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OZET

KOPEK GULO GENININ PROMOTOR BOLGESINDEKI
POLIMORFiZMLER VE PROMOTOR AKTIiVITESINE
ETKILERININ ARASTIRILMASI

ACAR, Roja Fidel

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismant: Prof. Dr. Cemal UN
Agustos 2018, 49 sayfa

C vitamini diger adiyla L-askorbik asit memelilerin sagliginda 6nemli rolleri
olan bir vitamindir. C vitamini sentezinde gorevli olan bir enzim, GULO olarak ad-
landirilan bir gen tarafindan kodlanir. Insan, insans1 primatlar, baz1 meyve yarasa-
lar1, kemikli baliklar, 6tiicti kuslar (Passeriformes takimi) ve kobaylarda GULO geni
pseudogene doniistiigiinden fonksiyonelligini yitirmis olup kdpek de dahil diger tiim

memelilerde aktiftir.

Yapilan ¢aligmanin amaci kdpek GULO geninin promotor bolgesindeki poli-
morfizm ve promotor motiflerini saptayip bu polimorfizmlerin gen aktivitesine et-
kisini ortaya koymaktir. Bu amagla 50 adet sokak kopeginden toplanan kanlardan
genomik DNA’lar1 izole edilmistir. GULO geni promotor bdlgesi icin tasarlanan
primerlerle bu bolge PZR yontemi ile ¢ogaltilip ardindan sekanslanmistir. Mega 7
programi ile elde edilen sekanslar hizalanarak ilgili polimorfizmler ortaya konmus
ve ¢ogaltilan bolge igerisinde promotor motifleri de aranmistir. Promotor bolgedeki
polimorfizmlerin arastirtlmasina ek olarak, 10 kopekte GULO geni ekson-intron
baglant1 bolgelerinin (intron 1 ve 3’iin ekson 2 ile birlesim bdlgeleri) splaysing mo-

tifleri ve baglant1 bolgelerindeki polimorfizmler de saptanmistir.

Yapilan analizler sonucunda GULO geni promotor bolgesinde 9 farkli pozis-
yonda polimorfizm ve 10 tane de promotor motifi; ekson-intron baglant1 bolgele-

rinde ise 3 adet splaysing motifi ve 6 adet tek niikleotit polimorfizmi saptanmaistir.

Promotor bolgede saptanan polimorfizmlerden bir tanesinin, birbiriyle ¢akisan
iki promotor motifinin ortak niikleotitlerinin birinde yer aldig1 goriilmiistiir. Bu mo-
tiflerdeki olas1 bir niikleotit degisimi, motiflere 6zgiil olarak baglanan -transkripsiyon
faktorleri ve RNA Pol II gibi- diizenleyici faktorlerin baglanmasini etkileyebilece-



viil

ginden, transkripsiyon siirecini etkileyebilir. Yine ayni sekilde promotor bolgede
bulunan ancak motiflerin igerisinde yer almayan tek niikleotit polimorfizmlerinin

de transkripsiyon seviyesini etkilemesi olasidir.

Ekzon-intron baglant1 bolgesinde saptanan alt1 polimorfizmden ikisinin splay-
sing motifleri iizerinde yer almasindan &tiirti, GULO geni mRNA’sinin splaysing

mekanizmasi etkilenebilir.

Anahtar sozciikler: GULO geni, promotor bdlge, polimorfizm, splaysing,

promotor motifi, splaysing motifi.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF POLYMORPHISMS IN THE PROMOTER
REGION OF THE GULO GENE IN DOGS AND THEIR EFFECTS
ON PROMOTER ACTIVITY

ACAR, Roja Fidel

MSc in Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Cemal UN
August 2018, 49 pages

L-ascorbic acid, originally called Vitamin C, is an important vitamin for the
health of mammals. The enzyme that catalyzes the terminal step in the biosynthesis
of vitamin C is encoded by a gene called GULO. While GULO gene has become a
pseudogene in humans, hominoid primates, bony fishes, perching birds (passerifor-
mes order), guinea-pigs and some of the fruit bats, it is still functional in all other

mammals including dogs.

The aim of the study is to detect the polymorphisms and promoter motifs in
promoter region of the GULO gene in dogs and prove the effect of these polymorp-
hisms on gene activity. For this purpose, genomic DNAs were isolated from blood
samples collected from 50 pariah dogs. This region was amplified by the PCR met-
hod with the primers designed and sequenced for the GULO gene promoter region.
Polymorphisms have been detected on the sequences that were aligned by Mega7
software and promoter motifs have also been searched within the amplified region.
In addition to the investigation of polymorphisms in promoter regions, the splicing
motifs of exon-intron junction region (intron 1 and 3 are joined with exon 2) of

GULO gene and polymorphisms in this region were determined in 10 dogs.

Upon analysis of results, polymorphism in 9 different positions and 10 promo-
ter motifs in the promoter region were detected. Furthermore, 3 splicing motifs and
6 single nucleotide polymorphisms were detected in exon-intron junction region of
GULO gene.

One of the polymorphisms detected in the promoter region has been found
to be located on the common nucleotides of two overlapping promoter motifs. A

potential nucleotide change in these motifs may affect the transcription process, as



it may affect the binding of motif-specific regulatory elements such as transcription
factors and RNA Pol II. Similarly, single nucleotide polymorphisms which are found

in promoter region but not in motifs may also effect the transcription level.

Since two of the six detected polymorphisms in the exon-intron junction re-
gion are located on splicing motifs, the splicing mechanism of the mRNA of GULO
gene may be affected.

Keywords: GULO gene, promoter region, polymorphism, splicing, promoter
motif, splicing motif
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1. GIRIS
1.1 C Vitamini’nin Yapisi, Fonksiyonlar1 ve Biyosentezi

Vitaminler, viicudun ¢esitli biyokimyasal ve fizyolojik siirecleri i¢in esansiyel
olan bir besin sinifidir. insan viicudu vitaminlerin biiyiik bir kismini sentezleyemez,
bu nedenle besinler veya hazir preparatlar seklinde gerekli miktarda alinmalar1 ge-
rekmektedir. Vitaminler; yagda ve suda ¢dziinenler olarak kendi igerisinde ikiye ay-
rilmaktadir. A, D, E, K vitaminleri yagda ¢oziinme 6zelligine sahipken C, B ve B

vitamin kompleksleri suda ¢coziinmektedir (Igbal et al., 2004).

Askorbik asidin L- enantiyomeri olan C vitamini veya diger adiyla L- askor-
bik asit; suda eriyebilen bir monosakkarit tiirevi olup, glikoz ve diger alt1 karbonlu
monosakkaritlere benzerlik gosterir. Suda erime 6zelligine sahip oldugu i¢in de ka-
racigerde depolanamaz (Bénhegyi and Mandl, 2001), (Naidu, 2003).

Askorbik asit ilk olarak 1933 yilinda Nobel 6diillii Macar fizyolog Albert
Szent-Gyorgyi tarafindan kirmizi biberden izole edilmistir. Bitkilerde bulunan bir
maddenin eksikligi sonucu skorbiit hastaligina sebep oldugu diisiiniildiigii i¢in C vi-

taminine Antiskorbiit vitamini ad1 verilmistir (Svirbely and Szent-Gyorgyi, 1933).

Kimyasal ad1: 2,3-didehydro-L-threo-hexono-1,4-lactone olan C vitamininin
molekiiler formilii ise C¢HgOg’dir ve 176.124 g/mol molekiiler agirliga sahiptir.
pH 4 ile 6 arasinda maksimum kararlilik gosterir (Matei et al., 2008), (PubChem,
2018) (Erisim tarihi: 05.06.2017). Kararsiz ve kolay okside olabilen yapisi nedeniyle
oksijen, alkali ve yliksek sicaklik ile degrede edilebilir (Igbal et al., 2004).

Antioksidant 6zelligi olan vitamin C (Frei et al., 1989) vitamin E ile birlikte
viicuttaki diger antioksidanlari rejenere ettigi de gosterilmistir (Jacob and Sotoudeh,
2002). Ferrik demiri (Fe+3) ferr6z demir (Fe+2) formuna g¢evirerek demir emili-
mine de yardimci olmaktadir (Sayers et al., 1973). C vitamini biyokimyasal 6zel-
ligi sayesinde biyolojik sistemlerde hem enzim kofaktdrii hem de antioksidan ola-
rak rol alir. Bagisiklik sisteminin giiclendirilmesi, diglerin gelisimi, yaralarin daha
hizli iyilesmesi, kanser ve kalp hastaliklarina kars1 koruyuculuk gibi gorevlere sa-
hiptir (Carr and Frei, 1999). Kollajen, karnitin ve noradrenalin biyosentezinde rol
oynar (Yi and Schellhorn Herb, 2007). Prolin hidroksilaz, lizin hidroksilaz ve do-
pamin B-monooksijenaz enzimlerinin de kofaktoriidiir. C vitamini insanlarda sekiz
enzim i¢in elektron vericisi olarak gorev yapar, bunlardan iigii, kollajen hidroksi-

lasyonunda (ndrepinefrin, peptid hormonu ve tirozin metabolizmasi da dahil olmak



iizere) ve ikisi de karnitin biyosentezinde gorevlidir (Capra et al., 2006). Yapilan
arastirmalarda, insan fibroblast kiiltiiriinde kollajen geninin (COL29A1) uyarilmasi
icin vitamin C’nin gerekli oldugu da kanitlanmistir (Pullar et al., 2017). Zira kolla-
jen hareket sisteminin elemanlar1 olan kemik, kikirdak, lif ve eklemlerin yap1 tasi
olan bir proteindir (Gelse et al., 2003). Ayrica, viicudun demir absorbe etmesine ve
bir¢ok alerjik reaksiyonun iltihap bileseni olan histaminin par¢alanmasina yardimci
olur (Gaby et al., 1991).

C vitamininin antioksidan aktivitesi serbest radikallerin zararh etkilerini si-
nirlayarak, bazi kanser tiirlerinin gelisimini 6dnlemeye veya geciktirmeye yardimci
olabilecegi gibi kardiyovaskiiler hastaliklar ve oksidatif stresin neden oldugu bazi
hastaliklarda da bu zararl etkileri sinirlar (Li and Schellhorn, 2007), (Carr and Frei,
1999).

Baliklar, amfibiler, siirlingenler ve kuslarda (Passeriformes takimi kuslar ha-
ri¢) askorbat sentezi bobrekte gerceklesirken (Chatterjee, 1973), kendi C vitami-
nini sentezleyebilen memelilerde ise C vitamini biyosentezi karacigerde gerceklesir
(Linster and Van Schaftingen, 2007).

Mayalar, bitkiler ve hayvanlar C vitamini sentezinde farkli yollar kullanmak-
tadirlar. Mayalarda C vitamininin bir varyanti olan D-eritroaskorbat, D-arabinozdan
iiretilirken bitkilerde vitamin C, GDP-D-mannoz’dan omurgali hayvanlarda ise UDP-

D-glucuronat’tan sentezlenmektedir (Tomkins, 2014).

Hayvanlarda askorbat sentezi i¢in genel kabul goren biyosentetik yol, biiyiik
Olciide sigan karacigeri ile yapilan ¢alismalara dayalidir. Memelilerde C vitamini

biyosentezi Sekil 1.1 lizerinden anlatilmistir.

C vitamini bagisiklik sistemini desteklediginden yeteri kadar alinmadig: tak-
dirde enerji azlig1, burun kanamasi, yaralarin geg iyilesmesi ve skorbiit ad1 verilen
hastalig1 ortaya ¢ikarir. Skorbiit; uzun siire ve yeterli miktarda C vitamini alma-
yan bireylerde ortaya ¢ikan halsizlik, zayiflama, dis eti kanamasi, ciltte morluga ve
eklemlerde sislige yol agan bir hastaliktir. Tarihte, uzun siire denizlerde kalan deniz-
cilerin taze sebze meyve tiikketememesi ve kuru gida ile beslenmeleri sonucu ortaya

c¢ikan C vitamini eksikligi skorbiit’e neden olmustur (De Tullio, 2010).

C vitamini sentezinin son basamaginda gorevli olan bir enzim (L-gulono-y-

lactone oksidase), GULO olarak adlandirilan bir gen tarafindan kodlanir.
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Sekil 1.1. Reaksiyonu katalizleyen enzimler sirasiyla: 1. UDP-glikoz pirofosforilaz; 2. UDP-glikoz
dehidrogenaz 3. Niikleotit pirofosfotaz/ fosfodiesteraz; 4. UDP-glukurono transferaz; 5.
UDP-glukuronadaz; 6. fosfotaz; 7. B-glukoronidaz; 8. Glukuronat rediiktaz; 9. Gulono lak-
tonaz; 10. L-gulono laktonoksidaz. Bu sekil Linster ve Schaftingen’in Vitamin C Biosynt-
hesis, Recycling and degradation in Mammals adli makalesinden alinip modifiye edilmistir
(Linster and Van Schaftingen, 2007).

1.2 GULO Geni

C vitamini biyosentezi, memelilerde baslangi¢ substrati olarak glikoz ile bas-
layan ¢ok asamal1 bir siirectir. Bu siirecin son basamagini katalizleyen ve ‘L-gulono-
v-lactone oksidase’ (EC 1.1.3.8) olarak adlandirilan enzim GULO/GLO adl bir gen
tarafindan kodlanir (Tomkins, 2014).

Insan, insans1 primatlar, baz1 meyve yarasalar1, kemikli baliklar, &tiicii kuslar
(Passeriformes takimi) ve kobaylarda GULO geni pseudogene doniistiigiinden bu
canlilarda C vitamini sentezlenememekte ancak diger tim hayvanlar ve bitkiler C

vitaminlerini kendileri sentezlemektedirler. (Chinoy et al., 1984).

Gilinlimiize kadar yapilan ¢alismalarda insan GULO pseudogeni fonksiyonel
olan sican GULO geni ile kiyaslanmistir (Kawai et al., 1992), (Nishikimi et al.,
1994). UCSC Genom Tarayicist (genome.ucsc.edu) ve Rat Genom Veritabani’na
(rgd.mcw.edu) gore sican GULO geni 15. kromozomun p12 bandinda, insan GULO
pseudogeni 8. kromozomun p21.1 bandinda ve 28.799 baz ¢ifti uzunlugundadir. Gen



bolgesi 6 ekson ve 5 intron icermektedir (GenBank - National Center for Biotech-
nology Information (NCBI)).

Insan GULO pseudogeni ilk olarak 1994 yilinda Nishikimi ve ekibi tarafin-
dan fonksiyonel sigan GULO geni ile karsilagtirarak ortaya ¢ikarilmistir (Nishikimi
et al., 1994; Kawai et al., 1992). Insanda GULO pseudogenindeki 6 eksonun dérdii
sicandaki eksonlarla (7, 9, 10, 12. eksonlar) biiyiik 6l¢iide homoloji gdstermekte
olup, ¢cok fazla konserve olmayan niikleotit degisimi ile iki adet non-sense mutasyon
(stop kodona sebep olan) icermektedir. Insandaki diger iki ekson (8 ve 11. ekson)
sicandakilerle karsilastirildiginda delesyona sahiptir. Sekizinci eksondaki delesyo-
nun sebebi ge¢miste insan ve diger primatlarin ortak atasinin genomunda meydana

gelen transposable element insersiyonudur.

Ensembl.org veritabaninda bulunan bilgilere gore GULO geni kopeklerde 25.
kromozomda bulunup, 12 ekson ve 11 intron i¢eren gen bolgesi 32109 niikleotit
uzunlugundadir. Gene ait referans dizi, ENSCAFG00000008414 erisim numarasi ile
Ensembl veri tabaninda bulunmaktadir. Veritabaninda bulunan képek GULO genine

ait promotor bolge ekson 1 ve intron 1°e ait niikleotit dizileri Sekil 1.2°de verilmistir.

rochromogcme:CanFam3.1:25:300046812:30040822:-1

ATCCTECEECCAGCCAGCTCACAGCT GEEECAGAT GCARGAGCTTEEEECARTTTCCALG
TTCCTEITETGTCCCCATGCTCCTCAT CCAGCAGCTCTARCCTTTCGATGGACCCAGRAGR
ATTAGCECARACCTGCCCCCARCACTATCGAGGRCEEARARCGAGECCCTCAAGTGTTATCR
' GECA A A N T ATAGATAL GEARCCAGCTCTCT CTGCCCTARARGCCTRAGEGARGEGRAGED
COCTECTAGRACACTCTECCTGGECTGAGTETCCCTITTCTCCCCTCOCCCRACCCCOCA
COCCCCACCCTTGTCCTETCTCCTACAGTGATGECTEGCTICCTGTACCCATCOCCCRAG
ToTGACARCTGEGCTAACTAGCACAGETGCAGATTCCATTCCAT GTGECGTECCACGTET
GOCCTCCTECARGCAGECACCAAGGRAGGOCCTATGTTAAGACCCCCACRAGCCCCCCRLC
ATCATAGC T CCCCTCACCTAT GERAT CARGEACCCAGT ICTGARAGCAGCGEGETCTTER
GETTGEEEETCACAGT GCALGACACTTCCGEARCAGAGCCECTACCTCTTAARCTCTGETC
TTCCACCTTCTGCCTGAGAAGGCCCCCCAGGCAGSGGECAGGCCTCGAGCTGCTETTTGTA
TGGOTGEGAGCTTGTCGCAACACTGTTTACCCACCTTTGCCAGGGCCCARAGCCCCTCGGE
Ekzon 1 — GTATGCGGTACATCAGAGTCAGCCCTGAGCAGAGSGAGGTCACTGTGCTCCCGTGCTGTG
TGCTCCOGGECCCTCGCTCCACCTCGTCCCTGCAGCCCGC TGCCCAGTGCTCTGTCCCTGA
GGAAGCCACAGTCAGCCAAGGCCACCCACCCACCCCTGRAGCCATGETAGECTARCGICE
CACAGCCCEGCAGCCCEECAGECTGOGTCCAGETTGCGCCCATGARCCAGGCAGGGGACE
ACLA A TTRACTCAGETCTGEGACTGCGEEEEECAGGCCACGEEEACCCTCTTGRATTCES
ACTTEAGECTTTAGGGET GECACTEGEETETT GEEEAARCCTTGEEAGETGARAGTCCGE
GTTGEACTCCGETGTCTTCACTTEATTGCTETGTGTECTTGEEGARGTTACTTCACCTCT
CTGAGCTTIGCTIITCTGCTCCT GRAARGGECGATAATGTTACCGCTITCTCGGCATTATT
AT GET CTAR N T AR T T AT ATAT AGAGEAT CTCAGTACRAGTECTCGATACACAGEC
TTCTCCCTEGEECTCCCTGETTGEGCT TCGAGGCCEEGACGECTGCCGTEGAGTCTCCCA
intro nil — GACCTGECCCTCCCTGaCAGERAGEAGICT GET GEEAGAGET GAGACCCAGCTCCARGECC
TCTGEECCACCAGGCCAGCTCAGECCACCOCTTCCCCAGTCACCCCCCAAGRGETGCCCC
AGLCRCRGCAGEGGCCAGGCECCCTGAGECCTGCCCTCTCAGCCTCCACCCOCGRCCCCE
ToCCTTCTRACTRAAGRAGEEACACACGETITCCCETGCCATCCGCCCCOETGECOGUGRARE
GETCCAGEEAGRACALGCCCTECACGTAGCTECTCAGCTTCAGAGCCGOCGACGOGTTCCA
CCTCCCCCCGEECCCTGAGCGETGRACCGT GACCGEECGAGCAGCCTGECTCCGLGCCCTE

GUCGCAGCCTCCCAGCCCACEELOEECCTCAGCCCTGECCACCCEECICTTOGCCCCTCR

Promotor

Sekil 1.2. Ensembl veri tabaninda bulunan kdpek (Canis lupus familiaris) GULO geni promotor
bolge, ekson 1 ve intron 1’in bir kismi gosterilecek sekilde verilmistir (Erisim numarast:
ENSCAFG00000008414). Genin 25. Kromozomda ve 30004612-30040622 niikleotitleri
arasinda bulundugu dizinin en iist kisminda belirtilmektedir.



1.3 Pseudogenler ve Olusum Mekanizmalari

1953 yilinda Watson ve Crick’in ortak ¢alismasiyla yapisi ortaya konan deok-
siriboniikleik asit ya da kisa adiyla DNA, bazi viriislerin ve tiim canli organizmalarin
canlilik islevlerini yerine getiren ve kalitimi saglayan niikleik asittir (Watson et al.,
1953). DNA, protein ve RNA sentezi i¢in gerekli olan bilgileri tagiyan bir kalip go-
revi goriir. Bu genetik bilgileri igeren ve bu bilgilerin nerede, nasil kullanilacagini
diizenleyen DNA béliimleri ise gen olarak adlandirilir. Okaryotik organizmalarda
fonksiyonel bir {iriiniin sentezlenebilmesi i¢in ilgili gen bdlgesinin bir regiilator go-
revi géren promotor bolgeye, ekson bolgesine ve kodlamanin nerede bitecegini be-
lirleyen durdurma kodonuna sahip olmasi gerekmektedir. Tiim bu bélgelerin diginda
yine 0karyot organizmalarda intron bolgesi ve transkripsiyonu diizenleyen enhensir
bolgeler de mevcuttur (O’Connor et al., 2010), (Alberts et al., 2013).

Memeli genomunun ¢ogu protein kodlamayan dizilerden olusur. Genellikle
genomun kodlamayan boliimlerinde bulunan dizilerin yaklasik %10°u evrimsel ola-
rak korunmustur ve dolayisiyla islevsel anlamda 6nemi olabilecekleri diigiiniilmek-
tedir. Protein kodlamayan bolgelerden biri de pseudogenlerdir. Insan genomunda
yaklasik 18.000 pseudogen bulunmaktadir (Patrushev and Kovalenko, 2014).

Pseudogen kelimesi ilk olarak Jacq ve arkadaslari tarafindan kullanilmigtir
(Jacqetal., 1977). Bu ¢alismada kurbaga 5S rRNA’s1 i¢in kodlama yaptig1 diisiiniilen
genin gergekte RNA {iriiniinii islevsiz hale getiren ¢esitli dejeneratif 6zelliklere sahip
oldugu tespit edilmis, bu sekansi tanimlamak i¢in de pseudogen terimi kullanilmigtir.
Bu ¢alismanin ardindan pseudogenler bakteriler, bitki, bocek ve omurgalilar da dahil

olmak tizere ¢esitli canli tlirlerinde kesfedilmistir (Zheng et al., 2007).

Pseudogenler (V) literatiirdeki genel tanimu itibariyle, genomda fonksiyonel
genlerle sekans benzerligi gdsteren ancak evrimsel siire¢ icerisinde biriken mutas-
yonlar ile artik ifade edilmeyen dolayisi ile bircogu aktif bir protein sentezlemeyen
genlerdir. Nadiren de olsa bazi1 pseudogenlerin fonksiyonel bir promotor araciligiyla
transkribe oldugu ancak translasyonel ve splaysing sinyal sekanslar1 eksikligi nede-

niyle protein olusturamadigi bilinmektedir (Balakirev and Ayala, 2003).

Son yillarda yapilan pseudogen ¢alismalarinda, bu genlerin bazi durumlarda,
kendi RNA iirlinleri araciligtyla diizenleyici gorevi gordiikleri belirtilmistir. Yapilan
caligmalarda bu genlerin farkli tiirden aktivitelere sahip olduklar1 saptanmistir. Bun-
lardan ilki, fonksiyonel bir genin mRNA stabilitesini, kendi asir1 ekspresyonuyla

azaltarak, ana genin ekspresyonunu diisiirebilmesidir. Buna 6rnek olarak ise kanser



hiicrelerini up-regiile eden MYLKP pseudogeni verilmistir. Pseudogenin transkrip-
siyonu sonucu olusan kodlama yapmayan RNA’nin (ncRNA), fonksiyonel MYLK
geninin mRNA ekspresyonunu engelledigi ortaya konmustur. Bu ¢aligmalardan bir
digeri ise Drosophila ve farelerde yapilmis olup, islenmis pseudogenlerin iiriinii olan
siRNA’larin, RNA interferans (RNAi) mekanizmasiyla gen ekspresyonunu kontrol

ettigini gostermistir (Pei et al., 2012).

Pseudogenler iki farkli sekille sembolize edilirler, bunlardan ilki bir Yunan
sembolii olup ‘W’ (Psi) seklinde ifade edilir (6rnegin GULO (V)) bir digeri ise biiyiik
harf ve italik olarak kullanilan ‘ P’ harfidir (6rnegin GULOP) (Mighell et al., 2000).

Bir¢ogu aktif olmayan bu genler, omurgalilar ve ¢icekli bitkiler gibi kompleks
organizmalarin genomlarinda bol miktarda bulunmalari1 nedeniyle mutasyon hiz1 ve
ndtr evrim kaliplarini incelemek i¢in yararh bir kaynaktirlar. Sayesinde DNA ev-
rimi hakkinda ¢ok sey 6grendigimiz pseudogenlerin DNA regiilasyonundaki rolii-
niin kesfiyle birlikte bu genlerin transkriptom evrimi ¢alismalarindaki potansiyel
yararlar1 da 6nem kazanmigtir (Podlaha and Zhang, 2010). Pseudogenler genomun
herhangi bir yerinde olabilirler (Zheng et al., 2007).

Pseudogenlerin ¢ogu, DNA ya da RNA aracili duplikasyon tarafindan iireti-
len genlerden meydana gelmistir (Zhang et al., 2010). Literatiire bakildig1 zaman
iki ¢esit pseudogen bulunmaktadir (Wen et al., 2012). Bunlar: islenmis (processed)
ve islenmemis (unprocessed) pseudogenlerdir. Her iki yol ile meydana gelen pse-
udogenler de orijinal ana genin ayirt edici birer kopyasidir ve bu genler genomun

herhangi bir yerinde bulunabilirler (Zheng et al., 2007).

Bir hiicre boliinmeden hemen 6nce kendi genomunu ¢ogaltir ve bu siire¢ bo-
yunca bir genin fazladan bir kopyas1 kromozomda yeni bir lokasyona entegre edi-
lebilir. Bu yolla meydana gelen pseudogen islenmemis diger adiyla duplike pse-
udogendir (Gerstein and Zheng, 2006). Bu pseudogenlerin ekspresyonlart genel-
likle yanlis yerlesmis olan stop kodonlari ile engellenir (Bergman, 2013). Islenmis
pseudogenler ise olgun mRNA’nin revers transkripsyonundan sonra olusan kopya
DNA’nin (cDNA) genomun herhangi bir yerine eklenmesi sonucu yani retrotrans-
pozisyon ile meydana gelmektedir (Fairbanks and Maughan, 2006). Duplike ve is-
lenmis pseudogenlere ait olusum mekanizmalari Sekil 1.3°de verilmistir. Bu pseudo-
genlerin ise promotor ve intron bolgeleri yoktur (Zhang et al., 2003). Insanlarda bu-
lunan pseudogenlerin yaklasik 2/3°1 islenmis pseudogen sinifina girmektedir (Pat-
rushev and Kovalenko, 2014).
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Sekil 1.3. Sekilde duplike ve islenmis pseudogen olusum mekanizmalar1 gosterilmektedir. Duplike
pseudogen olusumunda duplikasyon olay1 gergeklesir ve boylece gen bir yerden baska bir
yere kopyalanir. Islenmis pseudogen olusumunda ise transkripsiyon ile olusan RNA 6nce
islenir (splaysing olarak adlandirilan intronlarin ¢ikarilip, eksonlarin biraraya getirilmesi
olay1) ardindan elde edilen RNA, revers transkripsiyona ugrayarak pseudogen haline gelir.
Dolayisiyla duplike pseudogenlerin intronlar1 icerirken islenmis pseudogenler sadece ek-
sonlardan meydana gelmektedir. Her iki olayda da pseudogenlerin yapisinda mutasyonlar
birikmektedir. Kaynak: (Gerstein and Zheng, 2006) (Tiirkge 'ye ¢evrilmistir).

Sonug olarak, her iki yol ile meydana gelen pseudogenlerin olusumunda, kop-
yalama sirasinda meydana gelen hatalar ve evrimsel siire¢ i¢erisinde biriken baz de-
lesyonu ve insersiyonu, yanlis konumlanmis stop kodonlari, nokta ve cergeve kay-
mast gibi mutasyonlarin sonucunda bu genler inaktif hale gelir (Tutar, 2012). Yine
literatiire bakildig1 zaman bir ¢esit islenmemis pseudogen olan uniter (tekil) pseudo-
genler mevcuttur. Bu pseudogenleri islenmemis pseudogenlerden ayiran 6zellik ise:
islevsel bir genin kopyas1 olmaksizin, evrimsel siire¢ icerisinde fonksiyonel olan bir
genin yani ana genin kendisinin inaktif hale gelmesidir. Insanlarda pseudogen olarak

bulunan GULO geni de uniter pseudogen sinifina girmektedir (Zhang et al., 2010).

Birbirlerine olduk¢a benzer olan fare ve insan genomu bir dizi ortak fonksi-
yonel gen tasir. Ancak bu organizmalarin evrimsel tarihindeki 6nemli doniim nok-
talarindan biri de sahip olduklar1 pseudogenlerdir. Ornegin farelerde hala aktif olan
GULO geni insan ve primatlar i¢in bir pseudogendir (Sekil 1.4) (Gerstein and Zheng,
2006).
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Sekil 1.4. Sekilde GULO geninin de icerisinde bulundugu bolge insan ve farede karsilagtirilmigtir.
C vitamininin sentezlendigi biyokimyasal yolagin son basamagi olan ‘L-gulono-y-lakton-
oksidaz’ enziminin sentezinde gorevli olan GULO geni farelerde hala aktif bir gen iken
insan ve primatlarda pseudogen olarak bulunmaktadir. Farelerde 14. kromozomda yer alan
GULO geni insanlarda 8. kromozomdadir. Memelilerin ¢ogu aktif GULO genine sahipken
primat soylarindaki canlilar bu genin 40 milyon y1l &nce aktivitesini kaybettigi diisiiniil-
mektedir. Bu gorsel (Gerstein and Zheng, 2006)’den degistirilerek alinmuistir.

1.4 Promotorun Okaryotik Gen ifadesindeki Onemi

1.4.1 Okaryotik Gen Yapisi ve ifadesi

Tipik bir 6karyotik genin yapisi regiilator sekanslardan ve protein kodlayan
acik okuma ¢ergevesi (ORF) kismindan olusmaktadir. Protein kodlayan kismi pro-
karyotlardaki gibi biitlinliik i¢erisinde olmayip kodlama yapmayan intron dizileriyle
béliinmiis ekson ad1 verilen parcalar seklindedir. Okaryotlarda gen ifadesi (ekspres-
yonu) transkripsiyon, post-transkripsiyonel modifikasyon ve translasyon agsamala-
rindan olusur (Lynch, 2005).

Gen ifadesi, transkripsiyonel diizeyde RNA polimerazin genin promotor bol-
gesine baglanip ¢esitli transkripsiyon faktorleri ile etkilesime girerek gendeki bil-
giyi kalip olarak kullanip mRNA sentezmesi siirecidir. Gen ifadesi siirecinde gen-
den transkripsiyon ile dnce pre-mRNA olusur. Olugan bu mRNA olgun olmayip,
splaysing (splicing) , 5’-7-metil-guanozin (5’-Cap) baghig1 takilmasi ve poli-A kuy-
rugu olusumu gibi 0karyotlara 6zgii post-transkripsiyonel modifikasyonlar gegirir.

Boylelikle olgun mRNA fiiretilmis olur (Picknett and Brenner, 2013).

mRNA’nin 5’ ucuna ve 3’ ucuna sirastyla 7-metil-guanozin bagligi ve poli-A



kuyrugu baglanmasi bu mRNA’nin niikleustan sitoplazmaya tasinirken niikleazlar
tarafindan parcalanmasini onleyerek yar1 Omriinii arttirmis olur. Ayrica 5’-7-metil
guanozin basliginin olusan mRNA’nin translasyon baslangicinda ribozoma baglan-

masini sagladigi da bilinmektedir (Rimoin et al., 2007).

Splaysing olay1 intronlarin ¢ikarilip eksonlarin bir araya getirildigi siirectir.
Eger bu siirecte eksonlarin say1 ve/veya siralart degisirse buna alternatif splaysing
denir ve boylece bu siire¢ sonunda ayn1 genden farkli say1 ve sirada eksonlar igeren
cesitli yeni mRNA’lar iiretilmis olur. Dolayis1 ile bu mRNA’lardan translasyon ile
sentezlenecek proteinler de farkliliklar igerebilir. Bir baska degisle, splaysing hiicre
igerisinde bir genden nasil birden fazla proteinin sentezlendigini agiklayan siiregler-
den biridir (Graveley, 2001), (Holste and Ohler, 2008).

Splaysing olay1 splaysozom (spliceozom) adi verilen bir protein kompleksi
tarafindan gercgeklestirilir. Ekson-intron baglanti bélgelerinde bu kompleksin alt bi-
rimlerinin taniyip baglandigi belirli splaysing motifleri vardir. Bu motifler evrimsel
stirec icerisinde konserve oldugundan meydana gelen polimorfizmler splaysing ola-
yint engelleyebilir, dolayisiyla olusan mRNA’nin belirli eksonlar1 icermemesine,
boylelikle olusacak olan proteinin farkli olmasina neden olabilir (Ke and Chasin,
2010), (Ke and Chasin, 2011), (Castle, 2011).

Transkripsiyon ve post-transkripsiyonel modifikasyonlardan sonra olusan ol-
gun mRNA’lardan protein sentezlendigi siire¢ olan translasyon gerceklesir (Clancy
and Brown, 2008).

1.4.2 Okaryotik Gen Regiilasyonu

Bir organizmanin her bir hiicresi, o organizmaya ait olan genomun bir kopya-
sin1 igermesine ragmen, her dokunun kendine 6zgii bir fonksiyonu ve hiicre tipi var-
dir. Ayrica genlerin dogru hiicre tipinde ve uygun zamanda hiicrenin farklilagmasi
ve gelismesi i¢in ifade edilmesi olduk¢a 6nemlidir. Tiim bunlar1 saglayan siirece gen

regiilasyonu denir (Phillips, 2008).

Gen regililasyonu, 6ncelikle transkripsiyonel diizeyde meydana gelir. Gen ifa-
desinin ilk basamagi olan transkripsiyon ise, DNA’da depolanan genetik bilginin
RNA polimeraz adi verilen enzim tarafindan mRNA sentezinin gergeklestigi pro-
sestir. Gen ekspresyonu ¢ok basamakli ve birgok molekiiliin isbirligi ile ger¢eklesen
bir siiregtir. Gen ifadesinin karmasikligi, yalnizca gen diziliminden degil ayni za-

manda DNA, RNA ve proteinler arasindaki genis etkilesimlerden ve transkripsiyo-
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Sekil 1.5. Sekilde tipik bir 6karyotik genin yapisi, ekson ve intronlar1 icerecek sekilde agik okuma
cergevesi etrafindaki regiilator sekanslarla ile birlikte verilmis olup transkripsiyon, post-
transkripsiyonel modifikasyon ve translasyon olaylar1 gdsterilmistir. Bu gorsel (Shafee and
Lowe, 2017)’den degistirilerek alinmistir.

nel diizenleyiciler ve polimorfik varyantlardan kaynaklanmaktadir (Alberts, 2017).
Transkripsiyon, post-transkripsiyonel modifikasyon ve translasyon olaylarini da gos-

terecek sekilde tipik bir 6karyotik genin yapis1 Sekil 1.5’te yer almaktadr.

Gen ifadesinin diizenlenmesindeki ilk basamak olan transkripsiyon {i¢ farkli
cis- regiilasyon dizileri tarafindan diizenlenir. Bunlar: promotorlar, sessizlestirici-
ler (saylinsirlar) ve kuvvetlendiriciler (enhensirlar) olarak adlandirilirlar. DNA nin
transkripsiyonu, transkribe edilecek DNA bdlgesinin disindaki DNA dizilerinin de
dahil oldugu, 100°den fazla sayida proteinin etkilesiminin oldugu, kromatin yapi-
nin yeniden sekillendigi, DNA dizilerinin biikiilerek ilmek seklini aldig1 olduk¢a
karmasik ve bir o kadar diizenli bir prosestir (Lodish et al., 2011).

1.4.3 Okaryotlarda Promotor Bolge

Promotor bolgeler, transkripsiyonun baslamasi i¢in tanima noktasi olan bolge-
lerdir ve transkripsiyon isleminin bazal seviyede baslatilmasini saglarlar. Bununla
birlikte, bir hiicredeki diizenleyici proteinlerin miktar1 ve/veya konformasyonundaki
degisime tepki olarak indiiklenirler ve bu da transkripsiyon faktorlerinin RNA poli-

merazin aktivitesine etki eder (Civas et al., 2006).

Promotor dizileri, transkribe edilecek olan genin hemen iist kisminda (up-

stream) yer alirlar. Transkripsiyonun baslayacagi bolgeyi ve DNA {iizerinde transk-
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ripsiyonun ilerleyecegi yonii belirleyen promotor bolgelerin uzunlugu genel olarak
100 ila 1000 baz ¢ifti arasinda degisebilmektedir (Segal et al., 2002).

Okaryotik organizmalarda bircok basamakta gerceklesen transkripsiyonun ak-
tiflesmesi siirecinde ilk olarak DNA sarmalinin a¢ilip transkripsiyon i¢in uygun hale
gelmesi yani kromatinin yeniden sekillenmesi gerekmektedir. DNA sarmali agildik-
tan sonra transkripsiyon faktorleri ve RNA polimeraz promotor bolgeye baglanarak
transkripsiyon baslama kompleksini olustururlar. Bazal ya da genel transkripsiyon
faktorleri adli proteinler, transkripsiyonun baslamasinda trans etki gosterirler. RNA
polimeraz II enziminin kendi yapisina ait olmayan bu proteinler transkripsiyonun
baslamasin1 kontrol etmek i¢in gereklidir ve promotor bolge tlizerinde spesifik bir
bi¢im ve sirayla bir araya gelerek transkripsiyon én-baglama kompleksini meydana
getirirler. Bdylece RNA polimeraz II’nin promotoru taniy1ip baglanacagi zemin olus-
turulmus olur (Alberts et al., 2002).

Proksimal
Kontrol
. Kor Promotor
Elementleri
f N . .
Transkripsiyon baslangici RNA Poli [A) Kuyrugu
L
GC Kutusu CAAT Kutusu TATA Kutusu Ekzon 1 Ekzon 2 Ekzon 3 v
. GGGCGG  GCCCAATCT TATAAA 1 0 inron [ ineron [ |
=100 =80 =25 +1
5' UTR 3 UTR

Sekil 1.6. Genin organizasyonu ekson, intron, 5 UTR ve 3’ UTR olacak sekilde gosterilmektedir.
Promotor bolgesinde ise transkripyon baslangi¢ bolgesinden (+1) itibaren -25. pozisyonda
TATA kutusu, -80. Pozisyonda CAAT kutusu ve -100.pozisyonda ise GC kutusu bulunmak-
tadir. TATA kutusu Kor Promotor grubuna girerken, digerleri Proksimal Kontrol Element-
leri grubunda yer almaktadir. Bu gorsel (Hardin et al., 2012)’den degistirilerek alinmistir.

Okaryotik genlerin birgogunun promotor bélgesinde TATA, CAAT ve GC ku-
tulart gibi ¢ok sayida motif mevcuttur. Bu motifler RNA polimeraz ve transkripsi-
yon faktorleri gibi protein komplekslerinin baglanip transkripsiyonu baglatabilmesi
icin gereklidir. Promotor motiflerinde meydana gelen SNP’ler motif {izerinde bir
degisiklige sebep olabilecegi i¢in proteinlerin motifi tantyip baglanabilmesini dola-

yistyla transkripsiyon siirecini etkileyebilir (Marques et al., 2016).

RNA polimeraz [I’'nin baglanacag1 bolge TATA kutusu olarak adlandirilir, bu
bolgenin bir diger adi ise 6z/kor promotor (core promotor) dizisidir (Juven-Gershon
and Kadonaga, 2010). Bu kutu genellikle transkripsiyonun basladig: ilk noktanin
yaklasik 25-30 baz yukarisinda yer alir ve ¢ogunlukla her iki yaninda da GC baki-
mindan zengin diziler bulunan AT baz ¢iftlerinin olusturdugu ortalama 7-8 baz ¢ifti

uzunlugundaki bir konsenstis dizidir. TATA kutusu {izerinde yapilan ¢alismalar, bu
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bolgedeki mutasyonlarin transkripsiyonun etkinliginin azaltildigini ve olas1 deles-
yonlarin transkripsiyonun baslama noktasini degistirebilecegini gostermistir (Klug
et al., 2011).

Bir¢ok promotor bolgede bulunan ve CAAT kutusu olarak adlandirilan bolge-
ler, CAAT veya CCAAT seklinde bulunabilen konsensus dizilerdir. Bu motifler ¢o-
gunlukla, transkripsiyon baglama noktasinin yaklasik 70 ile 80 baz ¢ifti iist kisminda
(-70 1ila -80 olarak belirtilir) yer alir. Bu bolge lizerinde yapilan mutasyon analiz ¢a-
ligmalari, CAAT kutusunun proteinlerin DNA’ya baglanan bdlge oldugunu ve pro-
motor bolgenin transkripsiyonu baslatabilme yetisinde oldukea kritik bir rol aldigini
gostermistir. Zira bu motifin her iki yaninda olusturulan mutasyonlarin transkripsi-
yon hizina higbir etkisi olmaz iken, CAAT dizisindeki mutasyonlarin transkripsiyon
hizin1 6nemli dl¢lide azalttig1 goriilmiistiir. Bazi promotor dizilerinde yer alan bir di-
ger motif ise GC kutusu olarak adlandirilir. Bu motif GGGCGG konsensus dizisine
sahiptir ve genellikle -110 bdlgesinde yerlesim gosterir. Sekil 1.6’da verilen tipik
bir dkaryotik genin promotorunda bulunan CAAT kutusu, GC kutusu ve TATA ku-
tusu traskripsiyon baslangi¢ noktasina olan uzakliklar1 da i¢erecek sekilde verilmis-
tir. CAAT ve GC motifleri daha ¢ok transkripsiyon motiflerini kendilerine baglayip
kuvvetlendirici (enhensir) rolii oynarlar. Okaryotik genlerdeki promotor bdlgeleri
yerlesimi ve organizasyonu degisebilen dizilerdir. Yani promotor dizilerinin iiniver-
sal bilesenleri bulunmamakla birlikte; genler, promotor motiflerinin tipi, yerlesimi,

say1s1 ve konumu agisindan da farkliliklar gosterirler (Yildirim et al., 2007).

1.4.4 RNA Polimeraz ve Transkripsiyon Faktorlerinin Promotor
ile Tliskisi

Okaryotik organizmalarda biitiin mRNA’larin transkripsiyonundan RNA po-
limeraz II (RNP II) enzimi sorumludur. RNP II’nin aktivasyonu, genin igindeki cis-
akting elementler ve bu elementlere baglanan trans-akting faktorler tarafindan kont-
rol edilir. Promotor bolge RNA polimerazin baglanip transkripsiyonu baglatabilmesi
i¢cin korunmus diziler igerir. RNP II’nin transkripsiyonu aktif bir sekilde baslatabil-
mesi i¢in en az ii¢ tane cis-acting DNA elementi vardir. Bir diger adiyla kor promo-
tor element olarak adlandirilan bu motiflerden birincisi RNP II'nin DNA’ya nereden
baglanip DNA’dan RNA kopyalamaya nereden baglayacagini belirler. RNA polime-
raz II kendi basina gidip dogrudan 6karyotik promotor bolgeye baglanamaz, bunun
icin transkripsiyon faktorleri (TFs) olarak adlandirilan proteinlerin yardimina ihti-
yag¢ duyar. RNA polimeraz II'nin promotor bolgeye baglanmasina yardime1 olan bu
proteinler genel olarak TFII (Transcription Factorfor RNA Polymerase II) ismine
sahiptirler ve TFIIA, TFIIB, TFIID gibi ¢esitleri vardir (Sekil 1.7) (Gill, 2001).
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Transkripsiyonu baglatmak i¢in ilk olarak TFIID protein kompleksi TATA
kutusuna baglanir. Bu baglanma TFIID protein kompleksinin igerisinde bulunan
ve TBP (TATA box-binding protein) olarak adlandirilmis polipeptit sayesinde ger-
ceklesir. TFIID nin DNA’ya baglanmasinin ardindan sirasiyla TFIIA ve TFIIB de
DNA’yabaglanir. Sonrasinda RNA Polimeraz II ile kompleks olusturmus olan TFIIF
de yapiya baglanir ve bunu da TFIIE, TFIIH ve THILJ faktorlerinin baglanmas: ta-
kip eder. Bu protein kompleksi ‘transkripsiyon baglama kompleksi’ olarak adlandi-
rilir. Sonrasinda RNA polimeraz I TATA kutusundan ayrilir ve genin bazal seviyede

transkripsiyonu ilerlemeye baglar (Martinez et al., 1994).

RNA
Polimeraz

Transkripsiyon
Bolgesi

TATA
Kutusu

Kor
Promotor

Sekil 1.7. TATA kutusuna baglanan TFIID ve onunla iliskili diger transkripsiyon faktorleri RNA po-
limeraz ile etkileserek transkripsiyon baslangickompleksini olusturmaktadir. Transkripsi-
yon baslangi¢ kompleksi transkripsiyon bolgesinin 6niindeki Kor promotor bdlgesine bag-
lanarak transkripsiyonu baslatmaktadir. Bu gorsel (Losos et al., 2008)’den degistirilerek
almmustir.

1.4.5 Enhensirlarin ve Silencerlarin Promotor ile iliskisi

Okaryotlarda transkripsiyon sadece promotor bdlge tarafindan kontrol edil-
mez, enhensir ve silencer adli DNA dizileri de bu siiregte rol oynarlar. Bu DNA
dizileri, genin iist veya alt kisminda, genden uzakta bir noktada ya da genin bizzat
icerisinde bulunabilirler (Alberts et al., 2002).

Enhensir, diizenleyici proteinler ve transkripsiyon faktorleriyle etkilesime gi-

rip, promotoru aktiflestirip, transkripsiyonun baslama kapasitesini de arttirabilirler.
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Bu diziler, daha ¢ok pozitif regiilatorlerin baglanma bolgelerini icerseler de, negatif
regiilator baglanma bolgerine de sahiplerdir. Enhansir diziler, daha ¢ok promotorun
transkripsiyonel aktivitesini arttirirlar ve sabit olmayan yerleri (genin iki tarafinda,
ya da i¢inde bulunabilmeleri), islev iizerinde etkisi olmasa da ters yonlii yerlesim
gostermeleri ve genomun bir baska bolgesine tasinsa ya da ilgili olmayan bir genin
enhensirinin yanina gelse de komsu genin transkripsiyonunu arttirmasi gibi 6zellik-
leriyle promotor bdlgeden ayrilirlar. Genin igerisinde bulunup o geni regiile ettigi
bilinen enhensira 6rnek olarak, immiinoglobilin agir-zincir geni oldukea iyi calisil-
mistir. Bu gende enhensir bir intronun i¢inde bulunmaktadir ve sadece i¢inde bu-
lundugu genlerin aktif olmasi, dokuya 6zgii gen ifadesinin enhansir bolge sayesinde
yapildigini gosterir (Featherstone et al., 2010), (Alberts et al., 2002).

Benzer bir sekilde transkripsiyon faktorleri ile etkilesime girerek transkripsi-
yon aktivitesini diisliren represor proteinlerin baglandigi silencer diziler de mevcut-
tur (Ogbourne and Antalis, 1998).

Genlerdeki varyasyonu anlamak, bircok kompleks hastaliga kars1 duyarliligin
nedenini ortaya koyabilir. Fonksiyonel DNA varyantlarini belirlemek i¢in yapilan
caligmalar ¢ogunlukla genlerin kodlama yapan bolgelerinde bulunan tek niikleotit
polimorfizmlerine yonelmistir, zira bu niikleotit degisimleri sentezlenecek olan pro-
teinlerin yapisi ve islevleri lizerine dogrudan etki edebilirler. Ancak genlerin anor-
mal ifadesi de farkli metabolik yolaklarda ve/veya biyolojik siire¢lerde dengesizlige
yol acabilir. Bu nedenle, genlerin promotor boélgelerindeki tek niikleotit polimor-
fizmlerinin de arastirilmasi oldukc¢a 6nemlidir zira farkli transkripsiyon faktorleri
ve diger biyokimyasal bilesenlerle isbirligi i¢inde olan promotor bdlgeler RNA mo-

lekiillerinin sentez frekansini belirlerler (Sinnett et al., 2006).

Velevan ve ark.’nin (2011) yaptig1 bir ¢alismada, promotor bolgenin transk-
ripsiyonun baslamasina katilmasi ve gen ekspresyonunu diizenleyen cis-etkili ele-
mentlerin cogunun polimorfizm barindirmasi bilgisinden yola ¢ikan arastiricilar, pa-
raziter hastaliklara maruz kalmig 40 kisilik erkek Gabon bireylerinin insan bagisik-
lik genlerinden biri olan TNFRSF18 geninin promotor bdlgesindeki olas1t SNP’leri

saptayip, bu niikleotit degisimlerinin gen aktivitesine etkisini arastirdilar.

Birbirleriyle akraba olmayan 40 Gabonlu erkek bireyden alinan DNA 6rnek-
leri TNFRSF18 geninin promotor bdlgesindeki SNP’lerin saptanmasi amactyla 6n-
cepolimeraz zincir reaksiyonu ve sonrasinda dogrudan sekanslama yontemi ile ilgili
genin promotor dizisi ortaya kondu. Dizilenen promotor bolgede farkli pozisyon-

larda 2 yeni SNP bulundu ve bu niikleotit degisikliklerinin her ikisinin de hetero-
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zigot oldugu saptandi. Bulunan SNP’lerin gen aktivitesine etkisini saptamak ama-
cryla arastiricilar SNP’leri iceren promotor varyantlarini lusiferaz geninin iist kis-
mina klonlayip 1s1ma miktarini 6l¢tiiler. Her iki promotor varyantinin aktivitesi de
yine TNFRSF18 geninin herhangi bir SNP icermeyen promotor bolgesi marker ola-
rak kullanilarak 6l¢iildii. Lusiferaz aktivitesine gore, marker olarak kullanilan bol-
geyle kiyaslandiginda saptanan ilk SNP promotor bolgenin aktivitesini ¢ok az da
olsa arttirmigken ikinci niikleotit degisiminin promotor aktivitesini belirgin olarak

azalttigini saptadilar (Velavan et al., 2011).



16

2. MATERYAL VE METOT

2.1 Hayvanlar ve Ornekler

Bu calismada, Izmir- Bornova Veteriner Isleri Miidiirliigii tarafindan Izmir’in
Bornova ilgesinden rastgele secilmis karisik irklardan, farkli yas ve cinsiyet grup-
larindan sokak kopekleri kullanilmistir. Miidiirliik ¢alisant veteriner hekimler ara-
ciligiyla, 50 adet kopek kan1 2ml’lik EDTA’l1 tiiplere alinarak toplanmistir. Temin
edilen kopek kanlar1 izolasyon tarihine kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir. Calis-
manin deneysel kisimlar1 Ege Universitesi, Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji Ana-

bilim Dali Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir.

2.2 Kandan Genomik DNA Izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu, QIAamp Mini DNA Isolation Kit (QIAGEN) kul-
lanilarak manuel olarak yapilmistir. Kit prosediiriine uygun olarak yapilan izolas-
yon islemi sonucunda, son hacmi 200 ul olacak sekilde ultrasaf su igerisinde ¢o-
ziinmiis genomik DNA elde edilmistir. izole edilen genomik DNA’lar -20 °C’de
saklanmistir. izolasyon islemi sonrasinda islem dogrulugunu kanitlamak {izere ge-
nomik DNA’lar %1’lik agaroz jel elektroforezi yontemiyle incelenmistir. Bu islem
de 1X’lik TAE (40 mMTris asetat, 5 mM Sodyum asetat, 1 mM EDTA, pH 7.4)
tampon ¢ozeltisinde, 100 V’da 30 dakikada gergeklestirilmistir.

2.3 GULO Geni Promotor Bolgesi’nin Cogaltilmasi

2.3.1 Primer Dizaym

Yapilan ¢caligmada kullanilan primerler GULO geni (Ensembl aksesyon numa-
rast ENSCAFG00000008414 olan) promotor bolgesine uygun olarak NCBI (Nati-
onal Center of Biotechnology Information) — Primer Blast programu ile tasarlanmis-
tir (Cizelge 2.1). Dizayn edilen primerlerin baglanma bolgeleri Sekil 2.1°de veril-

mistir.

Cizelge 2.1. Promotor bdlge igin dizayn edilen primer g¢iftleri

Gen Adi Primerler Sekanslar (5" — 3') Sekans uzunlugu
(baz c¢ifti)
Forward Primer | CTGACTCTGATGTACCGCATAC | 22bg

Reverse Primer | CTAGCTAAGGGTTGGCAGTAAG | 22bg

GULO
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TGGGTCGGTGGCCTTGGCTGACTGTGGCTTCCTCAGGGACAGAGCACTGGGCAGCGGGCTGCAG
GGACGAGGTGGAGCGAGGGCCCGGAGCACACAGCACGGGAGCACAGTGACCTCCCTCTGCTCAG
GGCTGACTCTGATGTACCGCATACCCCGAGGGGCTTTGGGCCCTGGCAAAGGTGGGTAAACAGT
GTTGCGACAAGCTCCACCCATACAAACAGCAGCTCAGGCCTGCCCCCTGCCTCGGGGGCCTTCT
CAGGCAGAAGGTGGAAGAGCAGAGTTTAAGAGGTAGCGGCTCTGTTCCGGAAGTGTCTTGCACT
CTGACCCCAACCCCAACACCCCGCTGCTTCAGAACTGGGTCCTTGATTCCATAGGTCAGGGGAG
GCTATGATGTGGGGGGCTTGTGGGGGTCTTAACATAGGGCCTCCCTTGGTGCCTGCTTGCAGGA
GGGCACACGTGGCACGCCACATGGAATGGAATCTGCACCTGTGCTAGTTAGCCCACTTGTCAGA
CTTGGGGGATGGGTACAGGAAGCCAGCCATCACTGTAGGAGACAGGACAAGGGTGGGGGGTGGG
GGGTTGGGGGAGGGGAGAAAAGGGACACTCAGCCCAGGCAGAGTCTTCTAGCAGCGGCCTTCCC
TTCCCTAGGCTTTAGGGCAGACAGAGCTGGTTCCTTATCTATACTTTTTGCCTGATAACACTTG
AGGGCCTCGTTTTCCTCCTCGATAGTGTTGGGGGCACGTTTGCCTAATTCTCTGGGTCCATCGA
AAGGTTAGAGCTGCTGGATGAGGAGCATGGGGACACAACAGGAACTTGGAAATTGCCCCAAGCT
CTTGCATCTGCCCCAGCTGTGAGCTGGCTGGCCGCAGGATTCTGGGGACCCTACTGTCTTACTG
CCAACCCTTAGCTAGTGTCTGGCACAGAGCCAGTGTCCAAAGCACATTTGTGCAATGAACAAAC
AAATCAGTCATTGAGCATCTCGGCTTCTCAGATCTCTCCAAGCAGGAAGCATGAGCAACAGCCC
TGGGGTTTGAAAGGAGGAAAGGCTGG

Sekil 2.1. Kdpek GULO geni promotor bolgesi primer baglanma bolgeleri. Cogaltilmasit hedeflenen
bolge kirmizi kisimlar arasinda yer alirken, sar1 isaretli olanlar primer baglanma bolgele-
ridir.

2.3.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR analizlerinin baglayabilmesi i¢in ilk olarak sentezlenen primerler prose-
diirde belirttigi miktarda bidistile su ile seyreltilmistir. Bu sayede liyofilize halde
olan primerler 6nce 100 pmol’e, daha sonra stok primerler PZR reaksiyonu i¢in uy-

gun olan 10 pmol konsantrasyonuna seyreltilmistir.

PZR reaksiyonunda her bir 6rnek icin Cizelge 2.2°de verilmis olan reaksiyon
karigimlar1 kullanilmistir. PZR cihaz kosullar1 Cizelge 2.3’de verilmistir.
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Cizelge 2.2. Canis lupus familiaris (kopek) GULO geni promotor bolgesinin PZR islemi ile ¢ogal-
tilmasi i¢in kullanilan reaksiyon bilesenleri ve miktarlari.

Kullamilan Malzemeler Miktarlar
Taq Polimeraz 1.25 ul
10x HyperSense Reaksiyon Buffer 2.5 pl
dNTP karigimi1 0.5 ul
5X Tune-Up soliisyonu 3 ul
Forward primer(10 pmol) 1wl
Reverse primer (10 pmol) 1wl
Kalip DNA (100 ng) 5 ul
Steril Distile su 10. 75 pl

Cizelge 2.3. PZR igin sicaklik, siire ve dongii kosullari

PCR Asamalan Sicaklhik | Siire | Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 95°C 2dk 1
Denatiirasyon 95 °C 20 sn 35
Baglanma 55°C | 40sn 35
Uzama 72 °C 55 sn 35
Son Uzama 72 °C 5dk 1
Bekleme 4°C o0 1
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2.3.3 Agaroz Jel Elektroforezi

PZR islemi sonras1 elde edilen 781bg¢ uzunlugundaki PZR firiinlerinin dogru
sekilde amplifiye oldugunu saptamak i¢in agaroz jel elektroforezi yontemi kulla-
nilmistir. Kullanilan tamponlar, jelin hazirlanmasi ve boyanmasi, orneklerin jele
yiiklenmesi, elektroforez cihazi ile jelin yiiriitiilmesi ve son olarak da jelin goriin-
tillenmesi asagida anlatilmistir. Goriintiilenen jellere ait fotograflar Sekil 2.2-2.5°te

verilmistir.

Agaroz jel elektroforezinde kullamlan tamponlar:

— 0.5 M EDTA (Applichem)
* 1000 ml distile suya 146 gr EDTA eklenerek hazirlanmistir.
— 50X Stok TAE (Tris, Asetik asit, EDTA) tamponu asagida verilen tim

kimyasallar son hacim 1000 ml olacak sekilde distile su eklenerek ha-

zirlanmistr.
* 242 gr Tris (AppliChem)
* 57.1 ml Glasiyal Asetik asit (AppliChem)
* 0.5 M EDTA 100 ml

Agaroz Jel Boyasi:

— Jel hazirliginda boya olarak ABM SafeView™ Classic kullanilmistir.

% 2’ lik Agaroz Jel Hazirhgu:

— 2 gr agaroz (AppliChem) hassas terazide tartilip cam behere aktarilmis-
tir. Uzerine 100 ml 1X TAE tamponu ilave edilip, mikrodalga firinda
yaklagik 3 dakika kadar 1sitilarak agorozun ¢ézlinmesi saglanmistir. Co-
zlinen agaroz oda sicakligina alinip, sogumasi (yaklasik 50 °C olana ka-
dar) i¢in bir siire oda sicakliginda bekletilmistir. Sogudugundan emin
oldugumuz ¢ozeltiye 5 pl yiikkleme boyasi ilave edilip, karisimin koplir-
memesine dikkat ederek boya homojen olarak dagitilmistir. Boyanin da
ilave edildigi ¢ozelti agaroz jel tankina (Sub-Cell GT, BioRad, A.B.D.)
yavas ve dikkatlice dokiilerek tankin parcasi olan taraklarda yerlerine
oturtulmustur. Donan jelin {izerine 1 cm gegecek kadar 1x TAE tampon

eklenerek taraklar jele zarar vermeyecek sekilde ¢ikarilmistir.
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DNA orneklerin jele yiiklenmesi ve jel elektroforezi isleminin gercekles-

tirilmesi:

— PZR islemi sonrasinda elde edilen DNA {iriinleri jele yiiklenmeden dnce
DNA Gel Loading Dye (6X ) (ThermoFisher) ile boyanmistir ( 5 ul PZR
tirtinii + 1 ! 6X Loading Dye olacak sekilde).

— PZR iiriinlerinin boyutlarini belirleyebilmek i¢in ise 100b¢’lik bir DNA

Ladder (Fermantas) marker olarak kullanilmistir.

— Boyanan PZR iiriinleri jeli delmeyecek ve tasirmayacak sekilde kuyu-
cuklara aktirilarak 100V, 30 dakika boyunca yiiriitiilmiistiir.

— Yiirlitme islemi sonrast jel DNR Bio imaging Systems Mini BIS Pro

araciligi ile incelenmis ve jelin fotografi ¢ekilmistir (Sekil 2.2-2.5).

Sekil 2.2. PZR islemi sonrasi yapilan jel elektroforezi goriintiisii. Sekilde 1°den 15°e kadar olan
DNA o6rnekleri ve marker’lar verilmistir. Cogaltilan bolgenin uzunlugu 781 bg olup marker
biiyiikliigii ise goriintiisiin sol kismin 800 bg olarak belirtilmistir.
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Sekil 2.3. PZR iglemi sonrasi yapilan jel elektroforezi goriintiisii devamu (1). Sekilde 16’dan 30’a
kadar olan 6rnekler verilmis.

Sekil 2.4. PZR islemi sonras1 yapilan jel elektroforezi goriintiisii devami (2). Sekilde 31°den 45°¢
kadar olan 6rnekler yer almaktadir.
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Sekil 2.5. PZR islemi sonrasi yapilan jel elektroforezi goriintiisii devami (3). Jel goriintiisiinde 46,
47, 48, 49 ve 50 numarali 6rnekler yer almaktadir.

2.3.4 Sekanslama

Elde edilen PCR iiriinleri, dogrudan sekanslama yontemi ile mevcut baz dizi-

leri belirlenmistir.

2.3.5 Polimorfizmlerin Belirlenmesi

Sekanslama sonrasi elde edilen kopek GULO geni promotor bolgesi dizileri

MEGA-7 programi kullanilarak tek niikleotit polimorfizmleri saptanmustir.

2.3.6 Motiflerin Belirlenmesi

(Van Heeringen et al., 2011), (Minovitsky et al., 2007), (Xie et al., 2005),
(O’connor et al., 2005) yayinlarinda verilen promotor motifleri kopek GULO geni

promotor bolgesi i¢erisinde taranmustir.

2.4 GULO Geninin Splicing Motiflerinin Belirlenmesi Amaciyla
Ekson 2’nin Cogaltilmasi

2.4.1 Primer Dizaym

Calismaya ek olarak 10 adet kdpege ait GULO geninin ekson 2’nin tamamini
intron 1 ve intron 2’nin ise bir kismini igeren toplam 657 b¢ uzunlugundaki bolgeye
amplifikasyon iglemi icin NCBI Primer Blast programi1 kullanilarak uygun primerler

dizayn edilmistir.
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Cizelge 2.4. GULO geni intron 1 ve 2’nin,ekson 2 ile iliskili bolgelerinin amplifikasyonu i¢in dizayn
edilen primer giftleri.

Gen Ad1 Primerler Sekanslar (5" — 3') Sekans uzunlugu
(baz c¢ifti)

Forward Primer | GAGACAAGCCCTGCACGTA | 19bg
GULO

Reverse Primer | GCACCTGGTCACTCAAACTG | 22bg

CCAGGTCCCTCTGTTCGGGACGTGCATCGACGAGTCGAAGTCTCGGCG
GCTGCGCAAGGTGGAGGGGGGCCCGGGACTCGCCACTGGCACTGGCCC
Intron 1 GCTCGTCGGACCGAGGCGCGGGACCGGCGTCGGAGGGTCGGGTGCCGC
CGGAGTCGGGACCGGTGGGCCGAGAAGCGGGGAGCGTCCAGGTGCCCA
TGTTTCCTCAGTTCAAGGTCTTGACCCGGTCCTGGATACCGACGACGG
Ekson 2  GTCTTTACATGAAGGTCGGGTGCAGGCACCTCCTCCAGTCTCTCCACT
CACAGGGAGGTCCCGTCCCTCGCCCCTGAACGACCCGATCCTTGGGGG
GGTGGGGGGTTCTGCGTGGGGGAAGGGTCCTAGCGACCGGTCCCCTCT
CGGGGTGCTTCCCCCGACGCGAGGCCCGAGGACCGGGGGTGGAGGGGA
CGACGTCGAGGGCCAATGTTGGGTGACACGGTGGTTACTGGCGGTCGG
Intron 2 AAAGTGAACGTCGAGTCCGGAGACGAGCCCCGCGTCTCGACGGCCGCT
GACGGAGGAACCCCCAGAGCCCGTAGTGTCTGGCTGTGGGGGGCTTGA
GGTAAGGGTCACAAGGCCCCGAGAAACCAAAGACTGAAGTTGCAGAAA
GATAGGGACAGAGACGTAGCCCGTGGACCAGTGAGTTTGACCTTCGGT
CCTTCGCCAGCGACAGAAAAGAGATGGGGGAAAAATTTTTTTTCTAAA

Sekil 2.6. Kdpek GULO geninin ekson 2’yi i¢eren dizisinde primer baglanma bdlgeleri. Sari ile isa-
retli kisimlar primerlerin baglandig1 bolgeler iken kirmizi isaretli niikleotitler ekson 2’yi
gostermektedir.
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2.4.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Liyofilize halde bulunan primer ciftleri ilk olarak prosediirde belirtildigi iizere
bidistile su ile 100 pmol’e sonrasinda ise PZR islemi i¢in gerekli olan 10 pmol’e

seyreltilmisitir.
PZR reaksiyonunda her bir 6rnek icin Cizelge 2.5’de verilmis olan reaksiyon

karisimlar1 kullanilmigtir. PZR cihaz kosullar1 Cizelge 2.6’de verilmistir.

Cizelge 2.5. Canis lupus familiaris (kdpek) GULO geni intron 1 ve 2’nin ekson 2’yle baglanma bol-
gelerinin PZR iglemi ile ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan reaksiyon bilesenleri ve miktarlari.

Kullanilan Malzemeler | Miktarlar

Taq Polimeraz 0.5ul
10x Buffer 2.5 pl
dNTP karigimi 0.5 ul

Forward primer (10 pmol) 1wl

Reverse primer (10 pmol) 1wl
Kalip DNA (100 ng) 2 ul
Steril Distile su 17.5 pl

Cizelge 2.6. PZR igin sicaklik, siire ve dongii kosullari

PCR Asamalarn Sicakhik | Siire | Dongii Sayis1
On Denatiirasyon 94 °C 3dk 1
Denatiirasyon 94 °C 1 dkn 30
Baglanma 59 °C 1 dk 30
Uzama 72 °C 1 dk 30

Son Uzama 72 °C 10 dk 1
Bekleme 4°C inf 1
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2.4.3 Agaroz Jel Elektroforezi

Cogaltilmasi hedeflenen bolge i¢in tasarlanmig primer ¢ifti ile yapilan PZR is-
lemi sonrasi elde edilen iiriinlerin dogrulugunu kanitmak amaciyla agaroz jel elekt-
roforezi yapilmistir. Elektroforez i¢in tamponlar, jelin hazirlanmasi ve boyanmasi,
orneklerin jele yiiklenmesi, elektroforez cihazi ile jelin yiiriitiilmesi ve son olarak da
jelin gorilintiilenmesi Boliim 2.3.3’te ayrintili olarak anlatilmigtir. Agaroz jel elekt-

roforezi ile goriintiilenen PZR {iriinlerinin jel goriintiisii Sekil 2.7’te yer almaktadir.

700 «—

-— - -
e .eeeeeeee® -

Sekil 2.7. Jel elektroforezi goriintiisii. Cogaltilan gen bolgesi 657 bg uzunlugunda olup marker bant-
larinin biiyiikleri gorselin sol tarafinda verilmistir.

2.4.4 Sekanslama

Elde edilen PCR iiriinleri, dogrudan sekanslama yontemi ile mevcut baz dizi-

leri belirlenmistir.

2.4.5 Polimorfizmlerin Belirlenmesi

Sekanslama sonrasi elde edilen diziler MEGA-7 programi kullanilarak tek

niikleotit polimorfizmleri saptanmugtir.

2.4.6 Splicing Motiflerinin Belirlenmesi

Human Splicing Finder programinin 2.4.1 versiyonu online olarak kullanila-

rak splicing motifleri belirlenmistir.
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3. SONUCLAR

Cogaltilmas1 hedeflenen bolge 781 baz ¢ifti (primer baglanma bdlgeleri) uzun-
lugundayken PZR ve sekanslama esnasinda meydana gelen problemler nedeniyle
her birey i¢in 450 niikleotitlik bir bolgenin dizisi elde edilebilmistir. Bu bolge Sekil

3.1°de verilmistir.

CTGACTCTGATGTACCGCATACCCCGAGGGGCTTTGGGCCCTGGCAAAGGTGGGTAAACAGTGTTG
CGACAAGCTCCACCCATACAAACAGCAGCTCAGGCCTGCCCCCTGCCTCGGGGGCCTTCTCAGGCA
GAAGGTGGAAGAGCAGAGTTTAAGAGGTAGCGGCTCTGTTCCGGAAGTGTCTTGCACTCTGACCCC
AACCCCAACACCCCGCTGCTTCAGAACTGGGTCCTTGATTCCATAGGTCAGGGGAGGCTATGATGT
GGGGGGCTTGTGGGGGTCTTAACATAGGGCCTCCCTTGGTGCCTGCTTGCAGGAGGGCACACGTGG
CACGCCACATGGAATGGAATCTGCACCTGTGCTAGTTAGCCCACTTGTCAGACTTGGGGGATGGGT
ACAGGAAGCCAGCCATCACTGTAGGAGACAGGACAAGGGTGGGGGGTGGGGGGTTGGGGGAGGGGA
GAAAAGGGACACTCAGCCCAGGCAGAGTCTTCTAGCAGCGGCCTTCCCTTCCCTAGGCTTTAGGGC
AGACAGAGCTGGTTCCTTATCTATACTTTTTGCCTGATAACACTTGAGGGCCTCGTTTTCCTCCTC
GATAGTGTTGGGGGCACGTTTGCCTAATTCTCTGGGTCCATCGAAAGGTTAGAGCTGCTGGATGAG
GAGCATGGGGACACAACAGGAACTTGGAAATTGCCCCAAGCTCTTGCATCTGCCCCAGCTGTGAGC
TGGCTGGCCGCAGGATTCTGGGGACCCTACTGTCTTACTGCCAACCCTTAGCTAG

Sekil 3.1. Sar1 ile gosterilen bolgeler primer baglanma bdlgesi olup 781 baz cifti uzunlugundadir.
Yesil ile gosterilenler ise sekanslama sonucu elde edilen ve iizerinde analizlerin yapildig:
450 baz ¢iftlik bolgedir.

Mega 7 programina yiiklenen 50 farkli bireye ait sekanslardan bir tanesi se-
kansin kalitesiz olmasi nedeni ile analizlere dahil edilmemistir. Analiz edilen 49
bireyin Mega 7 programindaki goriintiisii saptanan tek niikleotit polimorfizmlerini

gosterecek sekilde Sekil 3.2-3.8de verilmistir.



DNAL - AITAGc@EcT cTET T [ [ [ [o] [ Rel] ] el IR
DNA2 - ATAG c @@ c T cTET T EEEEDEEcEEEcHE -
DNA3

DNA4

DNA5

DNAG6

DNA7

DNAS

DNA9

DNAIO --- /AT A G

DNA1l ---

DNA12 ---

DNA13 --- /AT A G

DNA14 -+ AT A G

DNA15 ---

DNA16 --- AT A

DNA17 ---

DNAI8 --- /AT A G

DNA19 ---

DNA20 --- /AT A G

DNA21 -+ AT A G

DNA22 ---

DNA23 --- /AT A G

DNA24 ---

DNA25 --- /AT AG

DNA28 ---

DNA29 ---

DNA32 --- /AT AG

DNA33 -

DNA34 ---

DNA35 --- AT AG

DNA37 - AT A

DNA38 -

DNA39 -+ AT A G

DNA40 - AITAlG c@@ c /T ¢

DNA4L - AMAGc@@cTcTET T

DNA42 - ATAG cl@@ c T cTE@T T

DNA43 - AMAGcl@@cTcTE@T T

DNA44 ---

DNA45 ---

DNA46 --- /AT A G

DNA47 ---

DNA48 --- /AT A G

DNA5Q -

DNA51 --- /AT A G

DNAs2 - AMA@cl@@cTcTEeT T

DNAS3 - ATAGcl@@cTcTeT T EEEEEIEEcEEEcHE -
DNAs4 - AMAGcl@@cTcTEeT T EEEEEIEEcEEEcHE -
DNASs - ATAl@cl@@cTcT@T T EEEEEEEcEEEcHE

27

-315

Sekil 3.2. Tek niikleotit polimorfizmleri. Pozisyon: -315
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-344

c-ACTCTGACCCCAACC|ICICAACACCCCcGCTGC -

CAACACcCcccGCcTGC -

cACTCTGACCCCAACC
cACTCTGACCCCAACC

DNA1

CAACACCCcGgCcTGC -

DNA2

DNA3

cACTCTGACCCCAACC|ICICAACACCCCcGCcTGCC -

DNA4

cACTCTGACCCCAACC|ICICAACACCCCcGCcTGC -

DNA5

cACTCTGACCCCAACC|ICICAACACCCCcGCTGC -

DNAG6

cACTCTGACCCCAACC|ICICAACACCCCcCcGCTGC -

DNAT

cACTCTGACCCCAACC|ICICAACACCCCcGCTGCGC -

DNAS

cACTCTGACCCCAACC|ICICAACACCCCcGCTGCGC -

DNA9
DNA10
DNA11
DNA12
DNA13
DNA14
DNA15
DNA16
DNA17
DNA18
DNA19
DNA20
DNA21
DNA22
DNA23
DNA24
DNA25
DNA28
DNA29
DNA32
DNA33
DNA34
DNA35
DNA37
DNA38
DNA39
DNA40
DNA41
DNA42
DNA43
DNA44
DNA45
DNA46
DNA47
DNA48
DNAS50
DNA51
DNA52
DNA53

cACTCTGACCCCAACC|ICICAACACCCCcGCTGC -

c-ACTCTGACCCCAACC|IC[CAACACCCCcGCcTGC C -
c-ACTCTGACCCCAACC|IC[CAACACCCCcGCcTGC C -

-ACTCTGACCCCAACC|IC[CAACACCCCcGCcTGC C -

c-ACTCTGACCCCAACC|IC[CAACACCCCcGCcTGC C -

cACTCTGACCCCAACC|ICICAACACCCCcCGCTGCOC -

CAACACCCcGCTGC -

cACTCTGACCCCAACC
cACTCTGACCCCAACC
cACTCTGACCCCAACC

CAACACCcCccGCcTGC -

CAACACCcCccGCcTGC -

cACTCTGACCCCAACC|ICICAACACCCCcCGCTGCOC -

cACTCTGACCCCAACC|ICICAACACCCCcCGCTGCOC -

cACTCTGACCCCAACCICICAACACCCCGCTGCGC -

cACTCTGACCCCAACCICICAACACCCCGCTGCOC -

cACTCTGACCCCAACCICICAACACCCCGCTGCOC -

cACTCTGACCCCAACC|ICICAACACCCCGCTGCOC -

cACTCTGACCCCAACCICICAACACCCCGCTGCOC -

cACTCTGACCCCAACC|ICICAACACCCCGCTGCOC -

cACTCTGACCCCAACC|ICICAACACCCCGCTGC -

cACTCTGACCCCAACCICICAACACCCCGCTGCGC -

cACTCTGACCCCAACCICICAACACCCCGCTGCOC -
~ACTCTGACCCCAACC.CAACACCCCGCTGC~"
cACTCTGACCCCAACC|ICICAACACCCCGCTGC -
cACTCTGACCCCAACC|ICICAACACCCCGCTGCC -
cACTCTGACCCCAACC|ICICAACACCCCGCTGC -
cACTCTGACCCCAACC|ICICAACACCCCGCTGC -

cACTCTGACCCCAACC|ICICAACACCCCGCTGCC -
cACTCTGACCCCAACC|ICICAACACCCCcCcGCTGCC -

cACTCTGACCCCAACC|ICICAACACCCCcCcGCTGCC -

cACTCTGACCCCAACC|ICICAACACCCCcCcGCTGCGC -
c-ACTCTGACCCCAACC|ICICAACACCCCcCGCTGCC -

cACTCTGACCCCAACC|ICICAACACCCCcCGCTGC -

c-ACTCTGACCCCAACC|ICICAACACCCCcCcGCTGCC -
c-ACTCTGACCCCAACC|ICICAACACCCCGCTGC -

cACTCTGACCCCAACC|ICICAACACCCCGCTGC -

c-ACTCTGACCCCAACC|ICICAACACCCCcCGCTGCC -
c-ACTCTGACCCCAACC|ICICAACACCCCcCGCTGCGC -

c-ACTCTGACCCCAACC|ICICAACACCCCcCGCTGCGC -

c-ACTCTGACCCCAACC|ICICAACACCCCcCcGCTGC -
-ACTCTGACCCCAACC|ICICAACACCCCcCGCTGC -

DNAb54
DNA55

c-ACTCTGACCCCAACC|IC[CAACACCCcCcGCcTGC C -

Sekil 3.3. Tek niikleotit polimorfizmleri. Pozisyon: -344
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-377
DNAL - Al@AAcTEEET Cc cTT EccEIEEEEc NN
DNA2 ---Al@AAcCTEEET Cc CcTT EccEIEEEEc RN
DNA3
DNA4
DNA5
DNAG6
DNA7
DNAS
DNA9
DNAIO --- [A/GAA
DNA1l ---
DNA12 ---
DNA13 --- [A/G A A
DNA14 -+ A GAA
DNA15 -
DNA16 - A
DNA17 -
DNAI8 --- [A/G A A
DNA19 -
DNA20 --- /A/GAA
DNA21 --- [AlG A
DNA22 ---
DNA23 --- [A/G A A
DNA24 ---
DNA25 --- [A/GAA
DNA28 -
DNA29 -
DNA32 - A GAA
DNA33 -
DNA34 ---
DNA35 --- [A/GAA
DNA37 - A
DNA38 -
DNA39 -+ A GAA
DNA40 - A G A
DNA41 ---
DNA42 ---
DNA43 --- [A/G A A
DNA44 ---
DNA45 -
DNA46 --- [A/G A A
DNA47 -
DNA48 --- [A/G A A
DNA5Q -
DNA51 -+ A G A A
DNA52 -+ A G AA
DNAS3 - AlGAA cTEEEe T ccT T EccEINEEEc RN
DNAs4 - AGAA c TEEET c c T (eled [ [ [ [ [Ked | |
DNAs5 - [AlGAA c[T[@@@ET C clTiT ccHENEEE cRER

Sekil 3.4. Tek niikleotit polimorfizmleri. Pozisyon: -377



30

-429
DNAL - [AIGTIGGGGEGIT CcTTAAC
DNA2 - [AIGTIEE GG GIT cTITAAC
DNA3
DNA4
DNA5
DNAG6
DNA7T
DNAS
DNA9
DNA10O ---
DNA11 ---
DNA12 -
DNA13 ---
DNA14 ---
DNA15 ---
DNA16 - --
DNA17 ---
DNA18 -
DNA19 ---
DNA20 ---
DNA21 ---
DNA22 ---
DNA23 -
DNA24 ---
DNA25 ---
DNA26 ---
DNA27 ---
DNA28 ---
DNA29 ---
DNA30 ---
DNA31 ---
DNA32 ---
DNA33 ---
DNA34 ---
DNA35 -
DNA36 ---
DNA37 ---
DNA38 -
DNA39 ---
DNA40 ---
DNA41 ---
DNA42 ---
DNA43 - --
DNA44 ---
DNA45 - --
DNA46 ---
DNA47 - --
DNA48 ---
DNA49 ---

Sekil 3.5. Tek niikleotit polimorfizmleri. Pozisyon: -429

Q|@|@|e|@|e|a|@|@|e|@|e|@|@|@|@|@|@|@|@|@|@|@|@|a|a|a|@|a|@|@|a@|@|@|@|@|@|a@|@|a@|a|a|a|a|a|a|@|e|@
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-486

DNA1
DNA2
DNA3
DNA4
DNA5
DNA6
DNA7
DNAS8
DNA9
DNA10 -+ A CA C
DNAIL -
DNA12 -
DNA13 --- A C A
DNAl14 --- A C A
DNA15 -
DNA16 --- A C
DNA17 -
DNA18 -+ A CA C
DNA19 -
DNA20 --- /A CA C
DNA21 -
DNA22 -
DNA23 --- /A C/A C
DNA24 -
DNA25 --- A C/A C
DNA28 -
DNA29 -
DNA32 --- A CA C
DNA33 -
DNA34 -
DNA35 --- A C A
DNA37 --- A C
DNA38 -
DNA39 -+ A CAC
DNA40 -
DNA41 -
DNA42 -
DNA43 --- A C/A C
DNA44 -
DNA45 -
DNA46 --- A C/A C
DNA47 -
DNA48 --- A C/A C
DNA50 -
DNA51 --- A CA C

DNA52 --- A CA C

DNA53 --- A CJAIClGc cAcATGGA

DNA54 --- [AICAIC[G/C C/A CATGEA
DNAs5 --- [A/C[AIC[@c C/A cATGEA

Sekil 3.6. Tek niikleotit polimorfizmleri. Pozisyon: -486
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533 540
DNA1 -~ AlGACTTGGGGG Ac GcC
DNA2 -~ A[GACTTG GGG G Ac GcC
DNA3 - A/GA CT el Bc ele
DNA4 - A/GA CT Bc ele
DNA5 - AlGACTT Bc el
DNA6 -~ A/GA CT T TAC GcC
DNA7 - AlGACT BB c ele
DNAS -~ A/GA CTT TAC GcC
DNA9 -~ A[G/A CTT TAC GcC
DNA10 -~ AGA CT [TAc @c
DNAIL - AGA CT [TAc @c
DNA12 - AlGA clT EHA c AlG c
DNA13 --- AlGA clT EHA c G c
DNA14 --- AlGA clT EBc G c
DNA15 --- AlGA CcT EBc AlG c
DNA16 --- AlGA clT EBc G c
DNA17 --- AlG/A clT EBc G c
DNA18 --- AlGA clT EBc AlG c
DNA19 - AlGA clT EBc G c
DNA20 --- AlGA clT EBc G c
DNA21 --- A/GA CT T TAC AGc
DNA22 --- A/G/A CT/T TAC AGc
DNA23 - AlGA clT EBc G c
DNA24 --- A/G/A CT/T TAC AGc
DNA25 - A/G/A CT/T TAC AGc
DNA28 --- AlGA clT EBc G c
DNA29 - AlGA clT EBc G c
DNA32 - AlGA clT EBc AG C
DNA33 - AlGA clT EBc G c
DNA34 --- AlGA clT EBc G c
DNA35 --- AlGA clT EBc AG C
DNA37 --- AlGA clT EBc G c
DNA38 - AlGA clT EBc G c
DNA39 --- AlGA clT EBc AlG C
DNA40 --- A/GA CT T/A C @c
DNA41 --- AlG@/A C|T T/A C ele
DNA42 --- AlG@/A C|T IT/A C AlGc
DNA43 --- Al@/A C|T T/A C ele
DNA44 --- Al@/A C|T T/A C ele
DNA45 -~ A|GIA ¢ T |7 [T& c A@Ec
DNA46 -~ A/GA C T T [T& c A@Ec
DNA47 --- AlG@/A C|T T/A C el
DNA48 --- A|GA ¢ T |1 [T& c AEc
DNA50 -~ A/GA CT T [T& c AEc
DNA51 --- AlG@/A C|T TA C ele
DNA52 - [A|GA CT [T&c Gc
DNA53 - AlG@/A C|T el TA C ele
DNA54 --- AlG/A C|T T/A C el
DNA5s - AlGACTTGGG GG @@Ta c [@c

Sekil 3.7. Tek niikleotit polimorfizmleri. Pozisyon: -533 ve -540
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-573 -591
DNA1 E E T e EE S T )
DNA2 EE T E E EEEE T E EE EE
DNA3
DNA4
DNAS5
DNA6
DNA7
DNAS
DNA9
DNA10 - --
DNAI11
DNAI2 ---
DNA13 -
DNAI4 - --
DNA15 -
DNA16 -
DNA17 ---
DNAIS - --
DNA19 -
DNA20 - -
DNA21
DNA22 - --
DNA23 - --
DNA24 - --
DNA25 -
DNA28§ -
DNA29 -
DNA32 - --
DNA33 -
DNA34 -
DNA35 -
DNA37 -
DNA3S -
DNA39 -
DNA40 -
DNA41
DNA42 - --
DNA43 -
DNA44 - --
DNA45 -
DNA46 - --
DNA47 -
DNA4S -
DNA50 -
DNA51
DNA52 - --
DNA53 -
DNA54 -

DNA55 -+ AG G A C

Sekil 3.8. Tek niikleotit polimorfizmleri. Pozisyon: -573 ve -591
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Analiz edilen 49 adet bireye ait GULO geni promotor bolgesinde toplam 9 adet
tek niikleotit polimorfizmi bulunmustur. Bulunan polimorfizmler Cizelge 3.1°de, bu
polimorfizmlerin ¢ogaltilan alan icerisindeki yerleri ise Sekil 3.9°de verilmistir.
Cizelge 3.1. Kdpek GULO geni promotor bdlgesinde saptanan polimorfizm pozisyonlar:. Mega 7

programina yiiklenen sekanslar ilk olarak hizalanip ardindan, tek niikleotit polimorfizm-

leri saptanmustir. Tabloda polimorfizmlerin bulundugu bireyler, polimorfizm lokasyon-
lar1 ve bu polimorfizmlerin homozigot-heterozigot durumlari gosterilmektedir.

Ornek Numaralar: Polimorfizmler | Homozigot / Heterozigot
16, 18, 34 C-315T Heterozigot
2,16, 18, 34 C-344G Heterozigot
2,16, 18, 34 A-377G Heterozigot
2,6,9, 10, 13, 14, 16, 23, 25, 28, 29, Homozigot
32,33,34,37,51 A-429G

1,4, 11, 15, 17, 18, 22, 40, 41, 44, 45, Heterozigot
47, 54, 55

16, 25, 28, 29, 32, 33, 34, 35, 37 T-486A Heterozigot
16, 25, 28, 29, 32, 33, 34, 35, 37 T-533A Homozigot
25,28 A-540C Homozigot
2,6,9,10, 13, 14, 16, 23, 25, 28, 29, Homozigot
32,33,34,37 A-573T

17,22,41,47, 50, 51, 52, 54, 55 Heterozigot
2,6,9,10, 13, 14, 16, 23, 25, 28, 29, Homozigot
32,33, 34,37 T-591G

22,40, 50, 52, 55 Heterozigot

Cogaltilmasi hedeflenen 781 baz ¢ifti uzunlugundaki alan igerisinde toplam 10
adet promotor motifi saptanmistir. Bunlarin igerisinde yer alan motiflerin birinden 2
adet mevuttur. Bu motifler sirasiyla; GTAAACAG, GCAGCT, CCGGAA, CGGA-
AGT, GCTGCT (2 tane) , CACATG, GGGAGGGG, CATCTGCC, CAGCTGTG
motifleridir. Bu 10 motiften 6’s1 sekanslamada karsilasilan problemlerden dolay1
elde edilebilen 450 niikleotit uzunlugundaki bolge igerisinde yer almaktadir. Sapta-

nan motiflerin sekans iizerindeki yerleri Sekil 3.10’te verilmistir.
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AGTGTTGCGACAAGCTCCACCCATACAAACAGCAGCTCAGGCCTGCCCCCTGCCTCGGGGGCCTTC
TCAGGCAGAAGGTGGAAGAGCAGAGTTTAAGAGGTAGCGGCTCTGTTCCGGAAGTGTCTTGCACTC
TGACCCCAACCCCAACACCCCGCTGCTTCAGAACTGGGTCCTTGATTCCATAGGTCAGGGGAGGCT
ATGATGTGGGGGGCTTGTGGGGGTCTTAACATAGGGCCTCCCTTGGTGCCTGCTTGCAGGAGGGCA
CACGTGGCACGCCACATGGAATGGAATCTGCACCTGTGCTAGTTAGCCCACTTGTCAGACTTGGGG
GATGGGTACAGGAAGCCAGCCATCACTGTAGGAGACAGGACAAGGGTGGGGGGTGGGGGGTITGGGG
GAGGGGAGAAAAGGGACACTCAGCCCAGGCAGAGTCTTCTAGCAGCGGCCTTCC

Sekil 3.9. Mega 7 programu ile saptanan tek niikleotit polimorfizmlerinin sekanslanan 450 niikleoitit
iizerinde gosterimi.

Calismaya ek olarak, 10 farkli bireye ait kopek GULO geninin ekson 2’nin ta-
mamini, intron 1 ve intron 2’nin de bir kismini igerecek sekilde bir bolgenin sekans-
lanmas1 sonucunda elde edilen dizi icerisinde de 6 adet tek niikleotit polimorfizmi
saptanmistir. Ayrica ekson, intron birlesme bolgelerinde ise GGG, TGC, GG olan
3 tane splising motifi bulunmustur. Bulunan polimorfizmler ve splising motifleri

Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Ekson-intron birlesme bélgelerinde bulunan polimorfizmler ve splising motifleri. 10
adet bireye ait GULO geni ekson 2’nin, intron 1 ve 2 ile birlestigi bolgelerde sapta-
nan splising motifleri, tek niikleotit polimorfizmleri ve bu motiflerin igerisinde yer alan
SNP’ler tabloda verilmistir.

Ornek Numaralar1 | Polimorfizmler | Homozigot / Heterozigot | Splicing Motifi
2,4 G 30046144 T | Homozigot GGG
1,3,5,7 T 30046148 C | Homozigot (3 numaral TTGC
birey Heterozigot)
8,9 C 30046178 T | Homozigot -
8,9 C 30046178 T | Homozigot -
2,4,9 C 30046197 G | Homozigot -
2,4 G 30046244 C | Homozigot GG
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CTGACTCTGATGTACCGCATACCCCGAGGGGCTTTGGGCCCTGGCAAAGGTGGGTAAACA
GT_CTCCACCCATACAAACAGCAGCTCAGGCCTGCCCCCTGCCTCGGGGG
CCTTCTCAGGCAGAAGGTGGAAGAGCAGAGTTTAAGAGGTAGCGGCTCTGTTCCGGAAGT
GTCTTGCACTCTGACCCCAACCCCAACACCCCGCTGCTTCAGAACTGGGTCCTTGATTCC
ATAGGTCAGGGGAGGCTATGATGTGGGGGGCTTGTGGGGGTCTTAACATAGGGCCTCCCT
TGGTGCCTGCTTGCAGGAGGGCACACGTGGCACGCCACATGGAATGGAATCTGCACCTGT
GCTAGTTAGCCCACTTGTCAGACTTGGGGGATGGGTACAGGAAGCCAGCCATCACTGTAG
GAGACAGGACAAGGGTGGGGGGTGGGGGGTITGGGGGAGGGGAGAAAAGGGACACTCAGCC
CAGGCAGAGTCTTCTAG_CTTCCCTAGGCTTTAGGGCAGACAGAGCTGG
TTCCTTATCTATACTTTTTGCCTGATAACACTTGAGGGCCTCGTTTTCCTCCTCGATAGT
GTTGGGGGCACGTTTGCCTAATTCTCTGGGTCCATCGAAAGGTTAGAGCTGCTGGATGAG
GAGCATGGGGACACAACAGGAACTTGGAAATTGCCCCAAGCTCTTGCATCTGCCCCAGCT
GTGAGCTGGCTGGCCGCAGGATTCTGGGGACCCTACTGTCTTACTGCCAACCCTTAGCTA
G

Sekil 3.10. Cogaltilmasi hedeflenen promotor bdlge ile igerisindeki polimorfizmler ve promotor
motifleri. Yesil ile gosterilen alan ¢ogaltilmasi hedeflenen bolge olup toplam uzunlugu
781bg’dir. Kirmiz1 ile gosterilen alan sekanslamada karsilasilan problemlerden dolayi
elde edilen promotor bélgenin bir kismi olup, toplam 450 niikleotit uzunlugundadir.
781bg¢’lik alan igerisinde toplam 10 adet promotor motifi saptanmis olup bu motifler-
den 6’s1 g¢ogaltilan 450 niikleotit igerisinde yer almaktadir. Ayrica pembe isaretli olan
her niikleotit, 450 baz ¢iftlik alanda saptanmis olan tek niikleotit polimorfizmleridir. Bu
polimorfizmlerden 1°i saptanan ve ayni zamanda ¢akisik olarak yer alan her iki motifte
(CCGGAA ve CGGAAGT) de ortak olarak bulunmaktadir.
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4. TARTISMA

Tek niikleotit polimorfizmleri (SNP) genomda protein kodlayan ve kodlamayan
kisimlarda goriilmektedir (Fucharoen, 2007). Protein kodlayan kisimlardaki SNP’ler
fenotipe dogrudan yansidigindan dolay1 arastirmacilar uzun siire bunlar iizerinde
durmustur (Zhang and Lupski, 2015).

Genom c¢alismalarn ilerledik¢e protein kodlamayan kisimlarda kodlayan ki-
simlardan (seleksiyon baskisindan dolay1) daha fazla SNP bulundugu (Murphy et
al., 2014) ve bunlarin da Prion (Oztabak et al., 2009), (Un et al., 2008), nérodejene-
ratif hastaliklar (Ramanan and Saykin, 2013), kanser (Hubner and Houlston, 2017),
kardiovaskiiler hastaliklar (Kathiresan and Srivastava, 2012), tip II diyabet ve obe-
zite (Al-Daghri et al., 2014) gibi cesitli hastaliklara yatkinlik ve direng ile iligkileri
caligilmistir. Belirli bir hastalikla iligkili belirli bir genin intron gibi kodlama yapma-
yan dizilerindeki SNP farklilig1 farkli popiilasyonlarda o hastaliga genetik yatkinligi
ya da direnci belirlemektedir, boylelikle farki popiilasyonlar arasinda genetik var-

yasyona neden olmaktadir (Ibeagha-Awemu et al., 2008).

Introndan baska, bir poplilasyondaki bireylerin belirli bir geninin promotor
bolgesindeki polimorfizmler de promotor aktivitesini etkileyerek o genin ifadesinin

degisimine neden olduguna dair yayinlar literatiirde mevcuttur (Healy et al., 2009).

Benzer sekilde bu ¢calismada da ayni1 popiilasyondaki farkli sokak kdpeklerinin
GULO geni promotor bolgesindeki SNP’ler ortaya konmustur. Saptanan SNP’lerden

bir tanesinin, bulunan 2 promotor motifi igerisinde de oldugu goriilmiistiir.

Genel olarak, SNP’ler genomda her 1000 niikleotitte 1 karsimiza ¢ikarken
(Novakovi¢ et al., 2010) bu ¢alismada 450 baz ¢iftlik alanda toplamda 9 farkli SNP
saptanmistir. Bu durum calisilan sokak kdpeklerinin GULO geni promotor bolgesi-

nin polimorfik oldugu gosterir.

Protein kodlayan (ekson) kistmlardaki SNP’ler protein yapisini etkilerken dii-
zenleyici (intron, promotor) bolgelerdeki SNP’ler gen aktivitesini, bir baska deyisle

tiretilen proteinin miktarini etkilemektedir (Hubner and Houlston, 2017).

Okaryotik genlerin promotor bolgesinde birbirinden farkli cok sayida motif
mevcuttur. Bu motifler sayesinde RNA polimeraz promotora baglanir ve transkrip-
siyon faktorleri ile etkileserek transkripsiyonu baslatir. Promotor motifleri dokuya

0zgii gen ekspresyonunu degistirir (Xie et al., 2005).
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RNA polimeraz II ve transkripsiyon faktorleri gibi diizenleyici faktorlerin 6z-
giil olarak tantyip baglandig1 bu motiflerdeki olasi bir tek niikleotit degisimi (SNP)
motifi degistireceginden transkripsiyon elemanlarinin motifi tantyip baglanabilme-

sini ve boylece transkripsiyon siirecini etkileyebilir (Marques et al., 2016).

Kopek GULO geninin promotor bolgesinde saptanan motiflerden CCGGAA,
GCTGCT (2 tane), GCAGCT, CGGAAGT motifleri (Van Heeringen et al., 2011)
yayininda mevcut olup; GCNGCT (‘N’ ifadesi herhangi bir niikleotit olabilecegi an-
lamina gelmektedir) kalibina ait 3 motif saptanmistir. Bunlar; GCAGCT ve GCTGCT
(2 tane) motifleridir. CGGAAGT motifi ise MGGAAGT (M; A ya da C niikleotiti)
kalibina uygundur. Belirtilen yayinda gegen bu motiflerin omurgalilarin evrimsel

stirecte konserve olmus kor promotor bolgelerinde bulundugu belirtilmektedir.

Saptanan diger motiflerden olan GTAAACAG, CATCTGCC, CAGCTGTG
motifleri (Minovitsky et al., 2007) yayminda mevcut olup GTAAACAG motifinin
kalibt GTMAACAD (M; A ya da C niikleotiti, D; A, G, T niikleotitlerinden biri),
CATCTGCC motifininki CATCTGBN (B; C, G, T niikleotitlerinden biri, N; her-
hangi bir niikleotit), son olarak CAGCTGTG motifininki ise CAGCTGNN (N; her-
hangi bir niikleotit) olarak ge¢cmektedir. Ayrica GTMAACAD (M; A ya da C niik-
leotiti, D; A, G, T niikleotitlerinden biri) kalibindan yola ¢ikilarak saptanan GTA-
AACAG motifi ayn1 zamanda memelilerin kodlama yapmayan dizilerinde evrim-
sel siirecte konserve oldugu ve omurgalilarda ¢ok yaygin goriilen ‘Forkhead DNA-

binding domain’ sinifina dahil oldugu da yine ayn1 yayinda belirtilmektedir.

GGGAGGGG motifi (Xie et al., 2005) yayinda bulunup kalip motif ise GG-
GAGGRR’dir (R; A ya da G niikletotitlerinden birisi). Ayrica CACGTG motifi de
yine ayni ¢alismaya dayanarak promotor bolge icerisinde saptanmustir.

Bu ¢alismada, kopek GULO geninin promotor bolgesinde saptanan CACATG
motifinin (O’connor et al., 2005) yayininda Arabidopsis thaliana bitkisinde bulun-

dugu belirtilmistir.

5 niikleotidi ‘CGGAA’ olacak sekilde ¢cakisan ve yukarida verilen CCGGAA
ve CGGAAGT motiflerinin ¢akisma bolgelerinde ilk niikleotit olan sitozinin bazi
bireylerde timin niikleotidine doniismesi seklinde gerceklesen polimorfizm her iki
promotor motifini de degistireceginden dolayr RNA polimeraz ve/veya transkrip-
siyon faktorlerinin bu motiflere baglanmasini etkileyebilir. Bunun sonucunda ise
GULO geninin transkripsiyon seviyesi etkilenebilir. Ayrica yine bu ¢alismada GULO

geni promotor bolgesinde saptanan ancak yukarida verilen motifler i¢inde yer alma-
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yan tek niikleotit polimorfizmleri de genel olarak transkripsiyon baslangi¢c komp-

leksinin olusumunu ve transkripsiyon seviyesini etkileyebilir.

Splaysing okaryotik mRNA’nin olgunlagsmasinda ve mRNA ¢esitliliginin olu-
sumunda cok onemli bir post-transkrisiyonel mekanizmadir. Ekson-intron baglanti
bolgelerinde bu olay1 gergeklestiren splaysozom kompleksinin alt birimlerinin tani-
yip baglandig1 splaysing motifleri bulunmaktadir. Splaysing motifleri evrimsel sii-
recte konserve olmus olup bu motiflerdeki SNP’ler splaysing olayinin gergeklesme-
sini etkileyebilir (Ke and Chasin, 2010), (Ke and Chasin, 2011), (Castle, 2011).

Bu ¢aligmada kopek GULO geni ekson-intron baglanti bolgeleri ile iligkili sap-
tanan ve Tablo 3.1°de verilen SNP’lerden 3 tanesi ekson-intron splaysing motifleri
ile iliskilidir. GGG motifinin 3. pozisyon bulunan guanin niikleotidi 2 bireyde timin

niikleotidine doniismiistiir.

Bir diger ekson-intron motifi olan ve GG olarak gegen motifin 2. pozisyonun-

daki guanin 2 bireyde sitozin niikleotidine donlismiistiir.

4 bireyde ise TGC motifinin ilk niikleotidi olan timin bazinin bir 6ncesindeki

niikleoitit polimorfik olup timin bazi sitozine doniismuistiir.

Ik iki motifte bulunan polimorfizmler ekson-intron baglant1 bolgelerindeki
motiflerin icerisine denk geldigi i¢in GULO geni mRNA’sinin splaysing mekaniz-
masini etkileyebilecegi diislinlilmektedir. Son motifte ise polimorfizm motifin i¢i
yerine ilk niikleotidinin bitisiginde yer aldigindan dolay1, splaysing mekanizmasini

diger 2 polimorfizmin etkisine oranla daha diisiik seviyede etkileyebilir.

GULO genine ait promotor ve ekson-intron birlesme bolgelerinde saptanan
motifler ve SNP’ler ilk kez bu ¢alismada ortaya konmus olup mevcut literatiirde

bulunmamaktadir.






41

KAYNAKLAR DiZiNi

Al-Daghri, N.M., Alkharfy, K.M., Al-Attas, O.S., Krishnaswamy, S., Mohammed,
A.K., Albagha, O.M., Alenad, A.M., Chrousos, G.P. and Alokail, M.S.,
2014. Association between type 2 diabetes mellitus-related SNP variants and
obesity traits in a Saudi population. Molecular biology reports, 41(3):1731—
1740.

Alberts, B., 2017. Molecular biology of the cell. Garland science.

Alberts, B., Bray, D., Hopkin, K., Johnson, A., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K.
and Walter, P., 2013. Essential cell biology. Garland Science.

Alberts, B., Johnson, A., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K. and Walter, P., 2002.
Molecular Biology of the Cell, (Garland Science, New York, 2008). Google
Scholar, pp. 652.

Balakirev, E.S. and Ayala, F.J., 2003. Pseudogenes: are they “junk” or functional
DNA? Annual review of genetics, 37(1):123—151.

Banhegyi, G. and Mandl, J., 2001. The hepatic glycogenoreticular system. Pathol-
ogy oncology research, 7(2):107-110.

Bergman, J., 2013. The Origins and Genetic Functions of Pseudogenes. Creation
Research Society Quarterly, 49(4):308-318.

Capra, S. et al., 2006. Nutrient reference values for Australia and New Zealand:

Including recommended dietary intakes. Commonwealth of Australia.

Carr, A.C. and Frei, B., 1999. Toward a new recommended dietary allowance for
vitamin C based on antioxidant and health effects in humans—. The American
Jjournal of clinical nutrition, 69(6):1086—1107.

Castle, J.C., 2011. SNPs occur in regions with less genomic sequence conservation.
PLoS One, 6(6):¢20660.

Chatterjee, 1., 1973. Evolution and the biosynthesis of ascorbic acid. Science,
182(4118):1271-1272.

Chinoy, N., Dave, L., Singh, Y., Saxena, O. and Vyas, A., 1984. Biogenesis,
Detection and Determination of Free and Bound Ascorbic Acid. In The Role of
Ascorbic Acid in Growth, Differentiation and Metabolism of Plants, Springer,
p. 28-67.

Civas, A., Génin, P., Morin, P., Lin, R. and Hiscott, J., 2006. Promoter Organi-
zation of the Interferon-A Genes Differentially Affects Virus-induced Expres-

sion and Responsiveness to TBK 1 and IKK? Journal of Biological Chemistry,
281(8):4856—4866.



42

KAYNAKLAR DIiZiNi (devam)

Clancy, S. and Brown, W., 2008. Translation: DNA to mRNA to protein. Nature
Education, 1(1):101.

De Tullio, M., 2010. The mystery of Vitamin, C. Nat. Educ, 3(9):48.

Fairbanks, D.J. and Maughan, P.J., 2006. Evolution of the NANOG pseudogene
family in the human and chimpanzee genomes. BMC evolutionary biology,
6(1):12.

Featherstone, K., Wood, A.L., Bowen, A.J. and Corcoran, A.E., 2010. The
mouse immunoglobulin heavy chain VD intergenic sequence contains insu-

lators that may regulate ordered V (D) J recombination. Journal of Biological
Chemistry, 285(13):9327-9338.

Frei, B., England, L. and Ames, B.N., 1989. Ascorbate is an outstanding an-
tioxidant in human blood plasma. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 86(16):6377-6381.

Fucharoen, S., 2007. Genetic polymorphisms and implications for human diseases.
J Med Assoc Thai, 90(2):394-8.

Gaby, S., Bendich, A., Singh, V. et al., 1991. Vitamin intake and death. A scientific

review.

Gelse, K., Poschl, E. and Aigner, T., 2003. Collagens—structure, function, and
biosynthesis. Advanced drug delivery reviews, 55(12):1531-1546.

Gerstein, M. and Zheng, D., 2006. The real life of pseudogenes. Scientific Amer-
ican, 295(2):48-55.

Gill, G., 2001. Regulation of the initiation of eukaryotic transcription. Essays in
biochemistry, 37:33—44.

Graveley, B.R., 2001. Alternative splicing: increasing diversity in the proteomic
world. TRENDS in Genetics, 17(2):100-107.

Hardin, J., Bertoni, G. and Kleinsmith, L.J., 2012. Becker’s World of the Cell.

Benjamin Cummings Boston, Massachusetts.

Healy, J., Dionne, J., Bélanger, H., Lariviere, M., Beaulieu, P., Labuda, D. and
Sinnett, D., 2009. Functional impact of sequence variation in the promoter
region of TGFBI1. International journal of cancer, 125(6):1483—1489.

Holste, D. and Ohler, U., 2008. Strategies for identifying RNA splicing regula-
tory motifs and predicting alternative splicing events. PLoS Computational
Biology, 4(1):e21.



43

KAYNAKLAR DIZiNi (devam)

Hubner, R.A. and Houlston, R.S., 2017. Single Nucleotide Polymorphisms and
Cancer Susceptibility. In The Molecular Basis of Human Cancer, Springer, p.
231-239.

Ibeagha-Awemu, E.M., Kgwatalala, P., Ibeagha, A.E. and Zhao, X., 2008. A
critical analysis of disease-associated DNA polymorphisms in the genes of

cattle, goat, sheep, and pig. Mammalian Genome, 19(4):226-245.

Igbal, K., Khan, A. and Khattak, M.M.A.K., 2004. Biological significance of
ascorbic acid (Vitamin C) in human health—a review. Pakistan Journal of
Nutrition, 3(1):5-13.

Jacob, R.A. and Sotoudeh, G., 2002. Vitamin C function and status in chronic

disease. Nutrition in clinical care, 5(2):66—74.

Jacq, C., Miller, J. and Brownlee, G., 1977. A pseudogene structure in 5S DNA
of Xenopus laevis. Cell, 12(1):109-120.

Juven-Gershon, T. and Kadonaga, J.T., 2010. Regulation of gene expression via
the core promoter and the basal transcriptional machinery. Developmental
biology, 339(2):225-229.

Kathiresan, S. and Srivastava, D., 2012. Genetics of human cardiovascular dis-
ease. Cell, 148(6):1242-1257.

Kawai, T., Nishikimi, M., Ozawa, T. and Yagi, K., 1992. A missense mutation
of L-gulono-gamma-lactone oxidase causes the inability of scurvy-prone os-
teogenic disorder rats to synthesize L-ascorbic acid. Journal of Biological
Chemistry, 267(30):21973-21976.

Ke, S. and Chasin, L.A., 2010. Intronic motif pairs cooperate across exons to

promote pre-mRNA splicing. Genome biology, 11(8):R84.

Ke, S. and Chasin, L.A., 2011. Context-dependent splicing regulation: exon defi-
nition, co-occurring motif pairs and tissue specificity. RNA biology, 8(3):384—
388.

Klug, W.S., Cummings, M.R., Spencer, C.A. and Oner, C., 2011. Genetik

kavramlar. Palme Yayincilik.

Li, Y. and Schellhorn, H.E., 2007. New developments and novel therapeutic per-
spectives for vitamin C. The Journal of nutrition, 137(10):2171-2184.

Linster, C.L. and Van Schaftingen, E., 2007. Vitamin c. The FEBS journal,
274(1):1-22.



44

KAYNAKLAR DIiZiNi (devam)

Lodish, H., Berk, A., Kaiser, C.A., Krieger, M., Scott, M.P., Bretscher, A.,
Ploegh, H. and Matsudaira, P., 2011. MOLEKULER HUCRE BiYOLO-
JISI. Geckil H, Ozmen M, Yesilada O. Palme Yayincilik, Ankara.

Losos, J.B., Mason, K.A., Singer, S.R. and Peter, H., 2008. Raven, and George
B. Johnson. Biology.

Lynch, M., 2005. The origins of eukaryotic gene structure. Molecular biology and
evolution, 23(2):450—468.

Marques, H., Freitas, J., Medeiros, R. and Longatto-Filho, A., 2016. Method-
ology for single nucleotide polymorphism selection in promoter regions for
clinical use. An example of its applicability. International journal of molecu-

lar epidemiology and genetics, 7(3):126.
Martinez, E., Chiang, C.M., Ge, H. and Roeder, R., 1994. TATA-binding protein-

associated factor (s) in TFIID function through the initiator to direct basal tran-
scription from a TATA-less class Il promoter. The EMBO journal, 13(13):3115—
3126.

Matei, N., Birghila, S., Popescu, V., Dobrinas, S., Soceanu, A., Oprea, C. and
Magearu, V., 2008. Kinetic study of vitamin C degradation from pharmaceu-
tical products. Rom. J. Phys, 53(1-2):343-351.

Mighell, A., Smith, N., Robinson, P. and Markham, A., 2000. Vertebrate pseu-
dogenes. FEBS letters, 468(2-3):109—114.

Minovitsky, S., Stegmaier, P., Kel, A., Kondrashov, A.S. and Dubchak, 1., 2007.
Short sequence motifs, overrepresented in mammalian conserved non-coding

sequences. BMC genomics, 8(1):378.

Murphy, K., Cooper, A. and Tobias, E., 2014. The human genome, gene regulation

and genomic variation.

Naidu, K.A., 2003. Vitamin C in human health and disease is still a mystery? An

overview. Nutrition Journal, 2(1):7.

Nishikimi, M., Fukuyama, R., Minoshima, S., Shimizu, N. and Yagi, K., 1994.
Cloning and chromosomal mapping of the human nonfunctional gene for L-
gulono-gamma-lactone oxidase, the enzyme for L-ascorbic acid biosynthesis
missing in man. Journal of Biological Chemistry, 269(18):13685—-13688.

Novakovié, 1., Maksimovic¢, N., Cvetkovi¢, S. and Cvetkovi¢, D., 2010. Gene
polymorphisms as markers of disease susceptibility. Journal of Medical Bio-
chemistry, 29(3):135-138.



45

KAYNAKLAR DIZiNi (devam)

O’connor, T.R., Dyreson, C. and Wyrick, J.J., 2005. Athena: a resource for rapid
visualization and systematic analysis of Arabidopsis promoter sequences. Bioin-
formatics, 21(24):4411-4413.

Ogbourne, S. and Antalis, T.M., 1998. Transcriptional control and the role of
silencers in transcriptional regulation in eukaryotes. Biochemical Journal,
331(Pt 1):1.

Oztabak, K., Ozkan, E., Soysal, 1., Paya, 1. and Un, C., 2009. Detection of prion
gene promoter and intronl indel polymorphisms in Anatolian water buffalo

(Bubalus bubalis). Journal of Animal Breeding and Genetics, 126(6):463—
467.

O’Connor, C.M., Adams, J.U. and Fairman, J., 2010. Essentials of cell biology.
Cambridge, MA: NPG Education, 1.

Patrushev, L. and Kovalenko, T., 2014. Functions of noncoding sequences in

mammalian genomes. Biochemistry (Moscow), 79(13):1442—-1469.

Pei, B., Sisu, C., Frankish, A., Howald, C., Habegger, L., Mu, X.J., Harte, R.,
Balasubramanian, S., Tanzer, A., Diekhans, M. et al., 2012. The GEN-
CODE pseudogene resource. Genome biology, 13(9):R51.

Phillips, T., 2008. Regulation of transcription and gene expression in eukaryotes.
Nature Education, 1(1):199.

Picknett, T. and Brenner, S., 2013. Posttranscriptional Modification. In Brenner’s

Encyclopedia of Genetics: Second Edition, Elsevier Inc, p. 424-424.
Podlaha, O. and Zhang, J., 2010. Pseudogenes and their evolution. eLS.
PubChem, O.C.D., 2018. Compound Summary for Ascorbic Acid. https://

pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/ascorbic_acid. Erisim Tarihi:
2018-05-25.

Pullar, J.M., Carr, A.C. and Vissers, M., 2017. The roles of vitamin C in skin
health. Nutrients, 9(8):866.

Ramanan, V.K. and Saykin, A.J., 2013. Pathways to neurodegeneration: mecha-
nistic insights from GWAS in Alzheimer(]s disease, Parkinson[ s disease, and

related disorders. American journal of neurodegenerative disease, 2(3):145.

Rimoin, D.L., Connor, J.M., Pyeritz, R.E. and Korf, B.R., 2007. Emery and
Rimoin’s principles and practice of medical genetics. Churchill Livingstone

Elsevier.



46

KAYNAKLAR DIiZiNi (devam)

Sayers, M., Lynch, S., Jacobs, P., Charlton, R., Bothwell, T., Walker, R. and
Mayet, F., 1973. The effects of ascorbic acid supplementation on the ab-

sorption of iron in maize, wheat and soya. British journal of haematology,
24(2):209-218.

Segal, E., Barash, Y., Simon, 1., Friedman, N. and Koller, D., 2002. From pro-
moter sequence to expression: a probabilistic framework. In Proceedings of

the sixth annual international conference on Computational biology. acm, p.
263-272.

Shafee, T. and Lowe, R., 2017. Eukaryotic and prokaryotic gene structure. Wiki J
Med, 4(1):002.

Sinnett, D., Beaulieu, P., Bélanger, H., Lefebvre, J.F., Langlois, S., Théberge,
M.C., Drouin, S., Zotti, C., Hudson, T.J. and Labuda, D., 2006. Detection
and characterization of DNA variants in the promoter regions of hundreds of

human disease candidate genes. Genomics, 87(6):704-710.

Svirbely, J.L. and Szent-Gyo6rgyi, A., 1933. The chemical nature of vitamin C.
Biochemical Journal, 27(1):279.

Tomkins, J., 2014. The Human GULO Pseudogene—Evidence for Evolutionary

Discontinuity and Genetic Entropy. Answers Research Journal, 7:91-101.
Tutar, Y., 2012. Pseudogenes. Comparative and functional genomics, 2012.

Un, C., Oztabak, K., Ozdemir, N., Tesfaye, D., Mengi, A. and Schellander, K.,
2008. Detection of bovine spongiform encephalopathy-related prion protein

gene promoter polymorphisms in local Turkish cattle. Biochemical genetics,
46(11-12):820-827.

Van Heeringen, S.J., Akhtar, W., Jacobi, U.G., Akkers, R.C., Suzuki, Y. and
Veenstra, G.J.C., 2011. Nucleotide composition-linked divergence of verte-

brate core promoter architecture. Genome research, 21(3):410-421.

Velavan, T., Bechlars, S., Huang, X., Kremsner, P. and Kun, J., 2011. Novel
regulatory SNPs in the promoter region of the TNFRSF18 gene in a Gabonese

population. Brazilian Journal of Medical and Biological Research, 44(5):418—
420.

Watson, J.D., Crick, F.H. et al., 1953. Molecular structure of nucleic acids. Nature,
171(4356):737-738.

Wen, Y.Z., Zheng, L.L., Qu, L.H., Ayala, F.J. and Lun, Z.R., 2012. Pseudogenes
are not pseudo any more. RNA biology, 9(1):27-32.



47

KAYNAKLAR DIZiNi (devam)

Xie, X., Lu, J., Kulbokas, E., Golub, T.R., Mootha, V., Lindblad-Toh, K., Lan-
der, E.S. and Kellis, M., 2005. Systematic discovery of regulatory motifs in

human promoters and 3’ UTRs by comparison of several mammals. Nature,
434(7031):338.

Yi, L. and Schellhorn Herb, B., 2007. New developments and novel therapeutic

perspectives for vitamin C [Jornal].-[sl]. Journal of Nutrition.

Yildirim, A., Bardakgl, F., Karatas, M. and Tanyolac, T., 2007. Molekiiler Biy-
oloji: Protein Sentezi ve Yikimi. Nobel Yayin Dagitim, Ankara, pp. 300.

Zhang, F. and Lupski, J.R., 2015. Non-coding genetic variants in human disease.
Human molecular genetics, 24(R1):R102-R110.

Zhang, Z., Harrison, P.M., Liu, Y. and Gerstein, M., 2003. Millions of years of
evolution preserved: a comprehensive catalog of the processed pseudogenes

in the human genome. Genome research, 13(12):2541-2558.

Zhang, Z.D., Frankish, A., Hunt, T., Harrow, J. and Gerstein, M., 2010. Identi-
fication and analysis of unitary pseudogenes: historic and contemporary gene

losses in humans and other primates. Genome biology, 11(3):R26.

Zheng, D., Frankish, A., Baertsch, R., Kapranov, P., Reymond, A., Choo, S.W.,
Lu, Y., Denoeud, F., Antonarakis, S.E., Snyder, M. et al., 2007. Pseudo-
genes in the ENCODE regions: consensus annotation, analysis of transcrip-

tion, and evolution. Genome research, 17(6):839—851.






49

OZGECMIS

Roja Fidel ACAR

Adres: Ege Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii 35100 Bornova/iZMiR
Telefon: (+90) 5538069007

email:fidelacar@gmail.com

Kisisel Bilgiler
Dogum Yeri ve Tarihi: Sanlwurfa, 17.11.1990

Egitim Durumu

Yiiksek Lisans: 2015-2018, Ege Universitesi, Biyoloji Boliimii

Lisans: 2009-2015, Ege Universitesi, Biyoloji Boliimii

Lise: 2004-2008, Davut Zeki Akpmar C.P.L (Ingilizce Agirlikl1 Siiper Lise)

Yabanci Dil
Tiirkce : Anadil

Ingilizce : lyi derecede

Projeler

2015 - 2016: Ege Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) : Yiiksek Lisans
Proje Destegi ‘Kopek GULO geninin promotor bolgesindeki polimorfizmler ve gen
aktivitesine etkilerinin arastirilmasi’®

2014 — 2015: TUBITAK 2209/A - Universite Ogrencileri Yurt I¢i Arastirma Pro-
jeleri Destek Programlari ‘C Vitamini Sentezinde Rol Alan GULO (1-gulono-gamma-

lactoneoxidase) Geninin K&peklerde Incelenmesi’






