTTCTTTGGTCATCATTGAATCCTGATCCTATTTTGAATTCTTTTCCATTTTTCATACGGCA
TACCAAAGCACCCATCATATCTGCACATCTTCCTTCACCTCTTTCACTCCCAATTACTGTAGCTTCTTCATCTGTAAATGTT
TTTACCTTAAGAAGGGTTTTTGATCCTCTGCATTCATACATTGAATTAGGATCTCTTAACATCAAACCTTCGCCATTATTTT
TTAAGACTCTATCAAGCTCTGATTCAAGTTGTTCTCTGCTCTCCACTATCTTATGTGGAAGAACTTTAATGTACTTGTTACC
AAGTTTTGGAATTTGTTCTTGTAAAGCTTTTATTCTATCTTTAAAGGGTTTTAATAATTTANGACAGTCGTAAACTAAGTAA

ACAATATCTTTCCACCTTTCATCTTTTTCTTCATTTCCATTTTTTGTCTTAACAATACCCACACAACGCTGGAAATCATCTC
TTTTTGTAAACAATCCCCATCTA
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CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment

FNsuzKatBOBFPGEMIC — —m—mmmmm oo oo TAGATGGGGA-TTG 13
CDNA TTCTACCCTCCTCCATTTTTCATTTAAAATTTCCCAAATTGCACTTTAGATGGGGAATTG 1080
KAhAhAhAkAhAhAkAhAAhAkkhh K*hk

FnsuzKatBolFpGEMrc TTTACAAAAAGAGATGATTTCBAGCGTTGTGTGGGTATTGTTAAGACAAAAAATGGAAAT 73
CDNA TTTACAAAAAGAGATGATTTCIIAGCGTTGTGTGGGTATTGTTAAGACAAAAAATGGAAAT 1140
FnsuzKatBolFpGEMrc GAAGAAAAAGATGAAAGGTGGAAAGATATTGTTTACTTAGTTTACGACTGTCNTAAATTA 133
CDNA GAAGAAAAAGATGAAAGGTGGAAAGATATTGTTTACTTAGTTTACGACTGTCETAAATTA 1200
FnsuzKatBolFpGEMrc TTAAAACCCTTTAAAGATAGAATAAAAGCTTTACAAGAABIAAATTCCAAAACTTGGTAAC 193
CDNA TTAAAACCCTTTAAAGATAGAATAAAAGCTTTACAAGAAIAAATTCCAAAACTTGGTAAC 1260
FnsuzKatBo I FpGEMrc AAGTACATTAAAGTTCTTCCACATAAGATAGTGGAGAGCAGAGAABAACTTGAATCAGAG 253
CDNA AAGTACATTAAAGTTCTTCCACATAAGATAGTGGAGAGCAGAGAARJAACTTGAATCAGAG 1320
FnsuzKatBolFpGEMrc CTTGATAGAGTCTTAAAAAATAATGGCGAAGGTTTGATGTTAAGAGATCCTAATTCAATG 313
CDNA CTTGATAGAGTCTTAAAAAATAATGGCGAAGGTTTGATGTTAAGAGATCCTAATTCAATG 1380
FnsuzKatBolFpGEMrc TATGAATGCAGAGGATCAAAAACCCTTCTTAAGGTAAAAACATTTACAGATGAAGAAGCT 373
CDNA TATGAATGCAGAAGATCAAAAACCCTTCTTAAGGTAAAAACATTTACAGATGAAGAAGCT 1440
FnsuzKatBolFpGEMrc ACAGTAATTGGGAGTGAAAGAGGTGAAGGAAGATGTGCAGATATGATGGGTGCTTTGGTA 433
CDNA ACAGTAATTGGGAGTGAAAGAGGTGAAGGAAGATGTGCAGATATGATGGGTGCTTTGGTA 1500
FnsuzKatBolFpGEMrc TGCCGTATGAAAAATGGAAAAGAATTCAAAATAGGATCAGGATTCAATGATGACBAAAGA 493
CDNA TGCCGTATGAAAAATGGAAAAGAAT TCAAAATAGGATCAGGATTCAATGATGACHAAAGA 1560
FnsuzKatBolFpGEMrc AGAAGGCCACCTAAAAAAGGAAGTGTGATAACATTCAAATACCAAAATCTTACCAAAGAT 553
CDNA AGAAGGCCACCTAAAAAAGGAAGTGTGATAACATTCAAATACCAAAATCTTACCAAAGAT 1620
FnsuzKatBolFpGEMrc GGTAAACCAAGATTCCCTATTTECTTGAGAATAAAAGAAGACGAA--— 597

CDNA GGTAAACCAAGATTCCCTATTTRCTTGAGAATAAAAGAAGACGAATGA 1668

Sekil 2: In-BtLigl-KD dizisinin vektére uygun tasarlanmis olan F primeri ile dizi analizi
sonucu. Kirmizt ile isaretli diziler daha dnce yerlestirilmis ve dizi analizi ile teyit edilmis

olan 4 nokta mutasyonunu gostermekte.

Dizi analizi ile elde edilen dogruluk orani ytiksek dizi (RBt19 ile tiretildi):
FnsuzKatBolRBt19 ters komplementeri
gcggagctcggctctcaattagatttatcattcgacaagggtgatgatgatggtaatagctcagt
tgttgtaactggagaaattaaaaaaggttctttaggtgctaacggaagtatggattcaggtgtac
ttttagctcaagcaatgccagatgaaatggatccaactggctggtatgcaagtgaactaatggat
ggagtcagagctgtttggactggaaagacatttttattctaggaatggtaacgaattctaccctc
ctccatttttcattcaaaatttcccaaattgcacattagatggggaattgtttacaaaaagagat
gatttccagcgttgtgtgggtattgttaagacaaaaaatggaaatgaagaaaaagatgaaaggtg
gaaagatattgtttacttagtttacgactgtcctaaattattaaaacccctttaaagatagaata
aaagctttacaagaacaaattccaaaacttggtaacaagtacattaag
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/\. CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment

FnsuzKatBolRBT19rc
CcDNA

FnsuzKatBolRBT19rc
CcDNA

FnsuzKatBolRBT19rc
cDNA

--------------------------------------------- GCGGAGCTCGG---C 12
TCACATTCAAATATTTCAGGTATCTCAGATTAGTCAGATTTAACTGCTAGGTCTGGTGGC 780
*xk * *k *

TCTCAATTAGATTTATCATTCGACAAGGGTGATGATGATG---GTAATAGCTCAGTTGTT 69
TCTTAATTAGATTTATCATTCGACAAGGGTGATGATGATGATGGTAATAGCTCAGTTGTT 840

Kkk

GTAACTGGAGAAATTAAAAAAGGTTCTTTAGGTGCTAACGGAAGTATGGATTCAGGTGTA 129
GTAACTGGAGAAATTAAAAAAGGTTCTTTAGGTGCTAACGGAAGTATGGATTCAGGTGTA 900

Lizin’i kodlayan AAA yerine, Losin’i kodlayan CTA kodonuna degistirildi.

FnsuzKatBolRBT19rc
cDNA

FnsuzKatBolRBT19rc
cDNA

FnsuzKatBolRBT19rc
cDNA

FnsuzKatBolRBT19rc
cDNA

FnsuzKatBolRBT19rc
cDNA

FnsuzKatBolRBT19rc
cDNA

FnsuzKatBolRBT19rc
cDNA

Sekil 3: in-BtLigl-KD dizisinin nokta mutasyonu i¢in tasarlanms olan RBt19 primeri ile

dizi analizi sonucu. A. Dizi analizi sonucu elde edilen dizi ile BtLigl cDNA

Katalitik merkez
CTTTTAGCTBAAGCAATGCCAGATGAAATGGATCCAACTGGCTGGTATGCAAGTGAACTA 189
CTTTTAGCTRAAGCAATGCCAGATGAAATGGATCCAACTGGCTGGTATGCAAGTGAAAAA 960

*

ATGGATGGAGTCAGAGCTGTTTGGACTGGAAAGACATTTTIRATTCTAGGAATGGTAACGA 249
ATGGATGGAGTCAGAGCTGTTTGGACTGGAAAGACATTTTEATTCTAGGAATGGTAACGA 1019

ATTCTACCCTCCTCCATTTTTCATTEBAAAATTTCCCAAATTGCACATTAGATGGGGAATT 309
ATTCTACCCTCCTCCATTTTTCATTRAAAATTTCCCAAATTGCACIETTAGATGGGGAATT 1079

GTTTACAAAAAGAGATGATTTCRBAGCGTTGTGTGGGTATTGTTAAGACAAAAAATGGAAA 369
GTTTACAAAAAGAGATGATTTCIAGCGTTGTGTGGGTATTGTTAAGACAAAAAATGGAAA 1139

TGAAGAAAAAGATGAAAGGTGGAAAGATATTGTTTACTTAGTTTACGACTGTCCTAAATT 429
TGAAGAAAAAGATGAAAGGTGGAAAGATATTGTTTACTTAGTTTACGACTGTCCTAAATT 1199

AATTCCAAAACTTGGTA 489

ATTAAAACCCETTTAAAGATAGAATAAAAGCTTTACAAGA
AATTCCAAAACTTGGTA 1258

ATTAAAACCCETTTAAAGATAGAATAAAAGCTTTACAAGA

ACAAGTACATTAAG——— = = — o m o 503
ACAAGTACATTAAAGTTCTTCCACATAAGATAGTGGAGAGCAGAGAATAACTTGAATCAG 1318

Kk kA kA kA kA hAk

dizisinin ClustalW2 programu ile hizalanmasi sonucu goriilmekte.
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Sekil 3. (Devam) In-BtLigl-KD dizisinin nokta mutasyonu icin tasarlanmis olan RBt19

primeri ile dizi analizi sonucu. A. Dizi analizi sonucu elde edilen dizi ile BtLigl

c¢DNA dizisinin ClustalW2 programu ile hizalanmasi sonucu goriilmekte. Kirmizi ile

isaretli diziler daha Once yerlestirilmis ve dizi analizi ile teyit edilmis olan 4 nokta

mutasyonunu ve yesil ile isaretli dizi ise 10sin kodlayan “CTA” dizisine doniistiiriilmiis

kodonu gobstermekte. B. Dizi analizi sonucu FinchTV ile agilarak piklerin

giivenilirligi test edilmistir. Dogruluk orani yiiksek dizinin baslangi¢ noktasi ok isareti

ile, Losin amino asidini kodlar duruma getirilmis kodon ise kirmizi ¢ergeveye alinarak

belirtilmistir.
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Ek -12 Tetrahymena thermophila DNA Ligaz Dizileri
Dizilerde aktif merkezi tagiyan I. Motif “K(x)DG(x)R” kalin ve alt1 ¢izilmis

olarak gosterilmistir.

TtLIG11 (TtLigl) TTHERM_00865240
NCBI ulagim numarasi: XM_001026764.1 (MRNA)

Genomic sequence length: 2341 nucleotides
CDS length: 1908 nucleotides
Protein length: 635 amino acids

Genomic sequence>154.t00046

ATGATAAAGAAATTATTGTATTTACCCAAGTAAAGCTTGTTATCATCTTTGATTTTTTCT
AAGTTTTGTACTCAATTTAACTCCAAATCTATTTAGAGCTTTTATTTTTTGGCTAAATAG
TTTGACGATATCTCCAAAATATCTTCTAGAAATTCTGGAATAGAAGCTATAGAAACTTTG
ATGAATGATTACATTTAAGGAGGAGATAATGAAGTAAATAAAACCAATTAAAATTGTAAC
TAAACATTCAAAATATTAACTAGCTATTTATCTAAATGGTACGCTTACTAACCTGCAAAG
TAGATAGTGAAGAAATATAAATAGCTAATTCTTCCTTAGTTGAGATATTGAAAGTTGTAT
ATCCCTAAGAGGATATAACTAAATTCCTTTTTGAAAAAGGAGATATAGGATTGTATGCAA
AAGAAATGCTTGAAAAAAAACTTGAAAAAGAAGGAAATAATCGAACTGAAAAAAATCATT
TAAGTATTTTAGAAGTTACGAGCTTTTTTGAAAAACTGAAGAATTTATAAGGTGATCGCT
CGAGACTTGAAAAGCAAGAACTTATCATAGATTTTTTGAAGAAAATCTAAGATCCACTTG
AAATATAATATTTTATCAGAATCCTTTCTGTAAATTTTTGTTGAAATTAAATGTAAAAAG
TAAATAATTTATATCTTAGAAAAGCCTAAGGATAGGTGTAAGTGAGAAATCTATTATAAA
AGCATTAACAAATATCAATAAAAAGAAGAAAAACTCTTTGGATTCACTGCTTAAAAATGT
TCAAGATAAAATATTTGGATATAATACTGCCTTACATACCGATATTTAAATAGGAACTCC
TGTGCCTCCAATGCTAGCCAAACCAGTTTCCGATTTTGACGAACTTTTAAAATTTTTAAA
GAAGTACGAAAGTAAAAAAGTCTCTCTTGAACTAAAATATGATGGAGAGAGATGTTAGGT
AAATATTAAGATAAAATAAGAGTTAATGTTTTTACTTTTAAATAAAAGGTTCATTATGGT
AAAAAGAAAGGAATTAAATTATTTAGTAGAAATTTAGAAATCTAAAATGAGAAATATCCA
TAACTAGTTTAGCAATTAGAAAAATATTTTTAGAAAAATAACAGTGTAGAAGATTGCATA
TTAGATGGAGAGATTGTTGTAACAGATTCTAAAGGAAATATTAAATCATTTTAAGAACAA
CAACAAAATAGAAAAAGGAAATAAGATTCTAACAAGGTAGTTGCTTTCGATGAAGATGTA
ATTTTAATCCTTAAATATAAAAAATTGTCTAAATTTTTAATTAAAATAAATGTTAGAATA
TTGAAAAGATTTACTTATTTGATATCCTGTTTTTAAATGCATGTGAGCAAAATACCAAGG
AATAACTTTACAGAAAGAGCTTGATTAAAGAAAATTTTCCTATTGAAGGACCAGTTAATC
ACGCTGAATCAAAAATATTTGATCTTAGCATATAAAAAGATTTTGATGAGCTAAAAAAAT
TAGTAAAATAATATATTGATTAAAAAGAAGAAGGTGCTATGGTTAAATCGCTTGATTCTA
ATACATTTTATGATAATAATGGAAGAACTTAGTGGGCAAAATTAAAGAAGCAAGTTTTGT
CAGGAGGTTTAGCTGATACATTTGATGTTATTCCTATTGCTGCATACTATGGAAAAGGCA
AGAGGTAATAATTAGTTAGCTAATTTTATAATTCTAGAAAAAATTAACTTAATAAAAATA
AATAAGATCTGGTGTCTATGGATCATATCTACTTGCTTGTTATGATGACAAAAAGAAAGA
GTATGTGGCTTTGTGTAAGATAGGTACAGGTTTTTCTGATCAATTTTTATAAGATTCAAC
GGATAGACTGAAATAAAAAGTATGCAGTTAAAAACCTAAAGAATACTCTGTGCATAGAAC
TTTTAAGCCTGATGTTTGGTTTTAAAAAGATGCTGAAGTGTGGGAAGTAGAGAGTGATAG
TCTTTCATCATCTCCTATTTATACAATAGGAAAAATGAATTATAGTGATAATGGAATATC
CCTTCGTTTCCCAAGATTCTTACGTGTAAGAGATGATAAAACTACTGAACAATCAACAAA
AACATATTAAGTATATTTAAATTATTAAATTAAAATAAAAAAATTAAAATCTATTAATTT
AATTTAAAAAAGATTATTGAGTTCTACAATAAATAATAAGCAAAACCAAATGTAATTAAT
TCATTTTTGAGTTAAAATAATACCTAACAAATTTATTCACATTATTTTTTAGAATAATTC
AAAAGATTAAAAAGGAGACCATGGAGATAAAGGAGAAGAAGAAGAAGAAGGAGATAAGTG
A
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CDS

>154_.m00112
ATGATAAAGAAATTATTGTATTTACCCAAGTAAAGCTTGTTATCATCTTTGATTTTTTCT
AAGTTTTGTACTCAATTTAACTCCAAATCTATTTAGAGCTTTTATTTTTTGGCTAAATAG
TTTGACGATATCTCCAAAATATCTTCTAGAAATTCTGGAATAGAAGCTATAGAAACTTTG
ATGAATGATTACATTTAAGGAGGAGATAATGAACTATTTATCTAAATGGTACGCTTACTA
ACCTGCAAAGTAGATAGTGAAGAAATATAAATAGCTAATTCTTCCTTAGTTGAGATATTG
AAAGTTGTATATCCCTAAGAGGATATAACTAAATTCCTTTTTGAAAAAGGAGATATAGGA
TTGTATGCAAAAGAAATGCTTGAAAAAAAACTTGAAAAAGAAGGAAATAATCGAACTGAA
AAAAATCATTTAAGTATTTTAGAAGTTACGAGCTTTTTTGAAAAACTGAAGAATTTATAA
GGTGATCGCTCGAGACTTGAAAAGCAAGAACTTATCATAGATTTTTTGAAGAAAATCTAA
GATCCACTTGAAATATAATATTTTATCAGAATCCTTTCTAAAAGCCTAAGGATAGGTGTA
AGTGAGAAATCTATTATAAAAGCATTAACAAATATCAATAAAAAGAAGAAAAACTCTTTG
GATTCACTGCTTAAAAATGTTCAAGATAAAATATTTGGATATAATACTGCCTTACATACC
GATATTTAAATAGGAACTCCTGTGCCTCCAATGCTAGCCAAACCAGTTTCCGATTTTGAC
GAACTTTTAAAATTTTTAAAGAAGTACGAAAGTAAAAAAGTCTCTCTTGAACTAAAATAT
GATGGAGAGAGATGTTAGGTTCATTATGGTAAAAAGAAAGGAATTAAATTATTTAGTAGA
AATTTAGAAATCTAAAATGAGAAATATCCATAACTAGTTTAGCAATTAGAAAAATATTTT
TAGAAAAATAACAGTGTAGAAGATTGCATATTAGATGGAGAGATTGTTGTAACAGATTCT
AAAGGAAATATTAAATCATTTTAAGAACAACAACAAAATAGAAAAAGGAAATAAGATTCT
AACAAGGTAGTTGCTTTCGATGAAGATAATATTGAAAAGATTTACTTATTTGATATCCTG
TTTTTAAATGCATGTGAGCAAAATACCAAGGAATAACTTTACAGAAAGAGCTTGATTAAA
GAAAATTTTCCTATTGAAGGACCAGTTAATCACGCTGAATCAAAAATATTTGATCTTAGC
ATATAAAAAGATTTTGATGAGCTAAAAAAATTAGTAAAATAATATATTGATTAAAAAGAA
GAAGGTGCTATGGTTAAATCGCTTGATTCTAATACATTTTATGATAATAATGGAAGAACT
TAGTGGGCAAAATTAAAGAAGCAAGTTTTGTCAGGAGGTTTAGCTGATACATTTGATGTT
ATTCCTATTGCTGCATACTATGGAAAAGGCAAGAGATCTGGTGTCTATGGATCATATCTA
CTTGCTTGTTATGATGACAAAAAGAAAGAGTATGTGGCTTTGTGTAAGATAGGTACAGGT
TTTTCTGATCAATTTTTATAAGATTCAACGGATAGACTGAAATAAAAAGTATGCAGTTAA
AAACCTAAAGAATACTCTGTGCATAGAACTTTTAAGCCTGATGTTTGGTTTTAAAAAGAT
GCTGAAGTGTGGGAAGTAGAGAGTGATAGTCTTTCATCATCTCCTATTTATACAATAGGA
AAAATGAATTATAGTGATAATGGAATATCCCTTCGTTTCCCAAGATTCTTACGTGTAAGA
GATGATAAAACTACTGAACAATCAACAAAAACATATTAAAATAATTCAAAAGATTAAAAA
GGAGACCATGGAGATAAAGGAGAAGAAGAAGAAGAAGGAGATAAGTGA

Protein

>154.m00112
MIKKLLYLPKQSLLSSLIFSKFCTQFNSKSI1QSFYFLAKQFDDISKISSRNSGIEAIETL
MNDY 1QGGDNELF IQMVRLLTCKVDSEE 1Q1ANSSLVE I LKVVYPQED I TKFLFEKGDIG
LYAKEMLEKKLEKEGNNRTEKNHLS I LEVTSFFEKLKNLQGDRSRLEKQEL I IDFLKKIQ
DPLEIQYFIRILSKSLRIGVSEKSI IKALTNINKKKKNSLDSLLKNVQDKIFGYNTALHT
DIQIGTPVPPMLAKPVSDFDELLKFLKKYESKKVSLELKYDGERCQVHYGKKKGIKLFSR
NLE IQNEKYPQLVQQLEKYFQKNNSVEDC I LDGE I VVTDSKGN IKSFQEQQQNRKRKQDS
NKVVAFDEDNIEK1YLFDILFLNACEQNTKEQLYRKSL IKENFP IEGPVNHAESK IFDLS
1QKDFDELKKLVKQY I DQKEEGAMVKSLDSNTFYDNNGRTQWAKLKKQVLSGGLADTFDV
IPIAAYYGKGKRSGVYGSYLLACYDDKKKEYVALCK I GTGFSDQFLQDSTDRLKQKVCSQ
KPKEYSVHRTFKPDVWFQKDAEVWEVESDSLSSSP I'YT IGKMNYSDNG I SLRFPRFLRVR
DDKTTEQSTKTYQNNSKDQKGDHGDKGEEEEEGDK™
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TtLIG12 (TtLig2 ) TTHERM_00348170

NCBI Ulagim Numarast: XM_001022972.2 (mRNA)

Genomic seq

uence length: 2670 nucleotides
CDS length: 2451 nucleotides
Protein length: 816 amino acids

Genomic sequence

>36. 100026
ATGAAGCAAGGTACCATTAAAAACTTCTTTGGAAATAGCCAAAAGAAAAAGGAAGAATTA
GGTGAAAGCAATTTAGGTTCTGACAAAAAATGTGCTACTCAGTCTCAAAAAGGTGCTGAG
ACAAATGGTTAAAACTCAAAGGAATCCCAATAAAAGCCTGATGAATCAAAATCATAGCAA
GAAGAATCTTAATTAAAAGAAAAACCAAAAGCATAAAAAAGAAGATAAATAATAGATAGC
AGTGATGATGAAGAAGTTCCTTCATTGGCTACGATGTCTATAAGTAATAAGTAAATAAAA
AAAGTGGAAAATGAGAACTAAAAAAATGAGTCTTCTAAATCAGAAACAAAATCATCCACA
GATTCTAGCAATTTGTCGAAATAAATACTTGAAAAACCAAAAAATGAAGATGAAAAATTA
AGCCAATCATCTAAAAAAGCAGCAGAATAATAAGGTATGTGAAATTTAATCAATTTTTAA
ATATGATTTTTTTTATTTATTCTGTAGATACAAAAAAGAAACCAACTAATAATTTGAGAA
AACTTTTGGATAAGCACTTTGACCCTATTGAAGACGCTCCATTCTATAAGGATTAAGAAG
TCTTGTTTGGTTATTTATGTGATGGATTTGAAAGAGTAAATGAACAGGAAGGTAAAAATT
CAAAGGCTATACAAATTGAAATAATGTCAAAAATTTTCAAGTCGATCATATTACTTAATC
CTGACTAGGTATATGAAGCTTATATGTTTTGTATTTTAAAGATAGCACCTGATTATGAGT
CTAATGAGCTTGGTGTGGGTAGGGAAATACTTTAAAAAGCAATTAGTAATTGTTGTGGTA
AATCAGTTACTTAAATCAGAGATAGCCTTAATAAACTTGGTGACTTAGGTAAGGTTGCGT
CCGAAGCCAAATCTACCTAAAAAAACATCACAAATTATTTTTAAAAGCAGGCTAAAGAAA
AGCCTCCTATTACTCTTAATAGAACTTTTAATGATTTGAAAAGTATTGCAGCTGCTTCAG
GAAAGGTAAACAAACATAATTTATTTATTTATTGAACAACTCATAATTAAATGATTTATA
GGACTCAACTGCAGAAAGAGAAAGAATTATTATAAAATATATGAATGAAGCAAAACCAGA
TGAAGCATGCTATTTTATTAGATTTTTAGAGTAGAATTTGAAAATTGGTGCTGCTGAAAA
AACAATGTAGGCAGCTCTTTCCAAAGCATTCTTTGAAATTGCCCACAATATCAAAAGCAA
TCACGTTTACACAGAATAATAAAACTAACTTTTAGAAGAATTTAACTTCAATATCACTAG
ATGTCTGTGTGAGTTTCCAAACTATTACTAAGTCATTGAGACTTTGAAATAAATTGGCAA
AGATATTTCTAAATTATTAGATATCTGCAAGATCACGATAGGCGTTCCCTGCAAGCCTAT
GCTTGCCAAACCAACAAAATCAATTTAAGTAACAATAAATAAATATATAAATTATAAAGT
ATAATAAATTTACAAATACTTAAAGGTTATTTTGGAAAGATTCAAAGACATGACTTTTAC
TTGTGAATACAAGTATGATGGATTGAGAGGTCAAATACACTACGATGGAAAAGATGTTAC
TATTTTTAGCAGAAACCTAGAAAATATGACATAGATGTATCCTGATATTGTAGAATTCAT
AAAAAAACATGTCAGCTAATCGAAAACTGTTAAAAATTTTATTTTAGATAGTGAAATTGT
AGCTTTTGATAAAAACACCAACAAAATTAGACCTTTCTAATAATTAGCAACAAGAGGAAG
AGTCAATGTCAAATTAGATGAAATTGATATAAAAGTTTGTGTTTTTATGTTCGATTTAAT
ATATATCAATGACTAGAGTTTGCTACAAACAACACTTTAAGAAAGAAGATAAAAAATTTA
GGAGTGTTTTGTTCAAGAACCTGGTGAGTTCTGCTTTGCTGAGCACATAAACACTGAAGA
TGTTGAACAAATTTAAGTAAATTGATAACCAATTAATTATTGAAAAATTAACATCTATTT
TTTTTTTAGGAATTCTTAGAAAAATCTGTTAAGGTGGGATGTGAAGGCTTGATGGTTAAA
ACTTTAGAAACTAACTCAACTTATGAACCAGCAAAAAGATCATTTAAATGGCTTAAACTC
AAAAAAGATTATTTAGATAGTGGGTTAGGAGATACACTTGATTTAGTTCCGATTGCAGCC
TTCAAGGGTACAGGTAAAAGAGTTGGATTGTATGGTGCTTACCTATTAGCTTGCTACAAT
GAAGATATGGAACGTTATGAAACAATATGTAAAATAGGTACAGGATTTTCAGATGAAATC
TTAGAAGCATGCTATAAATTCTTCTAAGATAAAATTATACCATAGCCATAATCTGATTAT
TTAACCAAAGATTTTAAAGCAGATGTATGGTTTAAACCTTCTGTAGTTTGGGAAATTAAG
GGAGCAGATTTACAAATATCACCAGTATATACTTGTGCAATTAGTGAAACAAATTAAGAA
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AAAGGTATTGGTCTTAGATTCCCTCGTCTTATCAGAGTTAGAGATGATAAAGATCCAGTC
GATGCTACTTCTCCTTCTTTTATATACGATATATATAAACAATAAGCTGTTGTAGCAAAT
GATTTTGATGATGGTGATGATTTCTATTGA

CDS

>36.m00193
ATGAAGCAAGGTACCATTAAAAACTTCTTTGGAAATAGCCAAAAGAAAAAGGAAGAATTA
GGTGAAAGCAATTTAGGTTCTGACAAAAAATGTGCTACTCAGTCTCAAAAAGGTGCTGAG
ACAAATGGTTAAAACTCAAAGGAATCCCAATAAAAGCCTGATGAATCAAAATCATAGCAA
GAAGAATCTTAATTAAAAGAAAAACCAAAAGCATAAAAAAGAAGATAAATAATAGATAGC
AGTGATGATGAAGAAGTTCCTTCATTGGCTACGATGTCTATAAGTAATAAGTAAATAAAA
AAAGTGGAAAATGAGAACTAAAAAAATGAGTCTTCTAAATCAGAAACAAAATCATCCACA
GATTCTAGCAATTTGTCGAAATAAATACTTGAAAAACCAAAAAATGAAGATGAAAAATTA
AGCCAATCATCTAAAAAAGCAGCAGAATAATAAGATACAAAAAAGAAACCAACTAATAAT
TTGAGAAAACTTTTGGATAAGCACTTTGACCCTATTGAAGACGCTCCATTCTATAAGGAT
TAAGAAGTCTTGTTTGGTTATTTATGTGATGGATTTGAAAGAGTAAATGAACAGGAAGGT
AAAAATTCAAAGGCTATACAAATTGAAATAATGTCAAAAATTTTCAAGTCGATCATATTA
CTTAATCCTGACTAGGTATATGAAGCTTATATGTTTTGTATTTTAAAGATAGCACCTGAT
TATGAGTCTAATGAGCTTGGTGTGGGTAGGGAAATACTTTAAAAAGCAATTAGTAATTGT
TGTGGTAAATCAGTTACTTAAATCAGAGATAGCCTTAATAAACTTGGTGACTTAGGTAAG
GTTGCGTCCGAAGCCAAATCTACCTAAAAAAACATCACAAATTATTTTTAAAAGCAGGCT
AAAGAAAAGCCTCCTATTACTCTTAATAGAACTTTTAATGATTTGAAAAGTATTGCAGCT
GCTTCAGGAAAGGACTCAACTGCAGAAAGAGAAAGAATTATTATAAAATATATGAATGAA
GCAAAACCAGATGAAGCATGCTATTTTATTAGATTTTTAGAGTAGAATTTGAAAATTGGT
GCTGCTGAAAAAACAATGTAGGCAGCTCTTTCCAAAGCATTCTTTGAAATTGCCCACAAT
ATCAAAAGCAATCACGTTTACACAGAATAATAAAACTAACTTTTAGAAGAATTTAACTTC
AATATCACTAGATGTCTGTGTGAGTTTCCAAACTATTACTAAGTCATTGAGACTTTGAAA
TAAATTGGCAAAGATATTTCTAAATTATTAGATATCTGCAAGATCACGATAGGCGTTCCC
TGCAAGCCTATGCTTGCCAAACCAACAAAATCAATTTAAGTTATTTTGGAAAGATTCAAA
GACATGACTTTTACTTGTGAATACAAGTATGATGGATTGAGAGGTCAAATACACTACGAT
GGAAAAGATGTTACTATTTTTAGCAGAAACCTAGAAAATATGACATAGATGTATCCTGAT
ATTGTAGAATTCATAAAAAAACATGTCAGCTAATCGCAAAACTGTTAAAAATTTTATTTTA
GATAGTGAAATTGTAGCTTTTGATAAAAACACCAACAAAATTAGACCTTTCTAATAATTA
GCAACAAGAGGAAGAGTCAATGTCAAATTAGATGAAATTGATATAAAAGTTTGTGTTTTT
ATGTTCGATTTAATATATATCAATGACTAGAGTTTGCTACAAACAACACTTTAAGAAAGA
AGATAAAAAATTTAGGAGTGTTTTGTTCAAGAACCTGGTGAGTTCTGCTTTGCTGAGCAC
ATAAACACTGAAGATGTTGAACAAATTTAAGAATTCTTAGAAAAATCTGTTAAGGTGGGA
TGTGAAGGCTTGATGGTTAAAACTTTAGAAACTAACTCAACTTATGAACCAGCAAAAAGA
TCATTTAAATGGCTTAAACTCAAAAAAGATTATTTAGATAGTGGGTTAGGAGATACACTT
GATTTAGTTCCGATTGCAGCCTTCAAGGGTACAGGTAAAAGAGTTGGATTGTATGGTGCT
TACCTATTAGCTTGCTACAATGAAGATATGGAACGTTATGAAACAATATGTAAAATAGGT
ACAGGATTTTCAGATGAAATCTTAGAAGCATGCTATAAATTCTTCTAAGATAAAATTATA
CCATAGCCATAATCTGATTATTTAACCAAAGATTTTAAAGCAGATGTATGGTTTAAACCT
TCTGTAGTTTGGGAAATTAAGGGAGCAGATTTACAAATATCACCAGTATATACTTGTGCA
ATTAGTGAAACAAATTAAGAAAAAGGTATTGGTCTTAGATTCCCTCGTCTTATCAGAGTT
AGAGATGATAAAGATCCAGTCGATGCTACTTCTCCTTCTTTTATATACGATATATATAAA
CAATAAGCTGTTGTAGCAAATGATTTTGATGATGGTGATGATTTCTATTGA

Protein

>36.m00193

MKQGT IKNFFGNSQKKKEELGESNLGSDKKCATQSQKGAETNGQNSKESQQKPDESKSQQ
EESQLKEKPKAQKRRQ1 IDSSDDEEVPSLATMS I SNKQ I KKVENENQKNESSKSETKSST
DSSNLSKQ I LEKPKNEDEKLSQSSKKAAEQQDTKKKPTNNLRKLLDKHFDP 1EDAPFYKD
QEVLFGYLCDGFERVNEQEGKNSKAIQIEIMSKIFKSIILLNPDQVYEAYMFCILKIAPD
YESNELGVGRE I LQKA I SNCCGKSVTQIRDSLNKLGDLGKVASEAKSTQKN I TNYFQKQA
KEKPP I TLNRTFNDLKS IAAASGKDSTAERERI I IKYMNEAKPDEACYF IRFLEQNLKIG
AAEKTMQAALSKAFFE I AHN IKSNHVYTEQQNQLLEEFNFNITRCLCEFPNYYQVIETLK
QIGKDISKLLDICKITIGVPCKPMLAKPTKSIQVILERFKDMTFTCEYKYDGLRGQIHYD
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GKDVT IFSRNLENMTQMYPD I'VEF I KKHVSQSKTVKNF I LDSE 1VAFDKNTNKIRPFQQL
ATRGRVNVKLDEIDIKVCVFMFDL 1Y INDQSLLQTTLQERRQKIQECFVQEPGEFCFAEH
INTEDVEQIQEFLEKSVKVGCEGLMVKTLETNSTYEPAKRSFKWLKLKKDYLDSGLGDTL
DLVPIAAFKGTGKRVGLYGAYLLACYNEDMERYET ICKIGTGFSDEILEACYKFFQDKI I
PQPQSDYLTKDFKADVWFKPSVVWE IKGADLQISPVYTCAISETNQEKGIGLRFPRLIRV
RDDKDPVDATSPSFI1YDIYKQQAVVANDFDDGDDFY*>
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TtLIG13 (BtLig) TTHERM_00392850
NCBI Ulagim Numarasi: XM_001011861.1 (mMRNA)

Genomic sequence length: 1668 nucleotides
CDS length: 1668 nucleotides
Protein length: 555 amino acids

Genomic sequence

>42 .1t00065
ATGATCAAAATTGATTTAACAAAACCTGTATTTCTTAATTTTAATCAATCAAAGTTTTGG
GAAATCAGCCTGCTTGATGGAAATAAATCTTAAATCAGATATGGAAAGTTGGTTTAAGGT
GAAGAGATTGAAGAGAAAACTTAAATTGTCCAAAAGTAGCACAAAGACACTGACTCTTGT
TTAGATTACATAATAAGAGTGATTGAAAACAAAAAATTGAAAGGATATAGCGGAGATATT
CCCATGAAAAAGAATGAGCCTTAAATCATCATTCCTGCAAATAACGCAAGTGGATTTTCA
ATTTAAATTTCAGCACCTAAATCTGTTGAAAATAATGCTAACGATGATAAAGATTCTAAA
GTTGATTCAAATACTCAAGCGTATTTATAGGAAAACAAAACTTGGTCATCATAATTTGTA
ATTTTAACTCTGTCTGGCAATGAAGTAGAAGAAATTATAGGCAAACTAGGAATAAAAAAG
ACATGGGAAAAAAGTTCTACAATATTAAGTGCAAACTAGTGTAAATTGTATTTCAAAAAT
TAAATTGAGGAATACGAAAGAAAGGGATATGTGAGAGATGATAGTCAATATAATTTTTAG
CTAAATGAAGTTAATAAACACTTTTCAGCATAAAATGGATCTAGTAATAATAATTAGCTT
GATCTCAACTAGAAAGGCAAAAAGAAAAATTTTAATAAAGATTCAGGGTTATACGACGAT
TCACATTCAAATATTTCAGGTATCTCAGATTAGTCAGATTTAACTGCTAGGTCTGGTGGC
TCTTAATTAGATTTATCATTCGACAAGGGTGATGATGATGATGGTAATAGCTCAGTTGTT
GTAACTGGAGAAATTAAAAAAGGTTCTTTAGGTGCTAACGGAAGTATGGATTCAGGTGTA
CTTTTAGCTTAAGCAATGCCAGATGAAATGGATCCAACTGGCTGGTATGCAAGTGAAAAA
ATGGATGGAGTCAGAGCTGTTTGGACTGGAAAGACATTTTATTCTAGGAATGGTAACGAA
TTCTACCCTCCTCCATTTTTCATTTAAAATTTCCCAAATTGCACTTTAGATGGGGAATTG
TTTACAAAAAGAGATGATTTCTAGCGTTGTGTGGGTATTGTTAAGACAAAAAATGGAAAT
GAAGAAAAAGATGAAAGGTGGAAAGATATTGTTTACTTAGTTTACGACTGTCCTAAATTA
TTAAAACCCTTTAAAGATAGAATAAAAGCTTTACAAGAATAAATTCCAAAACTTGGTAAC
AAGTACATTAAAGTTCTTCCACATAAGATAGTGGAGAGCAGAGAATAACTTGAATCAGAG
CTTGATAGAGTCTTAAAAAATAATGGCGAAGGTTTGATGTTAAGAGATCCTAATTCAATG
TATGAATGCAGAAGATCAAAAACCCTTCTTAAGGTAAAAACATTTACAGATGAAGAAGCT
ACAGTAATTGGGAGTGAAAGAGGTGAAGGAAGATGTGCAGATATGATGGGTGCTTTGGTA
TGCCGTATGAAAAATGGAAAAGAATTCAAAATAGGATCAGGATTCAATGATGACTAAAGA
AGAAGGCCACCTAAAAAAGGAAGTGTGATAACATTCAAATACCAAAATCTTACCAAAGAT
GGTAAACCAAGATTCCCTATTTTCTTGAGAATAAAAGAAGACGAATGA

CDS

>42.m00247
ATGATCAAAATTGATTTAACAAAACCTGTATTTCTTAATTTTAATCAATCAAAGTTTTGG
GAAATCAGCCTGCTTGATGGAAATAAATCTTAAATCAGATATGGAAAGTTGGTTTAAGGT
GAAGAGATTGAAGAGAAAACTTAAATTGTCCAAAAGTAGCACAAAGACACTGACTCTTGT
TTAGATTACATAATAAGAGTGATTGAAAACAAAAAATTGAAAGGATATAGCGGAGATATT
CCCATGAAAAAGAATGAGCCTTAAATCATCATTCCTGCAAATAACGCAAGTGGATTTTCA
ATTTAAATTTCAGCACCTAAATCTGTTGAAAATAATGCTAACGATGATAAAGATTCTAAA
GTTGATTCAAATACTCAAGCGTATTTATAGGAAAACAAAACTTGGTCATCATAATTTGTA
ATTTTAACTCTGTCTGGCAATGAAGTAGAAGAAATTATAGGCAAACTAGGAATAAAAAAG
ACATGGGAAAAAAGTTCTACAATATTAAGTGCAAACTAGTGTAAATTGTATTTCAAAAAT
TAAATTGAGGAATACGAAAGAAAGGGATATGTGAGAGATGATAGTCAATATAATTTTTAG
CTAAATGAAGTTAATAAACACTTTTCAGCATAAAATGGATCTAGTAATAATAATTAGCTT
GATCTCAACTAGAAAGGCAAAAAGAAAAATTTTAATAAAGATTCAGGGTTATACGACGAT
TCACATTCAAATATTTCAGGTATCTCAGATTAGTCAGATTTAACTGCTAGGTCTGGTGGC
TCTTAATTAGATTTATCATTCGACAAGGGTGATGATGATGATGGTAATAGCTCAGTTGTT
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GTAACTGGAGAAATTAAAAAAGGTTCTTTAGGTGCTAACGGAAGTATGGATTCAGGTGTA
CTTTTAGCTTAAGCAATGCCAGATGAAATGGATCCAACTGGCTGGTATGCAAGTGAAAAA
ATGGATGGAGTCAGAGCTGTTTGGACTGGAAAGACATTTTATTCTAGGAATGGTAACGAA
TTCTACCCTCCTCCATTTTTCATTTAAAATTTCCCAAATTGCACTTTAGATGGGGAATTG
TTTACAAAAAGAGATGATTTCTAGCGTTGTGTGGGTATTGTTAAGACAAAAAATGGAAAT
GAAGAAAAAGATGAAAGGTGGAAAGATATTGTTTACTTAGTTTACGACTGTCCTAAATTA
TTAAAACCCTTTAAAGATAGAATAAAAGCTTTACAAGAATAAATTCCAAAACTTGGTAAC
AAGTACATTAAAGTTCTTCCACATAAGATAGTGGAGAGCAGAGAATAACTTGAATCAGAG
CTTGATAGAGTCTTAAAAAATAATGGCGAAGGTTTGATGTTAAGAGATCCTAATTCAATG
TATGAATGCAGAAGATCAAAAACCCTTCTTAAGGTAAAAACATTTACAGATGAAGAAGCT
ACAGTAATTGGGAGTGAAAGAGGTGAAGGAAGATGTGCAGATATGATGGGTGCTTTGGTA
TGCCGTATGAAAAATGGAAAAGAATTCAAAATAGGATCAGGATTCAATGATGACTAAAGA
AGAAGGCCACCTAAAAAAGGAAGTGTGATAACATTCAAATACCAAAATCTTACCAAAGAT
GGTAAACCAAGATTCCCTATTTTCTTGAGAATAAAAGAAGACGAATGA

Protein

>42.m00247
MIKIDLTKPVFLNFNQSKFWE I SLLDGNKSQIRYGKLVQGEE I EEKTQ1VQKQHKDTDSC
LDY I IRVIENKKLKGYSGD I PMKKNEPQI I IPANNASGFS 1Q 1 SAPKSVENNANDDKDSK
VDSNTQAYLQENKTWSSQFV ILTLSGNEVEE I IGKLGIKKTWEKSST I LSANQCKLYFKN
QIEEYERKGYVRDDSQYNFQLNEVNKHFSAQNGSSNNNQLDLNQKGKKKNFNKDSGLYDD
SHSNI1SG 1 SDQSDLTARSGGSQLDLSFDKGDDDDGNSSVVVTGE IKKGSLGANGSMDSGV
LLAQAMPDEMDPTGWYASEKMDGVRAVWTGKTFYSRNGNEFYPPPFF IQNFPNCTLDGEL
FTKRDDFQRCVG I VKTKNGNEEKDERWKD 1 VYLVYDCPKLLKPFKDR IKALQEQIPKLGN
KY IKVLPHK I VESREQLESELDRVLKNNGEGLMLRDPNSMYECRRSKTLLKVKTFTDEEA
TV1GSERGEGRCADMMGALVCRMKNGKEFK I GSGFNDDQRRRPPKKGSV I TFKYQNLTKD
GKPRFPIFLRIKEDE*

Not: Sar1 renkle golgelendirilmis bolgeler biyolojik islevi bilinmeyen N
Terminal domaini gosterir. Katalitik Domain ile ilgili ¢aligmalarda golgesiz olan
dizi FBtpETNdel ve RBtpETXhol primerleri ile ¢ogaltilarak tiretilen 897 bg’lik

dizi kullanilmastir.
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TtLIG4 (Lig4d) TTHERM_00387050
NCBI Ulasim Numarasi: XM_001019308.1 (mRNA)

Genomic sequence length: 3351 nucleotides
CDS length: 3081 nucleotides
Protein length: 1026 amino acids

Genomic sequence

>41.1t00043
ATGCAAAACTATTATAAATGGCATAAGATAAAATAAGAATAAAATCAAGAATTGTCTGTT
AATATAAAGCCAATTTCTTCATCAAAGATGAAACAAAGTGATATTTCTACTAGGAAGAAA
AAAGCTTAAGAGTATAATATGGATTTTGATGAATTTTAGCAAGAGGATTCTAAAATTAAC
TAAAATTCTGATAATTTTCACTTTGGTGATTCAGCAGATGAATATGGTATTGATTCACCA
AAAATGAAAAGAGAAAAAGCAGTTAAAGAAGAAGATAATACCTTTCGCTTAGAAATTAAA
AAATCTCCTATCCTAGAGAAAACACTCTTTTCATTTTTAGTCAAATTTTATAATTAAGTC
TAGCAATCTAAAAAAGGGCAAAGAAAAAAATTTGTATAAAGATTCATTGACTCTACATTT
AAAACAAATAGATGTCCATCTTACACATTTACTATCCTTAGGTTAATAATGCCTCATCAT
GATAAATAACGTCTTAATTATGGCTTAAACTATAAAAATTTAGCTAAAGTTTTAAGCGAA
GTGTTTGCCTTATCAGAAGATAAACGTCAATAGCTTTTGAATTATAAAAGACCTTTAAAA
GACAACTAGCAAGTAGTTGGTGATTTTGGTGAAGTTGTATAAAATGTTTTGTAAGCATTT
ACTTAGAAAGCCACACTAACAATCAACGATGTGGATAGATGTCTTGATGAGCTTGCATAA
CCTCAAAATAGAGATCTAGCATCCAAAGAAAAAGTTTTAAGAAACTGCTTGAAGAATGCA
ACATCAGAAGAAATAAAATGGATTTCACGGTAATTTAATTTATTTTAATTAATATTAAAT
AAAAATCTATAAAAGTTTGATCTTAAAGGACCTTAATCTTGGTATTAATCACGAAATAAT
ACTTGCACTTTTTCATCCTGATGCAGTAGTATTATTTAATTCTACTTCTAGTCTTTGGGA
GGTTTGCAAGGAATTTGTAGATCCAAATCATAAATTATCTAATGTCCTTAGGCTATTTCA
TCCTATAAAACCTATGCTTGCAGGACGTAAGACTCTCAAAAGTATTGAAGCTATTCTTAA
AGGTAAGTAAAATATTAATTAATTTGAAACATTTAACATCCTTTTTACTTTTTTTTATAC
AGGTAAAAACTATTTAGTTGAAACAAAATTTGATGGGGAGAGAATTTAGTGTCATGTATC
TCCTGAATCTTTAATGTAAAAAAATTTTTTTTATATTTTTTTTGGTTTAACTTAATAATA
AAAATAGGTTTTTCACTAGAAACTCAAACAATTATACAAATATTTATGAAAGAATGATAG
AGCATGTTAGAAGAAGTTTAAAAGATGCTGTTCATAGTTGTATTTTAGATGGAGAAATGG
TTGTAGTAAATAAAATAACAGGATAAAGAGTTTAATTTGGTCTTAATAAAACTGTTGCAA
TGGAAAGAGAGGATGATGAATTATGTATATGTTATAAAATTTTTGACATTTTATATTTGA
AGACTAAAGATAATAAAGAATATGCACTGACAGAATACACATTGCAATATAGAAAAAAAA
TTTTAGAAAATTTAATTGACAATCAATAAGACAGAGTTGAAGTTATTTTTGGTAGAGAAT
ACTCAGATATAAATGACATACTGACTGAATTTAATGAGGCAATACATAGAAACGATGAAG
GTATAGTCATAAAGCAGCTCGATACTCTGTATTACCCAGATGATAGATCTGATAAGTGGA
TTAAAATGAAAGGTGACTACTATGAAGGAATAATAGATACCTTAGATTTGATAGTTATTG
GAGGATATTTTGGTGAAAAGTCTTATAAAATTAATGGCATAGGAGATTGGACAGATCATA
TCACACATTATCTTGTTGCTGTAGCGAAAAAGATTGATCTACAAAACCCCTCTAACTCTA
TACTTGTGCCTTTTGCTAAAGTGGGAGCAGGTTTTACAGCTAGAGACTATGCTGATATAA
AAGCTAGAATGAGAGATCAATGGGTAAGAACTAATCATTCAAATAAAACGCCTTCTTTCA
TCATATAAAACTGGAAACCTGGAGAAAAAGTAAGTTATTTAGAAAAATAATGACTTTTTA
AAAAAATAAAATTTAAGGATAAGCCAGATGCATATATTTTATCTCCTCAAAACTCTCTTA
TTTTAGAGATTAGGGCAACTGAAATTATATAATCTTCTTAATATCCGACCAACTACACCT
TAAGGTATTTATCTATTTTTAAAATACAATTTAAATGAAGTTTTGTAATATCCTAAATTA
AATTTTAGATTTCCGAGATTTGAAAAATTTAGAAGAGATAAAGATTGGTTTGATTGCATG
AAATTTAATGAAATTATAGAAATGACTTAAAATTTAAAGAAAAAAGAATAAAAAGAGAGT
GACAAAGAAGATAATGCAAGCGATGAAGAGTAGGACGAAAATGGAGGAAAATTAAAGAAA
AAAAGAAAAGGGTAAAATGGAGAAGAGATAGAAGTAAATAGACAAGGTAGAAAGCCAAAC
TGGAAGACCAATAAAGTTATGGCTCAATATCTTGATATTGATGTTTCTGATGTCAAAGTA
GAATCAAATATATTTAATAACTTTGTATTTAATATAATTAATTTACCTCATGAAGTATCC
TTGAGTGAGGAAAAGATATTGTTAGAGAAAGCCTAGATTGAAAAAGGTATAGTTGCTAAT
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GGTGGTAAAAAAGTATAAAATGATAGCAATCTTGTAACTCATTACATAGCTTCACATTAT
GATTTTAAAGTTTAAGTAATTGGTGATCACTATAAAGTAAATGTTCTATCCTTATAATGG
GTAAAAGACTGTATCAAAAAAAAAACTTTATTAGATTACTCTCCCCGCTACATTATATAT
GGTTAAGATTAATTGCTTGAGAGAAATAAATTGCTTTATGATTAATATGGAGATTCTTAT
TACAAAGATGTTGATGAAGATGAGTTATTGGATATTTTAAAATCTATGAAAATTGATTAA
ATAGAAGAAGAATTCTAGGAGAATGAAGAGTTTGAAGAGGCTGTTAAAGATATTATTTCC
ATGAAAAACCAACTTTTCAAAGAATGTTTTCCGTAAGGATAAACTTATTGCTTTTATAAT
GCAAATGATAAATTGAATTCAGATATAGACTTAAGATATTTAGTTGATCTAATTTAATTT
AGTGGAAATTAAGTTGTATTTGACTTATAGGACGAAATTGATTACATAGTGGCTTTAGAT
TATAGTGAAGCTGAAAACGAAAAAATTATTACCTTCAGAGAAAAAAACAGAAGTATGGAA
GTTATAACTCCTAAAAACTTGTTGAATAATTTTGGAATAGCTCTAGAATGA

CDS

>41.m00206
ATGCAAAACTATTATAAATGGCATAAGATAAAATAAGAATAAAATCAAGAATTGTCTGTT
AATATAAAGCCAATTTCTTCATCAAAGATGAAACAAAGTGATATTTCTACTAGGAAGAAA
AAAGCTTAAGAGTATAATATGGATTTTGATGAATTTTAGCAAGAGGATTCTAAAATTAAC
TAAAATTCTGATAATTTTCACTTTGGTGATTCAGCAGATGAATATGGTATTGATTCACCA
AAAATGAAAAGAGAAAAAGCAGTTAAAGAAGAAGATAATACCTTTCGCTTAGAAATTAAA
AAATCTCCTATCCTAGAGAAAACACTCTTTTCATTTTTAGTCAAATTTTATAATTAAGTC
TAGCAATCTAAAAAAGGGCAAAGAAAAAAATTTGTATAAAGATTCATTGACTCTACATTT
AAAACAAATAGATGTCCATCTTACACATTTACTATCCTTAGGTTAATAATGCCTCATCAT
GATAAATAACGTCTTAATTATGGCTTAAACTATAAAAATTTAGCTAAAGTTTTAAGCGAA
GTGTTTGCCTTATCAGAAGATAAACGTCAATAGCTTTTGAATTATAAAAGACCTTTAAAA
GACAACTAGCAAGTAGTTGGTGATTTTGGTGAAGTTGTATAAAATGTTTTGTAAGCATTT
ACTTAGAAAGCCACACTAACAATCAACGATGTGGATAGATGTCTTGATGAGCTTGCATAA
CCTCAAAATAGAGATCTAGCATCCAAAGAAAAAGTTTTAAGAAACTGCTTGAAGAATGCA
ACATCAGAAGAAATAAAATGGATTTCACGTTTGATCTTAAAGGACCTTAATCTTGGTATT
AATCACGAAATAATACTTGCACTTTTTCATCCTGATGCAGTAGTATTATTTAATTCTACT
TCTAGTCTTTGGGAGGTTTGCAAGGAATTTGTAGATCCAAATCATAAATTATCTAATGTC
CTTAGGCTATTTCATCCTATAAAACCTATGCTTGCAGGACGTAAGACTCTCAAAAGTATT
GAAGCTATTCTTAAAGGTAAAAACTATTTAGTTGAAACAAAATTTGATGGGGAGAGAATT
TAGTGTCATGTATCTCCTGAATCTTTAATGTTTTTCACTAGAAACTCAAACAATTATACA
AATATTTATGAAAGAATGATAGAGCATGTTAGAAGAAGTTTAAAAGATGCTGTTCATAGT
TGTATTTTAGATGGAGAAATGGTTGTAGTAAATAAAATAACAGCATAAAGAGTTTAATTT
GGTCTTAATAAAACTGTTGCAATGGAAAGAGAGGATGATGAATTATGTATATGTTATAAA
ATTTTTGACATTTTATATTTGAAGACTAAAGATAATAAAGAATATGCACTGACAGAATAC
ACATTGCAATATAGAAAAAAAATTTTAGAAAATTTAATTGACAATCAATAAGACAGAGTT
GAAGTTATTTTTGGTAGAGAATACTCAGATATAAATGACATACTGACTGAATTTAATGAG
GCAATACATAGAAACGATGAAGGTATAGTCATAAAGCAGCTCGATACTCTGTATTACCCA
GATGATAGATCTGATAAGTGGATTAAAATGAAAGGTGACTACTATGAAGGAATAATAGAT
ACCTTAGATTTGATAGTTATTGGAGGATATTTTGGTGAAAAGTCTTATAAAATTAATGGC
ATAGGAGATTGGACAGATCATATCACACATTATCTTGTTGCTGTAGCGAAAAAGATTGAT
CTACAAAACCCCTCTAACTCTATACTTGTGCCTTTTGCTAAAGTGGGAGCAGGTTTTACA
GCTAGAGACTATGCTGATATAAAAGCTAGAATGAGAGATCAATGGGTAAGAACTAATCAT
TCAAATAAAACGCCTTCTTTCATCATATAAAACTGGAAACCTGGAGAAAAAGATAAGCCA
GATGCATATATTTTATCTCCTCAAAACTCTCTTATTTTAGAGATTAGGGCAACTGAAATT
ATATAATCTTCTTAATATCCGACCAACTACACCTTAAGATTTCCGAGATTTGAAAAATTT
AGAAGAGATAAAGATTGGTTTGATTGCATGAAATTTAATGAAATTATAGAAATGACTTAA
AATTTAAAGAAAAAAGAATAAAAAGAGAGTGACAAAGAAGATAATGCAAGCGATGAAGAG
TAGGACGAAAATGGAGGAAAATTAAAGAAAAAAAGAAAAGGGTAAAATGGAGAAGAGATA
GAAGTAAATAGACAAGGTAGAAAGCCAAACTGGAAGACCAATAAAGTTATGGCTCAATAT
CTTGATATTGATGTTTCTGATGTCAAAGTAGAATCAAATATATTTAATAACTTTGTATTT
AATATAATTAATTTACCTCATGAAGTATCCTTGAGTGAGGAAAAGATATTGTTAGAGAAA
GCCTAGATTGAAAAAGGTATAGTTGCTAATGGTGGTAAAAAAGTATAAAATGATAGCAAT
CTTGTAACTCATTACATAGCTTCACATTATGATTTTAAAGTTTAAGTAATTGGTGATCAC
TATAAAGTAAATGTTCTATCCTTATAATGGGTAAAAGACTGTATCAAAAAAAAAACTTTA
TTAGATTACTCTCCCCGCTACATTATATATGGTTAAGATTAATTGCTTGAGAGAAATAAA
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TTGCTTTATGATTAATATGGAGATTCTTATTACAAAGATGTTGATGAAGATGAGTTATTG
GATATTTTAAAATCTATGAAAATTGATTAAATAGAAGAAGAATTCTAGGAGAATGAAGAG
TTTGAAGAGGCTGTTAAAGATATTATTTCCATGAAAAACCAACTTTTCAAAGAATGTTTT
CCGTAAGGATAAACTTATTGCTTTTATAATGCAAATGATAAATTGAATTCAGATATAGAC
TTAAGATATTTAGTTGATCTAATTTAATTTAGTGGAAATTAAGTTGTATTTGACTTATAG
GACGAAATTGATTACATAGTGGCTTTAGATTATAGTGAAGCTGAAAACGAAAAAATTATT
ACCTTCAGAGAAAAAAACAGAAGTATGGAAGTTATAACTCCTAAAAACTTGTTGAATAAT
TTTGGAATAGCTCTAGAATGA

Protein

>41.m00206

MQNYYKWHK I KQEQNQELSVN IKP 1 SSSKMKQSD I STRKKKAQEYNMDFDEFQQEDSK IN
QNSDNFHFGDSADEYG I DSPKMKREKAVKEEDNTFRLE I KKSP I LEKTLFSFLVKFYNQV
QQSKKGQRKKFVQRF IDSTFKTNRCPSYTFT I LRL IMPHHDKQRLNYGLNYKNLAKVLSE
VFALSEDKRQQLLNYKRPLKDNQQVVGDFGEVVQNVLQAFTQKATLT INDVDRCLDELAQ
PQNRDLASKEKVLRNCLKNATSEE IKWISRL ILKDLNLG INHE I I LALFHPDAVVLFNST
SSLWEVCKEFVDPNHKLSNVLRLFHP IKPMLAGRKTLKSIEAILKGKNYLVETKFDGERI
QCHVSPESLMFFTRNSNNYTN1YERMIEHVRRSLKDAVHSC I LDGEMVVVNK I TGQRVQF
GLNKTVAMEREDDELCICYKIFDILYLKTKDNKEYALTEYTLQYRKK ILENL IDNQQDRV
EVIFGREYSDINDILTEFNEAIHRNDEGIVIKQLDTLYYPDDRSDKWIKMKGDYYEGI 1D
TLDLIVIGGYFGEKSYKINGIGDWTDH I THYLVAVAKK IDLQNPSNS I LVPFAKVGAGFT
ARDYAD I KARMRDQWVRTNHSNKTPSF I IQNWKPGEKDKPDAY ILSPQNSLILEIRATEI
1QSSQYPTNYTLRFPRFEKFRRDKDWFDCMKFNE I l EMTQNLKKKEQKESDKEDNASDEE
QDENGGKLKKKRKGQNGEE I EVNRQGRKPNWKTNKVMAQYLD IDVSDVKVESN I FNNFVF
NI INLPHEVSLSEEK I LLEKAQIEKG I VANGGKKVQNDSNLVTHY IASHYDFKVQV IGDH
YKVNVLSLQWVKDC IKKKTLLDYSPRY I 1 YGQDQLLERNKLLYDQYGDSYYKDVDEDELL
DILKSMKIDQIEEEFQENEEFEEAVKD I 1 SMKNQLFKECFPQGQTYCFYNANDKLNSDID
LRYLVDL IQFSGNQVVFDLQDE IDY I VALDYSEAENEK I I TFREKNRSMEV I TPKNLLNN
FGIALE*
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Birinci Motifi “KxDG” Seklinde Bulunduran Fakat Diger Bes Motifi
Tasimayan Hipotetik Protein:

NCBI Ulagim Numarasi: XM 001024104
TTHERM_00659030 sequence information

Genomic sequence length: 2777 nucleotides
CDS length: 2463 nucleotides
Protein length: 820 amino acids

Genomic sequence

>97.100082
ATGCAATAGGCGCAAGTTCGCTCTAATCTCCCGAAACCAATTTATGGTTTGCATAAAAGA
TTAGGAGAAGAAAATGTTGAATAAAACACAAAAGCAGTCATAGAAAAATATAAAACATAT
ACTTGGGATAAATCGTTCATTTACAATTATCTTGATACTCGTTTATTGAAATCAATATTT
TTAGATGATAATTAATACTTTTAAGATTGCATTTTTCTAATTAATGAATATAATGCAGAG
GTAGAGAAAATCAAGAAAAGCAAGGAGGAAATGAAAAATGGGCCATGGAAAATGCGTTTT
TTTAGCACTCTATATAATTTACTTCGTGAGGTCATTTTTACAAGAGACAGAATACTTTAA
CGAAGTTTCGCCCAAGATGTTAATTAATGGGCGTATAAGCAATTAGAAGGTTTAGAGGCA
GATTAGAAAGAAATTAAACCTTTTGAAAATGATCCAGCCTTTATGCTTACAACACTAAGA
GGAGTTATGAAAGATTTTAGCAAGTATCGTAAAACCTCAAGCTCTAGGGAGAGACCTGTA
AATAAATCTCTTGAAAAATAGATAACAGTGACCTTTACCGCTAACACTTTACCTAATTTT
AACGACGAATCAACTGTAATAGGCAACAGAACTTTCCTTGATGAAAGCACAAGAGATTAA
ACCATATTAGATAACAGATAATAATCCCCAGAAAAAGAAGAATAATCAGTTTTGAGTTAA
AGCACAACTCATTTTAAAGTAACTTCTATTTTATCTTAAGCTGGGCTGCGTCCTAAGATG
AAGATGCCTTCAGAATATGTACAAGAAGCTTTAAAAGATTATAATATATGTGCTCGTACT
AAACATCCTGAATATGAACCTCCTGCTGTAAGGTATAAAATAACTTCATAATATATATAT
TTTTACTTAAAATCCTTATTAAACAAAACTAAAATATTATTGAAAAGTAAATAAATAAAT
TCCTAAATAAATAAAAATGGCTTTAAAAGATACCTATTATTTTAAGAAATATAGTGAAAT
TTTAGATTAAGGAAGATTCATAATTTTTTTTGATATAAAAATGAAACAGAAAATATTTAC
TTATTTAATTTTAATTAAACAGAAATAAATATTTAAATAATTATCATTAAATTCTTTAAA
GCTATTTGACAAATAAATTAATTTTAATTTTACTAATTTTAAAAAGACTGAAAGAATATA
AGAGAAGAGTTTTAAGCTTTGATGATCCTTCTAAAGTGTTAACTAAGTTGGCTGATACAT
AAAAGAAAGATTCTGAATTTTCAAGAGTAACTTATCCTAAGCCTTTAACACTCTAGGATA
TGAAAAAAAAGAAAGAAGAAGAAGAATAGTAAGCACTTGAAGAATAGAAGAGAGAAGAGG
CTGCAAATAGAGCAGAAAGTGCTGCTGGAGAAATTAAACCAGAAGATGGATAGGCCCCTG
CTGCAGCAACTCCTAATTAGGAGGGAGAATAAAAAGCTGATGATGATAAGAGCTAAAAGG
AAGACTTGGATTTAAGTGGAATTCTAGCTGAAAAGGATGATGGATAACCCAAAAAACCTC
CTCTTTAACCTAATATTAAAAATTATACGAATGATGAATATGGAAAGGAGACTTTTATTA
GAGATTTAAATAAAAAGTATGATCACAGAAGCAACTATATTTACTATGAGCCTTCTGATG
ATGTACGCGAAATAAGAATGGAAAATAAGTGGAATGAAAATAGGTAAAAGGAATTAAAAG
AGAAGAGAGAAAATGAAGAAATGATTAAATTGGTTTAAGAATGGTCTATTGCAAAAGGCA
GATTAGAAAAAGAAATCAGTAGAAAAATAGATTCAAATATTTATGGTTCGAAATTTAAGG
ATTGCGAATATCGCTTTAATAAAAAAACAAATGAAGAGCTTTAAAAGCTGGATTAAGAAA
CTAAAGAAGCTGCTCTTAAGCAAAATGCCCTCTAAGAAATCAGGGAAATAGAAGACAAGA
AAAAGAGAATCGAATAAAAAAAGAAGGAAAGAGAGGAAAGAAGAAAGGAAAGAGAAGAAA
AGAAAAATAAGAAAAAAAGACATGATTCTGACTCAGATAAAGAAAAGTCTGATGAAGAGT
CTTATGATGAAGAATTAGATGGTCCTTTTGATCCCAGCAATCCTAAATTTAAAAATAAAA
GACGTCCTCATTCATTGCATGTCTAATCAAAGCCTGAATAAAAAAGTGTTGATTTCACTT
CTACTCTTCCTCGTATAGCAAAAGTGTAAAATCAAACTAATTTGCATCCCTTCAAAGGAC
TAGAATATGATACATAACGTTAAAAGATTGAAATGATAAAGAGACTTCATGGTAATTTAA
TAAATATTAAACCTAATAATCCAGCTAATAACAATGAATTATCAAAAACTCAGTAAGCTG
CTGTTTAATCTGAGTCTTCATAGTCATTTTACTATGAAAGTTAAAATAGAAACTAATCTA
AGGAACCTATATAACCTTCTTTATCAGTGTATTCAAGAGATGTTATGTAAAAGCTTAGAC
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CTTTTTCAGCAATTTTTGAAGCAAACGACCTATCAGTAATTTAAAAGGAGCAACTACTGG
AAGTACACGAAGTAAAAAATAGAATGGCTAAGTATAAACTTTCAGTACCATATAAAAAAT
TAAAAGATGCAATAATTGTCCCAGAAGGCCTGACAAATAAAGAGGATTTAGAGCTTATTC
CAGATCCTGGACAAGGATTAATAAAAAATCCCTTTATGAAGGATAAGAAGAAAAAAAAGA
AGAAGAAAAGAAAGTGA

CDS

>97.m00174
ATGCAATAGGCGCAAGTTCGCTCTAATCTCCCGAAACCAATTTATGGTTTGCATAAAAGA
TTAGGAGAAGAAAATGTTGAATAAAACACAAAAGCAGTCATAGAAAAATATAAAACATAT
ACTTGGGATAAATCGTTCATTTACAATTATCTTGATACTCGTTTATTGAAATCAATATTT
TTAGATGATAATTAATACTTTTAAGATTGCATTTTTCTAATTAATGAATATAATGCAGAG
GTAGAGAAAATCAAGAAAAGCAAGGAGGAAATGAAAAATGGGCCATGGAAAATGCGTTTT
TTTAGCACTCTATATAATTTACTTCGTGAGGTCATTTTTACAAGAGACAGAATACTTTAA
CGAAGTTTCGCCCAAGATGTTAATTAATGGGCGTATAAGCAATTAGAAGGTTTAGAGGCA
GATTAGAAAGAAATTAAACCTTTTGAAAATGATCCAGCCTTTATGCTTACAACACTAAGA
GGAGTTATGAAAGATTTTAGCAAGTATCGTAAAACCTCAAGCTCTAGGGAGAGACCTGTA
AATAAATCTCTTGAAAAATAGATAACAGTGACCTTTACCGCTAACACTTTACCTAATTTT
AACGACGAATCAACTGTAATAGGCAACAGAACTTTCCTTGATGAAAGCACAAGAGATTAA
ACCATATTAGATAACAGATAATAATCCCCAGAAAAAGAAGAATAATCAGTTTTGAGTTAA
AGCACAACTCATTTTAAAGTAACTTCTATTTTATCTTAAGCTGGGCTGCGTCCTAAGATG
AAGATGCCTTCAGAATATGTACAAGAAGCTTTAAAAGATTATAATATATGTGCTCGTACT
AAACATCCTGAATATGAACCTCCTGCTGTAAGACTGAAAGAATATAAGAGAAGAGTTTTA
AGCTTTGATGATCCTTCTAAAGTGTTAACTAAGTTGGCTGATACATAAAAGAAAGATTCT
GAATTTTCAAGAGTAACTTATCCTAAGCCTTTAACACTCTAGGATATGAAAAAAAAGAAA
GAAGAAGAAGAATAGTAAGCACTTGAAGAATAGAAGAGAGAAGAGGCTGCAAATAGAGCA
GAAAGTGCTGCTGGAGAAATTAAACCAGAAGATGGATAGGCCCCTGCTGCAGCAACTCCT
AATTAGGAGGGAGAATAAAAAGCTGATGATGATAAGAGCTAAAAGGAAGACTTGGATTTA
AGTGGAATTCTAGCTGAAAAGGATGATGGATAACCCAAAAAACCTCCTCTTTAACCTAAT
ATTAAAAATTATACGAATGATGAATATGGAAAGGAGACTTTTATTAGAGATTTAAATAAA
AAGTATGATCACAGAAGCAACTATATTTACTATGAGCCTTCTGATGATGTACGCGAAATA
AGAATGGAAAATAAGTGGAATGAAAATAGGTAAAAGGAATTAAAAGAGAAGAGAGAAAAT
GAAGAAATGATTAAATTGGTTTAAGAATGGTCTATTGCAAAAGGCAGATTAGAAAAAGAA
ATCAGTAGAAAAATAGATTCAAATATTTATGGTTCGAAATTTAAGGATTGCGAATATCGC
TTTAATAAAAAAACAAATGAAGAGCTTTAAAAGCTGGATTAAGAAACTAAAGAAGCTGCT
CTTAAGCAAAATGCCCTCTAAGAAATCAGGGAAATAGAAGACAAGAAAAAGAGAATCGAA
TAAAAAAAGAAGGAAAGAGAGGAAAGAAGAAAGGAAAGAGAAGAAAAGAAAAATAAGAAA
AAAAGACATGATTCTGACTCAGATAAAGAAAAGTCTGATGAAGAGTCTTATGATGAAGAA
TTAGATGGTCCTTTTGATCCCAGCAATCCTAAATTTAAAAATAAAAGACGTCCTCATTCA
TTGCATGTCTAATCAAAGCCTGAATAAAAAAGTGTTGATTTCACTTCTACTCTTCCTCGT
ATAGCAAAAGTGTAAAATCAAACTAATTTGCATCCCTTCAAAGGACTAGAATATGATACA
TAACGTTAAAAGATTGAAATGATAAAGAGACTTCATGGTAATTTAATAAATATTAAACCT
AATAATCCAGCTAATAACAATGAATTATCAAAAACTCAGTAAGCTGCTGTTTAATCTGAG
TCTTCATAGTCATTTTACTATGAAAGTTAAAATAGAAACTAATCTAAGGAACCTATATAA
CCTTCTTTATCAGTGTATTCAAGAGATGTTATGTAAAAGCTTAGACCTTTTTCAGCAATT
TTTGAAGCAAACGACCTATCAGTAATTTAAAAGGAGCAACTACTGGAAGTACACGAAGTA
AAAAATAGAATGGCTAAGTATAAACTTTCAGTACCATATAAAAAATTAAAAGATGCAATA
ATTGTCCCAGAAGGCCTGACAAATAAAGAGGATTTAGAGCTTATTCCAGATCCTGGACAA
GGATTAATAAAAAATCCCTTTATGAAGGATAAGAAGAAAAAAAAGAAGAAGAAAAGAAAG
TGA

Protein

>97.m00174

MQQAQVRSNLPKP 1 YGLHKRLGEENVEQNTKAV IEKYKTYTWDKSF1YNYLDTRLLKSIF
LDDNQYFQDC I FL INEYNAEVEK I KKSKEEMKNGPWKMRFFSTLYNLLREVIFTRDRILQ
RSFAQDVNQWAYKQLEGLEADQKE I KPFENDPAFMLTTLRGVMKDFSKYRKTSSSRERPV
NKSLEKQITVTFTANTLPNFNDESTV IGNRTFLDESTRDQT I LDNRQQSPEKEEQSVLSQ
STTHFKVTS ILSQAGLRPKMKMPSEYVQEALKDYN I CARTKHPEYEPPAVRLKEYKRRVL
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SFDDPSKVLTKLADTQKKDSEFSRVTYPKPLTLQDMKKKKEEEEQQALEEQKREEAANRA
ESAAGE IKPEDGQAPAAATPNQEGEQKADDDKSQKEDLDLSG I LAEKDDGQPKKPPLQPN
IKNYTNDEYGKETF IRDLNKKYDHRSNY I YYEPSDDVRE IRMENKWNENRQKELKEKREN
EEMIKLVQEWSI1AKGRLEKE ISRKIDSNI'YGSKFKDCEYRFNKKTNEELQKLDQETKEAA
LKQNALQE IRE 1EDKKKR I EQKKKEREERRKEREEKKNKKKRHDSDSDKEKSDEESYDEE
LDGPFDPSNPKFKNKRRPHSLHVQSKPEQKSVDFTSTLPRIAKVQNQTNLHPFKGLEYDT
QRQKTEMIKRLHGNL INITKPNNPANNNELSKTQQAAVQSESSQSFYYESQNRNQSKEPIQ
PSLSVYSRDVMQKLRPFSATFEANDLSV IQKEQLLEVHEVKNRMAKYKLSVPYKKLKDAI
IVPEGLTNKEDLEL IPDPGQGL I KNPFMKDKKKKKKKKRK*
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