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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.
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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

54



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’l