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MAYA IKiLi HiBRIiD SISTEMi iLE KLONLANAN MUHTEMELEN YENI BiR HUCRE
iCi SINYALIZASYON MOLEKULUNUN KARAKTERIZASYONU

Lokman VARISLI

Harran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Damigman: Yrd. Dog. Dr. Osman CEN
Yil: 2005, Sayfa: 68

Bu ¢aligma, maya ikili hibrid sistemi kullanilarak elde edilen ve IL-5 reseptdrii (IL-SR)’niin o alt
Unitesi ile baglanti kuran 1,6 kilobaz ¢ifti uzunlugunda bir cDNA (klon-38)’nin biyoinformatik
(biyobiligim) yontemie karakterizasyonunu ile ilgilidir. Bu klonun Genbankasindaki kargilif1, geninin
kromozomal yerlesimi ve yapis1 mRNA’lari, olusturabilecekleri proteinler, bu proteinlerin fiziksel ve
kimyasal Ozellikleri incelendi. Bu proteinlerin hiicredeki yerlegsimleri, sekonder yapilari ile
fonksiyonel domeyn ve motifleri transmembran bblgeleri ve translasyon sonrasi gegirebilecekleri
modifikasyonlar aragtirildi. Analizler bu klonun 2. kromozom lzerinde yer alan bir gene kargihik
geldigi ve bu genin alternatif splising ile dort mRNA kodlayabilecegini gostermektedir. Bu
mRNA’larm olugturabilecegi proteinlerin G-proteinlere bagh reseptdr stiper ailesine ait oldugu ve
agirlikh olarak random coil ve alfa heliks sekonder yapisina sahip olabilecegi goriilmigtiir. Topolojik
olarak proteinlerin hilcre zarmi 5-6 sefer gegen transmembran bolgelere sahip oldugu ve fosforilasyon,
glikozilasyon ve miristilasyon gibi translasyon sonrasi modifikasyonlar gegirebilecegi belirlenmigtir.
Sonug olarak bu genin G-proteinlere bagl reseptdrleri kodlamas: bilylik bir olasilik tegkil etmektedir.
Boyle bir durumda bu gen ve tiriinleri gesitli terapotik 6zellik arz edebilecek bir hedef olusturabilir.
Deneysel olarak pBAD plazmidi igerisinde bulunan klon-38 cDNAs1 E. coli’ye transforme edilerek
antibiyotikli besi ortammda segildi, palzmid izole edildi ve EcoRI ve Xhol DNA kesim enzimleri ile
kesilerek analizi yapildi.

ANAHTAR KELIMELER: Astim, eozinofil, IL5R, biyoinformatik, transformasyon
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This study is on in silico (bioinformatical) characterization of a 1,6 kbp cDNA (clone-38) initially
cloned as an IL-5 receptor alpha (IL-SRa) interaction molecule in the yeast two-hybrid system. Its
gene in the Genebank, chromosomal location and gene structure has been defined. The mRNAs
expressed from this gene and their open reading frames (ORF) and their protein products, their
cellular distribution, seconder structure, and the functional domains were investigated. In addition, the
transmembrane regions and the post-translational modifications were also searched. The results show
that the gene is located on the human chromosome 2 and predicted to transcribe four alternatively
spliced mRNAs. The proteins are predicted to belong to the G-protein coupled receptors. They are
mainly in random coil and alpha helix structures transpass the membrane 5-6 times and show some of
the post-translational modifications such as phosphorylation, glycosylation, and myristoylation. As a
result, it is suspected to be involved in both in IL-5R and G-protein coupled receptor signaling. If so,
it may prove to be an important theraputic target. Experimentally, the cDNA. of clone-38 in pBAD
plasmid was transformed into E. coli, selected on media containing ampicillin, Then plasmid was
purified and analyzed with the EcoRI and Xhol restriction digesiton.

KEY WORDS: Asthma, eosinophil, IL-5R, bioinformatics, transformation
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1. KURAMSAL TEMELLER Lokman VARISLI

1. KURAMSAL TEMELLER

1.1. Astim

Astim, gerek ¢ocuklarda, gerekse de yetiskinlerde birgok klinik belirti ile
seyreden solunumla ilgili kompleks bir hastaliktir. Son 10 yil igerisinde astimin
yayginhgmin biitiin diinyada arttifi ve oransal olarak gelismig {ilkelerin toplam
niifuslarinin %10°undan fazlasim etkiler bir duruma geldigi bildirilmektedir (Beasley
ve ark., 2000). Bu hastaliktan dolay: goriilen 6liim vakalar1 yaygin olmamakla
beraber son yillarda afir seyreden hastalik durumlan yiiziinden &liim vakalarmn
sayisinda artig oldugu rapor edilmektedir (Papiris ve ark. 2002).

Astim tedavisi i¢in giinlimtizde B agonistleri, ofilin ve 16kotrien antagonistleri
gibi ilaglar kullanilmasina ragmen agir astim hastalan igin en iyi tedavi steroid ilaglar
ile saglanmaktadir (Kayaalp, 2000). Steroid ilaglar; astimda rol alan gesitli sitokin
genlerinin transkripsiyonunu etkileyen nikleer faktor kB (NFxB), STAT ve Aktivator
Protein—1 (AP-1) gibi transkripsiyon faktorlerini inhibe ederek immiin inflamatuar
cevabi ayarlamak suretiyle gérev yapmaktadirlar. (Barnes ve Adcock, 1998). Steroid
ilaglar agir astim hastalarinin tedavisinde etkili ve yaygin olarak kullamlmalarina
ragmen Ozellikle gocuklarda bagisikhifin zayiflatilmas: ve yetersiz kemik geligimi
gibi 6nemli yan etkilere de sahiptirler. Bu gibi agir yan etkilerinden dolay: steroid
ilaglarin tedavide kullamlmasina pek ¢ok kisi stiphe ile bakmaktadir.

Astim hastalifinda temel anormallik solunum yolunun mukoza tabakasimin
kronik olarak iltihaplanmasidir. Bu olay solunum yolunun tikanmasina neden
olmaktadir (Denburg, 1996). Cogu durumda astima bagli olan solunum yolunun
iltihaplanmas1 olay1 anormal immiin cevap sonucunda meydana gelir. Bu anormal
immiin cevap CD4" TH2 hilcrelerinin baskin olmas: ile belirgindir (Wills-Karp,
1999). TH2 hiicrelerinin salgiladif1 sitokinler astimdaki solunum yolunun kronik
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olarak iltihaplanmasimin gerek baslamas: ve gerekse de siirdiirtilmesinde temel bir rol
oynamaktadir (Chung ve Barnes, 1999).

Astim patogenezinde sayisi1 artan en 6nemli hiicre tipi eozinofildir. Astim

hastalarinin akcigerlerinde eozinofil oram ¢ok artmugtir ve buradaki eozinofiller
aktiflegmis durumdadir.

1.2. Eozinofiller

Eozinofiller, toplumda yaygin olarak bulunan astim, alerji ve parazitik
hastaliklarda dnemli bir rol oynamaktadirlar (Middleton ve ark., 1998). Bu hiicreler
kemik iliZinde miyeloid 6ncti hiicrelerden koken alirlar ve uygun sitokin aktivasyonu
ile olgunlagip dolagima katilirlar (Barnes, 2001). Saglikli kisilerde bu hiicrelerin
kandaki oranlan tiim 6kositlerin %2-3’ti kadardir. Ancak alerjik durumlarda hem
dokularda hem de kanda eozinofillerin diizeyi artmaktadir (Rothenberg, 1998). Aym
sekilde astim n&betleri esnasinda eozinofillerin akcigerlerde toplandid: belirlenmigtir
(Rothenberg, 1998). Astimda eozinofillerin brongiyal mukozada toplanmasi1 mukusun
agin salgilanmasina ve salgilanan mukusun birikmesine neden olmaktadir (Filipovié
ve Ceki¢, 2001). Ayrica astimin siddeti ile akcigerde toplanan eozinofillerin miktar
arasinda ciddi bir iligki oldugu belirlenmistir (Papiris ve ark., 2002).

Eozinofiller icerdikleri graniillerde ECP (eozinofil katiyonik protein), MBP
(temel bazik protein), EPO (eosinofil peroksidaz) ve PAF (platelet aktiflestirici
faktor) gibi bir siirii reaktif molekiilleri bulundururlar, Bu graniiller aktiflestiklerinde
iglerindeki reaktif molektiller eksositoza benzer bir gekilde dokuya salir ve
dolayisiyla doku hasarina ve inflamatuara neden olurlar (Sanderson, 1992).
Eozinofillerin farklilagmasi, yasamas: ve aktiflegmesi i¢in en 6nemli faktér TH2
hiicreleri tarafindan salinan Interlskin-5 (IL-5)’dir.
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1.3. interldkin 5 (IL-5)

Interl6kin-5 IL—4, IL-9 ve IL-13 gibi Th2 tip bir sitokindir (Barnes, 2001). IL—
5 T hiicreleri, eozinofiller, bazofiller ve mast hiicreleri tarafindan salgilanir
(Rothenberg, 1998). IL-5 IL-3 ve graniilosit makrofaj koloni stimule edici faktor
(GM-CSF) eozinofillerin biiytimesi, farklilagmas1 ve yasamlarini stirdiirmelerinde rol
almaktadirlar. IL-3 ve GM—CSF diger 16kositler i¢in oldugu gibi eozinofillerin de ilk
dénem farklilagmalarin1 uyarirken, IL-5 eozinofillerin son dénem farkhilagmalarim
uyarmaktadir (Denburg, 1996). IL-5 astim patogenezinde rol alan en 6nemli sitokin
olarak bilinmektedir (Barnes, 2001). Bu hastalarda IL-5 miktarindaki artig oldugu
gerek bronkoalveolar sivi (BAL)’ da gerekse de biyopsi drneklerinde hem mRNA
hem de proteinin miktarindaki artig ile belirlenmigtir. IL-5’in diizeyindeki artig
hipereozinofiliya’nin geligmesine neden olmaktadir (Greenfeder ve ark., 2001).

Insan IL-5 geni 5. kromozom {izerine yerlesmistir ve 5 eksondan olusmustur
(Kotsimbos ve Hamid, 1997). Insanda olgun IL-5 molekiilii her bir monomeri 115
aminoasit’ten meydana gelen ve agirhigi 12 kd olan birbirine disiilfit bag: ile bagh
homodimerik bir glikoproteindir (Sanderson, 1992; Kotsimbos ve ark., 1997). IL-5
biyolojik etkisini hedef hiicrelerin iizerinde bulunan kendi reseptoriine (IL-5R)
baglanarak gosterir.

1.4. interldkin 5 Reseptorii (IL-5R)

IL-5 reseptdrii (IL-5R) baskin olarak eozinofiller {izerinde bulunmakla beraber
bazofiller, mast hiicreleri ve B lenfositleri iizerinde de bulunmaktadir (Migita ve ark.,

1991). insan IL-5R’ii 60 kd’luk bir alfa (o) alt initesi ile 130 kd’luk bir beta (B) alt
tinitesinden meydana gelen bir heterodimer komplekstir (Lopez ve ark., 1991).
Reseptoriin o alt Ginitesi IL-5 reseptoriine dzeldir ve spesifik ligand baglanmasi
Ozellifine sahiptir. B alt tinitesi ise IL-5, IL-3 ve GM—CSF tarafindan ortak olarak

kullamlmaktadir ve o alt dnitelerinin kendi ligandlar1 ile olan baglarim
kuvvetlendirmektedir (Takaki ve ark., 1993).
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IL-5R’i1 IL-3 ve GM—CSF reseptorleri gibi I. simf sitokin reseptdr familyasina
aittir ve sitokin reseptdr modiilleri (CRMs) denilen korunmus hiicre dis1 domeynler
igermektedir (Bazan, 1990). Her bir CRM iki tane Fibronektin tip III’e benzer
domeyn (Fibronectin Type III Like Domain) igermektedir. Bu kisimlarin her biri
reseptoriin bu familyasina 6zgii iki motif tagir. Ilk motif dort sistein aminoasidini
iceren bir yapidir. Ikincisi ise WSXWS (Triptofan — Serin — X — Triptofan — Serin)
motifidir (Guthridge ve ark., 1998). Bu motiflerin iglevsel reseptérlerin ligandlara
baglanmas1 ve hiicre igerisinde gerekli sinyallerin olusmasi i¢in 6nemli olduBu
tahmin edilmektedir.

Insanda IL-5R’{in o alt {initesinin geni iiglincli kromozom iizerinde (Tuypens
ve ark., 1992), B alt {initesinin geni ise yirmi ikinci kromozom tizerinde bulunur
(Miyajima ve ark., 1992). IL-5 reseptOriiniin o alt {initesi 20 aminoasitlik NH,
terminal hidrofobik bolge, 324 aminoasitlik glikozillenmis hiicre disi bolge, 21
aminoasitlik transmembran kisim ve 55 aminoasitlik sitoplazmik kisimdan olusan
toplam 420 aminoasit’ten meydana gelen bir polipeptit’dir (Murata ve ark., 1992).
IL-5 reseptriiniin P alt iinitesi ise 422 aminoasitlik hiicre dig1 kismi, 27 aminoasitlik
transmembran kismi ve 432 aminoasitlik sitoplazmik kisim ile toplam 871
aminoasitten meydana gelen bir polipeptit’dir (Kitamura ve ark., 1991) (Sekil 1.1).

NH2 terminal hidrofabik baige (20 aa) Hacra digi blgasi (422 ag)

Clikosillenmig hicre digi bdige (324 aa)

Transmembran biigesi (21 aa) Tranamembran balgesi (27 aa)

Sitaplazmil¢ Bdlge (55 aa) Sitoplazmik bblpe (432 ag)
a Zi

Sitoplazma

B Zinciri

Sekil 1.1. IL-5 resepttriiniin yematik yapisi



1. KURAMSAL TEMELLER Lokman VARISLI

1.5. IL — 5 Reseptorii ile Sinyal letimi

Sinyal iletiminde ilk adim IL-5’in resept6riine baglanmasidir. Bu baglanma
reseptoriin daha Snce ayn olan o ve P alt tinitelerinin dimerizasyonunu saglar. Bu
dimerizasyon IL-5 ve IL-5R’{iniin yiiksek affiniteli baglanmas1 ve bunun sonucunda
reseptoriin aktivasyonu igin zorunludur (Heldin, 1995). IL-5R’ii {i¢ 6nemli sinyal
yolunu aktiflestirir. Bunlar JAK/STAT, MAP Kinaz ve PI3 Kinaz yollandir.
(Guthridge ve ark., 1998). IL-5 reseptériine baglh sinyal iletimi igin reseptOriin hem
o hem de B zincirlerinin sitoplazmik kisimlar1 6nemli gérev gérmektedir (Sakamaki
ve ark., 1992; Cen ve ark., 2003; Gorska ve ark., 2004) Bununla birlikte 6zellikle
zincirinin mekanizmasiyla ilgili ¢ok az sey bilinmektedir (Cen, 2001).

IL-5’in IL-5R’line baglanmasi ile hemen aktiflesen ve eozinofillerde sinyalin
olusmasinda 6nemli bir enzim Lyn kinazdir. Lyn Src ailesi tirozin kinazlarin bir
liyesi olup dort domeyn’den olugmustur (Sekil 1.2). Bunlar sira ile kinaz (SH1 = Src
homology 1 veya kinaz domeyni), SH2, SH3 ve 6zgiil (unique) domeynlerdir. En
bagta da asilasyon kismu vardir ki bu kisim bir domeyn olmamasina ragmen bazen
SH4 olarak ta bilinir.

Sekil 1.2. Lyn kinaz molekiiliiniin yapis: (Cen, 2001)

SH4 domeyni baglandif1 yag asitlerinin membranin i¢ine yerlesmesi ile Lyn’in
membranin hemen alt yiizeyinde reseptorler ile beraber olmasim saglar. Ozgiil
domeyn SH4 ve SH3 domeynleri arasinda yer alir. Bu domeyn Src tirozin kinazlar
arasinda en fazla farklihk g6steren kisimdir. Bu bdlge birgok reseptorle kinazin
etkilesiminden sorumludur. SH2 ve SH3 domeynleri protein — protein etkilesimlerini
saglar. SH1 Katalitik domeyndir ve spesifik tirozin kinaz aktivitesine sahiptir. C

5
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bolgesi fosforilasyon ve defosforilasyon yoluyla tirozin kinaz aktivitesinin
diizenlenmesinden sorumludur (Cen, 2001).

Diger reseptorlerin sinyal iletim iglemlerinde oldugu gibi IL-5 ile sinyal iletimi
de tipik olarak dort adimdan olugmaktadir (Adachi ve Alam, 1998). Bu adimlar

Jukstamembran6z adim (The Juxtamembranous Signaling Step)
Sinyal ara adim (Signal-Interfacing Step)

Mobil sinyal adimi (Mobile Signaling Step)

Transkripsiyon aktivasyon adimi (transcription-activating step)

> » b=

Jukstamembrandz sinyal adimi, reseptSriin o ve P alt iinitelerinin spesifik
sitoplazmik bolgelerinde JAK2, Lyn ve Fes gibi tirozin kinazlarin aktivasyonu
agamasidir. JAK2 (Brizzi ve ark., 1996), Lyn (Li ve ark., 1995) ve Fes (Brizzi ve
ark., 1996) kinazlar fiziksel olarak reseptSriin B zinciri ile baglantihidir. Ligand
reseptore baglandifinda olugsan Ligand-Reseptér kompleksleri bir araya gelip daha
biiylik kompleksler olugtururlar. Bu biiyiik komplekslerdeki kinazlar birbirlerini ve
reseptorleri fosforlagtirarak aktiflestirirler. Reseptor ve kinazlara bagli baz1 proteinler
bu aktiflesmeyi dfizenler. Ornegin UNC119 icerdigi SH2 ve SH3 motifleri
aracilifiyla reseptore ve bazi tirozin kinazlara baglanabilmektedir. UNC119 bu
baglanmalarla Lyn gibi jukstamembrantz adimda gOrev goren enzimlerin

aktiflegmesini uyarmakta ve bu sekilde biiylime faktorlerinin varhiinda hiicrenin
hayatta kalmasim uyarmaktadir (Cen ve ark., 2003).

Sinyal ara adim, jukstamembranz adimdan sonra gelen adimdir. Bu adimda
SHC, SHP2 ve GRB2 gibi adaptdr proteinler gorev gormektedir. Tirozin kinazlar
tarafindan B zincirinin tirozin aminoasidi tizerinden foforilasyonu adaptér proteinleri
de igeren birgok sinyal molekiilii i¢in bir baglanma bolgesi yaratir. Bu proteinler
icerdikleri SH2 (Src Homology-2) veya PTB (Fosforlanmig Tirozinleri Baglayan)
domeynleri araciliiyla B zincirine baglanabilmektedir. Adaptor proteinler sitosolik
sinyal molekiilleri i¢in bir yanasma bdlgesi gbrevi goriirler ve Jukstamembrantz
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kisimda aktiflesen tirozin kinazlarin (6r. Lyn) substrat1 olacak diger proteinlerin (&r.
Ras, Rac) aktiflegmesini saglayacak baglantiy1 kurarlar.

Mobil sinyal adiminda, ara adimda goérev goren adaptdr proteinler ve GTPaz’
lar tarafindan gelen uyarilarla G proteinleri aktiflestirilmektedir. Aktiflesen bu
molekiiller sinyali alarak hedef bolgelere iletmektedirler. Ancak bu adimdaki
sinyalin hedef bolgelere tasinmasi olaymin mekanizmasi heniiz ¢ok iyi
aydinlatimamigtir. Bu adimda aktiflegen G proteinlerin en gok bilineni Ras’tir. Ras
MAP kinaz yolunda 6nemli bir molekiil olan Raf-1 kinaz fosforlayarak aktiflegtirir.

Raf-1 bu bolgede MAP kinaz yolunun bir i{iyesi olan ERK molekiiliiniin
aktivasyonunu diizenlemektedir.

1.5.1. JAK/ STAT yolu

Janus Kinaz (JAK)’lar reseptorlerin sitoplazmik kisimlarina bagh katalitik
aktivitesi olan tirozin kinazlardir. Memelilerde JAK ailesinin dort iyesi
bulunmaktadir. Bunlar Jakl, Jak2, Jak3 ve Tyk2’dir (Liu ve ark, 1998). IL-5R ile
iliskide olan tip Jak2’dir. JAK kinazlar 120-130 kd agirliinda yaklagik olarak 1150
aminoasit uzunlufunda olup yedi domeynden meydana gelen biiyiikk molekiillerdir.
Bu molekiillerin COOH ucundaki ilk domeyn kinaz domeyni olup katalitik aktiveye
sahiptir (Sekil 1.3a). ikinci domeyn ise katalitik aktivitenin diizenlenmesinde nemli
olan psddokinaz’dir. Bu domeyn ayrica STAT proteinleri igin bir baglanma noktasi
olarak da goérev yapmaktadir. Bu iki domeyn’den sonra gelen bolgeler ¢ok iyi
cahgilmamigtir ancak altinci ve yedinci domeynlerin reseptre baglanma ile ilgili
oldugu diigiintilmektedir (Ortmann ve ark., 2000) (Sekil 1.3a).

STAT (signal transducers and activators of transcription) familyas: yedi
iiyeden (Statl, Stat2, Stat3, Stat4, StatSa, StatSb ve Stat6) meydana gelen ve sitokin
reseptorii ile sinyal iletiminde gGrev alan transkripsiyon faktorleridir. Bu
molekiillerden STAT3, STAT5a ve STAT5b g¢ok farkh sitokinler tarafindan
aktiflestirilebilmektedir. -5 molekiili de bu familyamn STAT 5a/b {iyelerini
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aktiflestirmektedir. Bununla birlikte STAT1, STAT2, STAT4 ve STAT6 &zel
sitokinler tarafindan aktiflegtirilmektedir.

STAT proteinleri 750-850 aminoasit uzunluunda olup alti domeynden
meydana gelmektedirler (Takeda ve Akira, 2000) (Sekil 1.3b). Amino ucundaki N-
terminal domeyn dimerizasyon domeyni olarakta bilinir. Ikinci bélge Coiled-coil
domeynidir ve dort a heliksten meydana gelmektedir. STAT molekiilii aktiflestifinde
bu bolge transkripsiyon faktorleri ile baglanti kurmaktadir. Bunun diginda bu
domeynin STAT’larin reseptére baglanmasinda ve tirozin fosforilasyonunda da
gbrev aldif digtintilmektedir. Uglincli bolge DNA’ya baglanma domeynidir. Bu
bolge DNA’ya TTCNNNGAA motifi {izerinden baglanip transkripsiyon goérevini
yerine getirmesini saglamaktadir. Dordiincii bolge linker domeyni olup
transkripsiyonel diizenlemede gbrev almaktadir. Besinci bdlge SH2 domeynidir ve
sinyal iletiminde ¢ok Snemlidir. Clinkti SH2 domeyni aracihifiyla STAT molekiilleri
JAK molekiillerine baglanabilmekte ve fosforlanarak sinyal iletimini
yapabilmektedirler. Yedinci bélge transkripsiyon aktivaston domeynidir. Bu
bolgenin Serin fosforilasyonu ile transkripsiyonu arttirdify diistintilmektedir
(Kisseleva ve ark., 2002) (Sekil 1.3b).

Psadokinaz . - Kinaz

|
B

Faptﬁre
Ba

lanma
gesi

pep  frinker bom  sHz -

¥
M. Terminal
Domeyn

Sekil 1.3. JAK (a) ve STAT (b) molekillerinin yapis: (Kisseleva ve ark., 2002)

JAK ve STAT molekiillerinin IL-5 reseptbriine baglanma bdlgeleri tespit
edilmigtir. JAK molekiilleri IL-5 resptoriiniin hem o hem de f zincirlerine ikiger
bolgeden baglanirlar. Bu baglanmalarda B zincirinde bulunan box-1 isimli prolince
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zengin bolge bilylik 6nem tagimaktadir. o zincirinde de box-1’e benzeyen prolince
zengin bir bdlge bulunmaktadir. JAK molekiilii reseptoriin bu bolgelerine baglanarak
sinyalin olugmasim saglar (Adachi ve Alam, 1998) (Sekil 1.4).

ILSRB

Sekil 1.4. IL-5 reseptortinde JAK molekiiliiniin baglanma yerleri (Adachi ve Alam, 1998)

JAK/STAT yolunda sinyal iletiminde diger yollarda oldugu gibi ilk agama
reseptriin liganda baglanmasidir. Reseptor liganda baglandiktan sonra dimerlegir ve
boylece reseptdriin hiicre i¢i kisimlarina baglanmig olan JAK molekiilleri aktiflesir
(Quelle ve ark., 1994). Aktiflesen JAK reseptdriin B alt {initesini tirozin lizerinden
fosforlayarak aktiflestirir. Bu fosforlanan tirozinler SH2 domeynini igeren proteinler
igin bir baglanma bolgesi olarak gbrev goriirler. STAT da SH2 domeyni ile
reseptOriin P alt linitesinin fosforlanan kisimlarina baglanabilir (Pawson ve Scott,
1997).

STAT molekiilleri reseptore baglandiktan sonra JAK molekiilleri tarafindan
fosforlamp aktiflestirilirler. Aktiflesen STAT molekiilleri homodimer veya
heterodimer geklinde diizenlenerek hiicre gekirdegine geger ve burada transkripsiyon
faktorii gbrevini yerine getirirler (Itoh ve ark., 1998) (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5. JAK/STAT yolu (Leonard ve O'shea, 1998)

1.5.2. Map kinaz yolu

MAP kinaz yolunda sinyal iletiminde ilk adim reseptdriin B zincirindeki
proteinlerin fosforilasyonu ve adaptér proteinler aracilifiyla sinyalin MAP kinaz’lara
iletilmesidir. MAP Kinaz yolu {iglii bir kinaz dongiisi ile kontrol edilmektedir. Bu
dongliniin elemanlar sunlardir.

1. MAP Kinaz Kinaz Kinaz (MAPKKK)
2. MAP Kinaz Kinaz (MAPKK)
3. MAP Kinaz (MAPK)

MAPK yolunda sinyali ilk alan molekiiller MAPKKK dir. Stres veya mitojenik
uyanlar ile farkh MAPKKK molekiilleri uyariimaktadir (Sekil 1.6). Bu molekiiller
serin ve treonin aminoasitlerinin fosforilasyonu ile MAPKK molekiillerini
aktiflegtirirler. Aktiflestirilen bu MAPKK molekiilleri treonin ve tirozin
aminoasitlerinin fosforilasyonu ile MAPK molekiillerini aktiflestirirler (Yang ve
ark., 2003). Her MAPK molekiilii ancak Ozgiill bazm MAPKK’lar tarafindan
aktiflegtirilebilirler (Chang ve Karin, 2001) (Sekil 1.6).

10
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Memelilerde MAP kinaz yolunun dért énemli grubu vardir (Kyriakis ve
Avruch, 2001). Bunlar

Hiicre Das1 Sinyali Diizenleyen Kinaz 1 — 2 (ERK 1-2)

c-Jun N-terminal kinaz (JNK)

P-38

Hiicre Dig1 Sinyali Diizenleyen Kinaz -5 (ERK-5 veya BMK-1)

Cal ol

MAP kinazlar minimal fosfoakseptér adi verilen motifi igeren proteinleri
dogrudan fosforlayabilirler. Bu motif Ser/Thr-Pro aminoasitlerinden meydana
gelmektedir. Fosforilasyon sitoplazmada veya ¢ekirdekte meydana gelebilir ve hedef
molekiiller de transkripsiyon faktSrleridir. MAP kinazlar bunlara ek olarak bagka
protein kinazlar da fosforlayabilirler. Bunlarin baghcalar1 RSK, MNK, MAPKAP
ve MSK familyas:1 proteinleridir. Bu proteinlerin gogu transkripsiyon diizenleyici
proteinlerin ve histonlarin fosforlanmasiyla gen ekspresiyonunu diizenlemektedirler
(Kyriakis ve Avruch, 2001) (Sekil 1.6).

Mitojenler Btres
rwwmmﬁ

|
i MaK MAPKAPKS  MAPKAPK2

Sekil 1.6. MAP Kinaz Yolunun Organizasyonu (Yang ve ark., 2003)
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1.5.3. PI3 kinaz yolu

Fosfoinositid 3 kinaz (PI3K) molekiilleri 110 kilodalton (kd)’dan olusan bir
katalitik alt tinite (p110) ile 85 kd’dan meydana gelen bir adaptér alt iinite (p85)’den
meydana gelen heterodimerlerdir. Regiilator p85 alt {initesi bir adet SH3 domeyni, iki
tane prolince zengin bolge ve iSH2 (inter SH2) sekans: ile birbirine baglanmis olan
iki tane SH2 domeyni igermektedir. iSH2 domeyni katalitik ve regiilator alt iiniteleri
arasindaki etkilegimi saglamaktadir. SH2 domeynleri p85/p110 heterodimerinin
reseptér ve reseptdr olmayan tirozin kinazlar ile baglanmasindan sorumludur.
Katalitik p110 alt iinitesi ise protein kinazlara homologdur ve hem serin/treonin

protein kinaz ve hem de fosfoinositid kinaz aktivitelerine sahiptir (Kapeller ve
Cantley, 1994).

PI3K aktivasyonuna yol agan baglica iki olay vardir. Birincisi p85/p110
heterodimerinin aktivator proteinlerle etkilesimidir. Aktivatdr proteinler reseptér
veya reseptOr olmayan tirozin kinazlar olabilir. PI3K regiilator alt tnitelerinin SH2
domeynleri ile aktivatér proteinlerin fosforlanmig tirozin bolgelerine baglanmasi
enzim aktivasyonuna yol agan heterodimerin konformasyonel degisimine neden olur
(Yu ve ark., 1998). ikinci aktivasyon sekli ise PI3K molekiillerinin katalitik alt
iiniteleri ile sitoplazmadaki bazi proteinlerin dogrudan etkilesimi ile olmaktadir.
Boyle bir aktivasyona iyi bir drnek PI3K molekiiliiniin katalitik alt {initesi olan
p110’un p21-Ras molekiilii ile etkilesimidir (Backer ve ark., 1992).

PI3K sinyal yolu hiicrede meydana gelen birgok metabolik olayda rol alan bir
yoldur ve bu yol ile gesitli kosullar altinda farkli mekanizmalarin tetiklendigi
bilinmektedir. PI3K yolu ile sinyal iletiminde en az iki muhtemel mekanizma vardir.
Bunlardan birincisi PI3K’1n lipid kinaz aktivitesi, ikincisi ise bazi hiicre i¢i sinyal
proteinleri ile PI3K’in dogrudan etkilegimi temellerine dayanmaktadir (Katso ve ark.,
2001).

Birinci sinyal iletim mekanizmas: PI3K molekiillerinin lipid kinaz aktiviteleri

lizerine temellenmigtir. Fosfoinosidlerin hiicre faaliyetlerindeki rolleri hiicre

12
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boliinmesi esnasinda reseptor tirozin kinazlar tarafindan aktiflestirilen fosfolipaz C
(PLC)’nin substratlari olma temeline dayanmaktadir. PLC’nin hareketiyle
fosfoinositidlerin hidroliz {iriinii olan diagil gliserol ve inositol fosfat molekiillerinin
hiicrede konsantrasyonu arttifi zaman PKC aktiflegir. PKC’nin aktiflegmesi diagil
gliserol ile dogrudan baglanma geklinde olabilecegi gibi PI3K’1n lipid {irtinleriyle
etkilesim yoluyla da olabilmektedir. PI3K’1n lipid iiriinleriyle aktiflesen bir bagka
molekiil grubu da fosfoinositide bagli kinazlar (PDK)’dir. PDK molekiilleri protein
kinaz B (PKB) ve protein kinaz C (PKC) molekiillerini de igeren bir grup sinyal
iletiminde gorevli protein kinazlarin aktiflegmesi i¢in bunlarin fosforilasyonundan
sorumludur (Krasilnikov, 2000) (Sekil 1.7).

Ikinci sinyal iletim mekanizmas1 PI3K molekiillerinin baz hiicre ici sinyal
proteinleri ile dogrudan etkilesimi ve PI3K molekiillerin lipid kinaz aktiviteleri
digindaki protein kinaz aktivitelerinin olmasi temeline dayanmaktadir. Yapilan in
vivo deneylerde p85/p110 heterodimerinin p21-Ras ve Rac gibi baz1 tirozin kinazlar
da igeren hiicre igi molekiillerle kompleks olusturdugu belirlenmigtir. Bunun disinda
PI3K’in Ras/Raf/ERK sinyal yolunun uyarilmasinda zorunlu olduguna ydnelik
sonuglara da varilmigtir (Krasilnikov, 2000) (Sekil 1.7).

RASPAS

Sekil 1.7. PI3K yolu ile sinyal iletimi (Krasilnikov, 2000)
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1.6. Maya ikili Hibrid Sistemi

Hiicre i¢i sinyal iletiminde gorev alan molekiillerin belirlenmesinde oldukga
hassas ve kesin sonuglar verecek sistemlere gereksinim vardir. Ciinkii bu
molekdillerin hiicredeki yogunlugu pek fazla olmayabilir. Hiicre igerisinde birbiri ile
baglant1 kuran proteinlerin tespiti igin kullamlan en etkili yontemlerden biri maya
ikili hibrid sistemi (yeast two hybrid system)’dir.

Maya ikili hibrid sistemi protein—protein baglantilarim tespit etmede kullanilan
olduk¢a karmagik bir molekiiler biyoloji metodudur. Bu sistem ilk olarak 1989
yilinda Fields ve Song isimli aragtirmacilar tarafindan bulunup laboratuvarlarda
uygulanmaya baglanmigtir (Fields ve Song, 1989). Maya ikili hibrid sistemi temelde
gerek iki proteinin birbirine baglamp baglanmadifini test etmek ve gerekse de
ilgilenilen bir proteine baglanan dier bilinmeyen proteinleri kesfetmek amaciyla
kullanilabilen bir sistemdir. Bu sistemde ilgilenilen proteinlerin cDNA’lan ilgili

plazmidlere klonlanir ve maya hiicrelerine aktarilarak test edilir (Gyuris ve ark.,
1993; Golemis ve ark., 1996).

Maya ikili hibrid sisteminde konak olarak maya hiicreleri kullanilmakta ve
Maya hiicreleri igerisine yerlegtirilmek tizere iki tane farkli domeynlere sahip
ekspresyon plazmidleri ile bir tane de reporter plazmid kullamlmaktadir. Kullanilan
birinci ekspresyon plazmidi DNA’ya baglanacak olan bir domeyn (DNA-BD), ikinci
plazmid ise RNA Polimeraza baglanacak bir transkripsiyon aktivasyon domeyni
(TAD) igermektedir.

DNA’ya baglanacak domeyni tagiyan plazmidin i¢ine yem (bait) olarak tarif
edilen aragtirilan bir proteinin geni eklenir. RNA Polimeraza baglanacak domeyni
igeren plazmide ise test edilecek proteini kodlayan gen eklenir. Bu sekilde DNA-BD
rekombinant proteini reporter genin DNA {izerinde uygun operatér bolgesine
baglanirken buna bagl ve yem olarak bilinen protein serbest kalmaktadir. Sayet bu
yem proteini TAD plazmidindeki test edilen proteine baglaniyorsa TAD domeyni
RNA Polimeraza baglanip onu promotere yakin tutacaktir. Bu durumda reporter

14
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genlerin transkripsiyonu baglatilabilecektir (Coates ve Hall, 2003). Maya ikili hibrid
sisteminin ¢aligma mekanizmasi gekil 1.8°de sematik olarak verilmigtir.

Sekil 1.8. Maya ikili hibrid sistemi (Cen, 2001)

Maya ikili hibrid sistemi biyokimyasal tekniklerle belirlenemeyen zayif veya
gegici protein-protein baglanmalarim tespit edebilmesinden dolay: avantajli bir
sistemdir. Ayrica bu sistem ile tek bir aminoasitten kaynaklanan mutasyonlan da
tespit etmek miimkiindir. Sistemin ¢ok hassas olmasinin getirdigi baz1 dezavantajlar
da vardir. Ciinkli bu kadar hassas galijma yanhig pozitif veya negatif sonuglan da
verebilmektedir. Bu yanhs sonuglari en aza indirmek icin iki tane reporter gen

kullamlmakta ve ancak bu iki genin aktiflesmesi ile sonucun dogru olduguna kanaat
getirilmektedir.

1.7. DNA Klonlamasi

DNA klonlanmasinda temel strateji ilgili bir DNA sekansinin vektdr olarak
isimlendirilen bir DNA segmenti igerisine yerlestirilmesidir (Griffiths ve ark., 1999).
Bu yontem kullanilarak tibbi veya ekonomik degeri olan bir {irliniin hiicrede
sentezlenmesi saflanabilir. DNA klonlamasinda kullamlacak DNA segmenti
genomik bir DNA pargasi olabilecegi gibi revers transkripitaz enzimi aracilifiyla
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RNA’dan DNA’ya gevrilmis bir komplementer DNA (cDNA) sekans1 veya PCR ile
¢ogaltilmis herhangi bir DNA par¢as: da olabilir.

Klonlamada en yaygin olarak kullamlan vektorler plazmidlerdir. Plazmidlerden
bagka amaca gore bakteriyofaj, viriis, kozmid veya yapay kromozomlar da
kullamlmaktadir.

1.7.1. Plazmidler

Plazmidler, hiicre icerisinde kendi kendine goZalabilme yetenegindeki kiicik,
halkasal ekstra kromozomal DNA molekiilleridir. Plazmidler yaygin olarak klonlama
vektdrli olarak kullanilmaktadir (Lodish ve ark, 2000). DNA klonlamasinda
kullanilan plazmidler dogal veya rekombinant molekiiller olabilir. Molekiiler
biyolojide kullamlan plazmidlerde {i¢ 6nemli $zellifin olmas: gerekir (Lodish ve ark,
2000) (Sekil 1.9). Bunlar

1. Replikasyon orjini (ori)

2. Antibiyotik direng geni gibi bir marker bolge

3. Caligilan DNA’nin yerlestirilebilecegi bir klonlama bélgesi (multiple cloning
site = MCS)

Replikasyon orini

Yabanc: genin kionlanacaf bolge —

Ant

iyotik direng geni

Sekil 1.9. DNA klonlamasmda kullanilan bir plazmidin genel yapis1 (Lodish ve ark, 2000)
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1.7.2. DNA molekiillerinin plazmidlere klonlamas:

Plazmid vektorler ile DNA’mn klonlanmas: iglemi temel olarak birkag baslik
altina alinabilir ($ekil 1.10). Bunlar

1. Klonlanacak DNA’nin izolasyonu
Vektoriin DNA kesim (restriksiyon endoniikleaz-RE) enzimleri ile kesimi
DNA’nin vektor ile birlegtirilmesi

Olusan rekombinant molekiiliin konak hiicre igerisine yerlestirilmesi
Kiiltiir ortaminda hiicrelerin ¢ogaltilmasi

nos» N

DNA klonlamas1 i¢in ilk adim DNA’nin saf halde elde edilmesidir.
Klonlanacak DNA insana ait bir genomik sekans olabilecegi gibi daha dnce bir
bakterinin plazmidi icerisine yerlestirilmis ¢cDNA sekansi da olabilir. DNA’nin
bulunus yerlerine gore uygun islemlerden gecirerek DNA saf olarak hazirlanir.

Klonlanacak DNA ve onun yerlestirilecegi vektériin klonlama bolgesi uygun
DNA kesim enzimleri (restriksiyon endoniikleaz-RE) ile kesilerek yapistirici uglar
elde edilir. Her biri farkli DNA dizilerini tamyan g¢ok sayida farkli RE’leri
bulunmaktadir. RE enzimleri ile kesilen ve yapigtirici uglu bu DNA pargalan
kangtirilarak birbirleriyle u¢ uga baglanmalan saglanir (Griffiths ve ark. 1999).

DNA’nin vektor ile birlestirilmesi igin ligaz enzimi kullamilir. Ligaz enzimi
vektor DNA ile klonlanacak DNA arasinda bag olusumunu saglayarak bunlarin
birlesmesini saglar.

Rekombinant DNA olusturulduktan sonraki asama bu molekiiliin hiicre
icerisine yerlestirilmesidir. Bunun i¢in gesitli yollarla hiicrelerin zarlarinda gegici bir
gecirgenlik degisikligi yaratilarak rekombinant DNA’nmin hiicre igerisine girmesi
saglanir. DNA’nin hiicre igerisine aktariimasi olay1 bakterilerde transformasyon,
yiiksek yapili hiicrelerde transfeksiyon olarak adlandirilir.
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Rekombinant DNA hiicre i¢ine alindiktan sonra hiicreler kiiltiir ortaminda
segici kogullar altinda goZaltilirlar. Hiicreler ¢ogaldiklar1 zaman kromozomlan ile
beraber plazmidler de replikasyona ugrar. Segici kogullar plazmid alan bakterilerin
cogalmasim saBlarken almayanlarin 6lmesine neden olur. Bu kogullar gogunlukla bir
antibiyotikin ilavesi ile saglanir. Antibiyotik plazmid {izerinde bulunan bir genin
irlinti tarafindan etkisiz hale getirilerek bu plazmidi igeren hiicrelerin yagamasim
saglar (Griffiths ve ark. 1999).

Restriksiyon Endanikleaz

» X

Klonlanacak DN& Halkasal Plazmid

Y 4

K

N3
\% Kesilm‘g Plazmid

Rekombinant DNA

Sekil 1.10. DNA klonlamanin gematik gdsterimi (Griffiths ve ark., 1999°dan yaralanarak ¢izilmigtir)

1.8. Biyoinformatik

In silico biyoloji veya bilgisayarli biyoloji olarak da isimlendirilen
biyoinformatik; kelime anlami olarak biyoloji ve informatik kelimelerinin
birlesmesinden meydana gelmektedir. Tanimsal olarak biyoinformatik, biyolojik
verilerin ortaya ¢ikarilmasi ve yorumlanmasi igin bilgisayar araglarinin analizi ve
uygulamas: olarak tammlanabilir (Bayat, 2002). Ancak biyoinformatik bununla
sinirh degildir ve daha genis bir multidisipliner alandir. Bu baglamda biyoinformatik
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biyolojik bilginin elde edilmesi, iglenmesi, depolanmasi, ayristirilmasi, analizi ve
yorumlanmasina klavuzluk eden bir bilimsel disiplindir. (Benton, 1996).
Biyoinformatik alan olarak interdisipliner olup bilgisayar, matematik, fizik, kimya ve
biyoloji’den yararlanmaktadir (Bayat, 2002).

Biyoinformatik gerek akademik ve gerekse de ticari alanlar igin yeni bir bilim
dalidir ve biyolojinin gelecegi i¢in ufuklar olusgturmaktadir. Bu bilim dali fazla
ekipman gerektirmediginden, aragtirma ve gelistirmelerin goreceli kolay olmasi,
herkese agik kaynaklarin bollugu, hizh sonuclarin alinabilmesi, alinan sonuglarin
laboratuvarlarda test edilebilecek niteliklerde olmasi gibi nedenlerle gelecek igin
diisiintildiigiinde heyecan verici bir teknoloji platformudur (Anonymous, 2000).

Biyolojide bilgisayar temelli ilk yaklagm 1966 yiliinda protein
kristallografisinden elde edilen bilgilerin depolanmasi ve kullanilmasi igin
olusturulan Protein Databank’tir (Levinthal, 1966). 1970’lerin sonlarina dogru DNA
sekanslama metotlarimin gelistirilmesi ve 6zellikle de 1995 yilinda insan genom
projesinin resmen bagslamasiyla elde edilen sekans verileri miktarinda olaZaniistii bir
art1g olmug ve bu verilerin gerek depolanmasi ve gerekse de analizi ve yorumlanmasi
igin Dbilgisayar temelli yaklagimlar ka¢imlmaz olmugtur. Biyolojik verilerin
depolanmasi, analizi ve yorumlanmasi noktasinda algoritma temelli yaklagimlar ile
biyoinformatik’in interdisipliner bagimsiz bir bilim dal olarak ortaya ¢ikmas: yine
bu dénemde olmugtur (Ouzounis ve Valencia, 2003).

1990’11 yillara gelindiginde kigisel bilgisayarlar ve 6zellikle de internet yavag
yavag giinliikk yasantimizin bir pargas1 haline gelmeye bagladi. Bilgisayar ve iletisim
teknolojilerinde bu geligmeler olurken biyolojide de izl gelismeler yaganmaktaydi.
1991 yilinda EST’lerin iiretilmesi bu ilerlemenin en ayirt edici 6zelligi oldu (Adams
ve ark., 1991). Ciinkii EST’ler transkribe edilen genlerin kismi pargalaridir ve
genomlarin transkribe edilen kisimlar i¢in genel bir fikir vermektedir (Englbrecht ve
ark, 2004). EST’lerin gelistirilmesinden yaklagik olarak dort yil sonra yani 1995°te
bir bakteri olan Haemophilus influenza’nin genomunun sekanslanmasiyla ilk kez bir

organizmanin biitlin genomu sekanslanmig oldu (Fleishmann ve ark., 1995). Bunu
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izleyen yillar i¢inde Saccaromyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans, insan ve daha
onlarca organizmanmin genomlann sekanslandi. Su ana kadar yiizden fazla
organizmanin genomu sekanslanmmg durumdadir ($ekil 1.11).

Biyoloji alamindaki bu geligmeler bilgisayar ve iletisim teknolojilerindeki
gelismeler ile birlestirilince ikinci nesil biyoinformatik araglar ortaya ¢ikmaya
bagladi. Bu araglar diinya’nin her tarafindaki aragtirmacilarin internet {izerinden
kolayca kullamilmalarina olanak verirken aymi zamanda verilerin analizi ve
depolanmasi noktasinda da eskisine oranla daha gii¢lii ve daha hassas yapilmasina
olanak veriyordu. Bu paralel ilerlemeler sayesinde 90’11 yillarin ortalarindan itibaren
biyoinformatik, biyomedikal bilimlerde gelisme ve aragtirmalarin ayrilmaz bir
pargasi haline gelmeye bagladi. Bylece bilgisayara dayali aragtirma ve analiz
araglan, internet ve bliyiik kapasiteli databazlar biyologlar i¢in temel araglar haline
geldi (Kaminski, 2000).

2000°li yillarin bagindan itibaren biyoinformatik ¢aligmalar1 daha derli toplu
yapilmaya ve aym zamanda belirli bagliklar altinda da toplanmaya baslandi. Bu
alandaki ¢aligmalar 6zellikle 5 konu etrafinda toplandi (Zhang, 2002).

1. Prokaryot ve Okaryot organizmalarin DNA sekanslarinda genlerin
belirlenmesi ve ortaya ¢ikariimasi.

2. Proteinlerin yap: ve fonksiyonlarmmin belirlenmesi i¢in yeni yontemlerin
geligtirilmesi

3. Proteinlerin familya ve korunmus béligelerinin belirlenmesi.

4. Evrimsel iliskileri belirlemek i¢in filogenetik agaclarin olugturulmasi.

5. Protein sekanslarinda sekonder ve tersiyer yapilarin belirlenmesi.

Giinfimiizde deneysel teknolojiler tarafindan olugturulan genomik,
transkriptomik ve proteomik verilerin analizi ve yorumlanmas: ile diger biyolojik
bilimler tarafindan olugturulan verilerin depolanmasinda biyoinformatik temel bir
role sahiptir (Kanehisa ve Boork, 2003). Bunun diginda 8zel genlerin veya
proteinlerin analizinde sekans temelli yontemlerin giin gegtik¢e ilerlemesi yaninda
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birbirine bagli gen kiimelerinin tammlanmasi veya protein etkilegim networklan gibi
biiyllk miktarda gen veya proteinlerin analizi i¢in de yeni yOntemler
geligtirilmektedir (Kanehisa ve Boork, 2003). Genom sekanslamasi yapilan
organizmalarin sayisindaki artig ile beraber biyoinformatik hem organizma ve
hiicrelerin sistemik fonksiyonel davramiglarim belirlemek i¢in hem de bunlara
kavramsal temeller saglamak igin bir baglangi¢ olabilir (Kanehisa ve Boork, 2003).

Biyoinformatik, databazlar tizerine sekillenmis bir bilim dahdur. ilk ortaya ¢ikis
dénemlerinde sinirl: bir sayida databaza ve galigma alamna sahip olan biyoinformatik
glinlimiizde artik igin en uzmanlanmn bile takip etmekte zorlandifn bir hizla
gelismektedir. Tasarlanan databazlar bir genin yerinin belirlenmesinden herhangi bir
proteinin biyokimyasal Ozelliklerinin tahminine kadar ¢ok ¢esitli amaglara hizmet
edebilmektedir. Dr. Michael Galperin tarafindan Nucleic Acids Research dergisinde
Molecular Biology Database collection: 2004 Update ismiyle yayinlanan yaziya gére
(Galperin, 2003) 2003 yilinda databaz sayis1 bir 6nceki yila gére 162 adet artarak
548’e ulagmistir. Bu say1 dogal olarak her gegen giin artmaktadir. Databazlarin
sayisindaki artigin yaninda analizlerdeki hassasiyet de giin gegtikge artmaktadir. Bu
nedenden dolayidir ki biyoinformatik ile yapilan analizlerin sonuglarina yakin
zamana kadar tahmini sonuglar denilirken gilinlimiizde analiz sonuglarinda yavag
yavas tahmin s6zciigii atilmaya baslanmigtir (Zhang, 2002).

Biyoinformatik databazlarim kullamm amaglarina gére genel olarak birkag
kategoriye aywrmak mimkiindiir. Bu kategoride sayilan ¢ok sayidaki gesitli
databazlarin belli bazilarimin sadece adlarimi vererek agagidaki sekilde listeleyebiliriz
(Galperin, 2003).

DNA Sekans Databazlar
RNA Sekans Databazlan
Protein Sekans Databazlari
Yap1 Databazlar

Genomik Databazlar
Diger databazlar

S I S o
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1.8.1. DNA sekans databazlan

Uluslar aras1 niikleotid sekans databaz isbirlii databazlari: NCBI

Genbank, EMBL (Europan Molecular Biology Laboratory), DDBJ (DNA Databank
of Japan)

Kodlayan ve kodlamayan DNA bdlgeleri databazlari: Xpro (Gopalan ve
ark., 2004), UniGene (Schuler, 1997), Transterm (Jacobs ve ark., 2000).

Gen yapisi, intron, ekson ve splicing bilgeleri databazlar: ASAP (Schwerk
ve ark., 2003), ASD (Thanaraj ve ark., 2004), PALS (Huang ve ark., 2002), ExInt
(Sakharkar ve ark., 2002), SpliceDB (Burset ve ark., 2001).

Transkripsiyonu diizenleyen bdlgeler ve transkripsiyon faktorleri
databazlarn: DBTSS (Suzuki ve ark., 2002), TransCompel (Kel-Margoulis ve ark.,
2002), TRANSFAC (Matys ve ark., 2003), TRRD (Kel ve ark., 1997)

1.8.2. RNA sekans databazlan

Aptamer Database, ARED, GtRDP, PseudoBase (Batenburg ve ark., 2000),
RDP (Maidak ve ark., 1997), Rfam (Griffiths-Jones ve ark., 2003).

1.8.3. Protein sekans databazlar:

Genel sekans databazlari: PIR (Barker ve ark., 2000), PRF, Swiss-Prot

(Fleischmann ve ark., 1999), TrEMBL (Bairoch ve Apweiler., 1996), UniProt
(Apweiler ve ark., 2004)

Protein 6zelliklerini belirlemeye yonelik databazlar: aaindex (Nakai ve ark.,
1988), ProTherm (Sarai ve ark., 2001)
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Protein yerlegim yerini belirlemeye yonelik databazlar: DBSubLoc (Guo ve
ark., 2004), NESbase (Cour ve ark., 2003), NLSdb ( Nair ve ark., 2003)

Proteinlerin motif ve aktif bolgelerini belirlemeye yardimeci databazlar:
ASC (Facchiano ve ark., 2003), Blocks (Pietrokovski, 1996), eMOTIF (Huang ve
Brutlag, 2001), O-GlycBase (Gupta ve ark., 1999), PhosphoBase (Kreegipuu ve ark.,

1999), PROMISE (Degtyarenko ve ark., 1997), ScanPROSITE (Gattiger ve ark.,
2002).

Proteinlerde domeyn belirlenmesi ve smflandirmalarmm saglamaya
yardumeir databazlar: CluSTR (Kriventseva ve ark., 2001), Hits (Pagni ve ark.,
2001), iProClass (Wu ve ark., 2001), MetaFam (Silverstein ve ark., 2001), PRINTS
(Attwood ve Beck, 1994), Pfam (Sonnhammer ve ark., 1997), ProClass (Wu ve ark.,
1999), ProDom (Corpet ve ark., 2000), SMART (Schultz ve ark., 1998).

Ozel protein familyalarmin databazlar: AARSDB (Szymanski ve
Barciszewski, 1999), Histone Database (Sullivan ve ark., 2002), NPD (Dellaire ve
ark., 2003), NucleaRDB (Horn ve ark., 2001), NUREBASE (Duarte ve ark., 2002).

1.8.4. Yap1 databazlan

Kiiciik Molekiiller: LIGAND (Goto ve ark., 1998), HIC-Up (Kleywegt ve
Jones, 1998).

Karbonhidratlar: Glycan (Hashimoto ve ark., 2003), GlycoSuiteDB (Cooper
ve ark., 2001).

Protein yap: databazlari: ArchDB (Oliva ve ark., 1997), Gene3D (Buchan ve
ark., 2002), SCOP (Murzin ve ark., 1995), SWISS-MODEL Repository (Guex ve

Peitsch, 1997), SUPERFAMILY (Gough ve ark., 2001), 3D-GENOMICS (Fleming
ve ark., 2004).
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1.8.5. Genomik databazlar

Genel genomik databazlar: COG (Tatusov ve ark., 2000), Entrez Genomes
(Tatusova ve ark., 1999), PEDANT (Frishman ve ark., 2003), The Pedant genome
database (Albermann ve ark., 2003), PACRAT (Ray ve Daniels, 2003).

Ozel organizmalarin genomik databazlari: EcoGene (Rudd, 2000),
CyanoBase (Nakamura ve ark., 1998), SGD (Cherry ve ark., 1998), PhytoProt
(Mohseni-Zadeh, 2004), ARAMEMNON (Schwacke ve ark., 2003), FlyBase
(Gelbart ve ark., 1997), PlasmoDB (Anonymous, 2001).

1.8.6. Diger databazlar

Pharmacogenomics and Pharmacogenetics Knowledge Base, PubMed,
BioImage.
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2. MATERYAL ve YONTEM

Bu ¢alismada baglangi¢ materyali olarak daha 6nceki bir galigmada maya ikili
hibrid sistemi ile elde edilmis (Cen, 2001) ve IL-5 reseptoriiniin o alt {initesi ile
baglant1 kuran klonlardan biri (klon-38) incelenmeye calisildi. Bu ¢cDNA 1.6 kb
biiytikliigtinde olup 6.4 kb biiylikliigtindeki pPBAD plazmidi igerisinde klonlanmig
olarak bulunmaktadir. pPBAD plazmidinin yapis1 Sekil 2.1°de verilmistir. Klon-38’in
400’den fazla niikleotid sekans1 daha 6nce elde edilmis olup elimizde bulunmaktadir.
Bu sekans biyoinformatik analizler i¢in baglangi¢ dizisi olarak kullanilda.

- Hind 1l 1415

Hind i
3574}

Sekil 2.1, pBAD plazmidinin yapis:

2.1. Biyoinformatik Analiz Yontemleri

2.1.1. BLAST arastirmasi

Elimizdeki klonun karsilik geldigi tam mRNA dizilerini belirlemek igin NCBI
(National Center of Bioinformatics Instititue - www.ncbi.nlm.nih.gov)’nin gen
bankas: veritaban1 BLAST (Altschul ve ark., 1990) programu ile tarandi. Bu program
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elimizde bulunan klonun gen bankasinda eslestigi klonlar eslesme orammna ve
olasiliina gore siralamaktadir.

2.1.2. Genin yapisinin ve kromozomal yerlesiminin belirlenmesi

BLAST aragtirmas1 sonucu ile elde edilen benzer dizilerin genomdaki
yerlesimlerini belirlemek i¢in NCBI'in MegaBLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov)
programi (Zhang ve ark., 2000) kullamldi. Bu databaz klonlarin sekansmm ilgili
genomunki ile kargilagtirarak onlarin kromozom tizerindeki yerlerini belirlemektedir.
Bu yolla klonun ait oldufu genin ekson ve intron bolgeleri kromozom iizerinde
belirlenerek gen haritasi ortaya gikarilabilmektedir.

2.1.3. Gen transkriptlerinin restrisiyon enzim analizi

Klonumuzun denk geldifi genin transkriptlerinin DNA kesim (restriksiyon
endoniikleaz enzim) enzim analizini yapmak ig¢in New England Biolabs inc.
firmasinin NEBcutter (www.neb.com) programu kullanildi. Bu program kullamlirken
belirli restriksiyon enzimleri igin parametreler kullanildi.

2.1.4. Genin kodlayabilecegi proteinlerin belirlenmesi
Belirlenen genin kodlayabilecegi protein veya proteinleri belirlemek igin

mRNA dizisi ORF finder (www.ncbi.nlm.nih.gov) programiyla tarandi. Tarama

sonucunda olas1 peptidlerin sekans1 cDNA sekansi ile kargilikh olarak veya ayn ayn
olarak belirlenebilir.

2.1.5. Proteinlerin kargilagtiriimasi

Belirlenen proteinlerin kargilagtiritmasi ve belirli bir diizende hizalanmas: igin

Clustal W (www.ebi.ac.uk) programi (Higgins ve ark., 1994) kullanildi. Bu program
hem proteinleri hem de niikleotidleri hizalayip diizenlemek ve karsilagtirmak igin
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kullanilabilmektedir. Proteinlerin veya niikleotidlerin kargilagtirilmas: &zellikle
sekanslardaki korunmug bélgeleri belirlemek igin 6nemlidir.

2.1.6. Proteinlerin fiziko-kimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi

Proteinlerin teorik izoelektrik noktalarini tespit etmek ve bunlarin molekiiler
agirhiklarim  belirlemek igin EXPASY serverinde (www.expasy.org) bulunan
ProtParam ve compute pl/Mw programlart kullamildi. Bu programlar her bir
aminoasitin ylikiinli ve molekiiler agirliim hesaplayarak sonuglari vermektedir.
Izoelektrik noktayr ve molekiiler airhf belirlemek igin iki farkhi programin
kullamlmasinin nedeni programlarin aym sonucu verip vermediklerini ve dolayisiyla
yapilan analizin giivenirligini test etmekti.

2.1.7. Proteinlerin fonksiyonel domeyn ve motiflerinin belirlenmesi

Proteinlerde bulunan fonksiyonel domeynleri belirlemek i¢in CDD programi
(www.ncbi.nlm.nih.gov - Marchler-Bauer ve ark., 2003), motifleri belirlemek i¢in de
PRINTS (www.umber.sbs.man.ac.uk - Attwood ve Beck, 1994) databazlari
kullamldi. Bu databazlar kullamlarak proteinlerin muhtemel yapisal ve islevsel
ozellikleri belirlenmeye ¢aligildi.

2.1.8. Proteinlerin hiicredeki yerlerinin belirlenmesi

Proteinlerin hiicredeki yerlesimlerini belirlemek igin PLOC programi
(www.genome.ad.jp - Park and Kanehisa, 2003) kullamldi. PLOC program
proteinlerin muhtemel yerini belirlerken sitoplazma, hiicre iskeleti, endoplazmik
retikulum, golgi, lizozom, mitokondri, ¢ekirdek, peroksizom ve plazma membrani’ni
dikkate almakta ve bunlarn bes farkli degiskenle analiz etmektedir. Bu iglemler

sonucunda proteinin en yiikksek olasilikla bulunabilecegi hiicre kismu
belirlenmektedir.
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2.1.9. Proteinlerin sekonder yapilarmm belirlenmesi

Proteinlerin sekonder yapisim belirlemek i¢in dért farkli program kullamlds.
Bu programlardan ii¢ii sekonder yapiyr belirlemeye y&nelik tahminler verirken
dordiincti program ilk {i¢ programin sonuglarimi ortak bir yap: halinde daha giiglii bir
tahmin olarak vermektedir. Sekonder yapi tahmini i¢in HNNC (www.npsa-
pbil.ibep.fr - Guermeur, 1997), SOPM (www.npsa-pbil.ibcp.fr - Geourjon ve
Deleage, 1994) ve SOPMA (www.npsa-pbil.ibcp.fr - Geourjon ve Deleage, 1995)
programlan kullanmldi. Bu {i¢ programin sonuglarinin ortak bir ikincil yap: tahmini
igin Consensus Secondary Structure Prediction (www.npsa-pbil.ibcp.fr - Deleage ve
ark., 1997) programi kullamilda.

2.1.10. Proteinlerin transmembran bélgelerinin belirlenmesi

Proteinlerdeki muhtemel transmembran bolgelerini belirlemek i¢in SOSUI
programi (www.sosui.proteome.bio.tuat.ac.jp) (Hirokawa ve ark., 1998) kullanildi.
SOSUI program1 Kyte — Doolittle hidrofobisite skalasim kullanarak muhtemel
transmembran bolgelerini belirlemektedir. Kyte-Doolittle hidrofobisite skalas1 19-25

aminoasitlik muhteme] transmembran bolgelerini aramaktadir (Kyte and Doolitle,
1982).

2.1.11. Proteinlerdeki translasyon sonrasi modifikasyonlarin belirlenmesi

Proteinlerdeki translasyon sonras: olasi modifikasyonlan belirlemek i¢in ilgili
modifikasyonlara gére programlar kullanildi. Proteinlerdeki serin, treonin ve tirozin
fosforilasyon bolgelerini tespit etmek i¢in NetPhos (www.cbs.dtu.dk) (Blom ve ark.,
1999), miristilasyon bolgelerini belirlemek i¢in muyristoylator, O glikozilasyon
bolgelerini belirlemek i¢in NetOGlyc (www.cbs.dtu.dk) (Hansen ve ark., 1998) ve N

glikozilasyon bolgelerini belirlemek igin NetNGlyc (www.cbs.dtu.dk) programlar
kullanild.
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2.2. Deneysel Yontemler
2.2.1. Besiyerlerinin hazairlanmasi

LB Besiyerinin hazirlanmasi: Bakterileri biliyiitmek i¢in kullamlan Luria broth
(LB) besiyerinin bir litresi s6yle hazirlandi:

1. Bir erlenmayer i¢inde bulunan 500 mi saf suya agagidaki maddeler sirasiyla

ilave edilerek magnetik karigtirici tizerinde karigtirilda:
a. 10 gr tripton
b. S5gr maya ekstrakti
¢. 5grNaCl

2. Kanigima 1000 ml oluncaya kadar saf su ilave edildi (~495 ml) ve NaOH
kullamlarak pH 7,4 olarak ayarlandu.

3. Kat1 agar besi yerleri olarak kullamldig1 durumlarda 10 gr/500 ml (%2
yogunlukta) olacak sekilde agar ilave edilerek yavasca karigtirildi.
Hazirlanan besiyerler sterilizasyon igin otoklava konularak 121 °C, 20
dakika sterilize edildi.

4. Sterilizasyondan sonra sicaklif1 50-60 °C’ye diigtiigiinde her birisine 15-20
ml diisecek sekilde “LB” diye isaretlenen petri kaplarna dokdildii.
Ampisilinli agarh petriler hazirlanacad1 zaman petrilere dékiilmeden 6nce
200 ml besiyerine 100 mg/ml’lik stok ampisilin solusyonundan 200 pl ilave
edilerek yavagga ve iyice kangstirildi (son yogunlugu 100 pg/ml) ve
“LB+Amp” diye igaretlenen petri kaplarina dokiiliip katilagmas: saglandi.

LBM Besiyerlerinin hazirlanmasi: Transformasyon deneylerinde kullanilan
uygun (competent) hiicreler magnezyum igeren LB (LBM) besiyerlerinde
biiylittilerek hazirlandilar. LBM besiyeri LB besiyeri gibi hazirlandi. Ancak bundan

farkli olarak son yogunlugu 1 mM olacak sekilde magnezyum kloriir ilave edildi.
Kisaca 1 litre LBM g6yle hazirlandi:
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1. LBpH74: 999 ml

2. 1MMgCL: 1ml

3. Kati besiortami hazirlandigs durumlarda %2 oraninda agar ilave
edilerek otoklav edildi. Otoklavdan sonra, ampislinli ortam igin son
yogunlugu 100 pg/ml olacak sekilde ampisilin ilave edilip hafifce fakat
iyice kanigtirildi ve petri kaplarina dokiilda.

2.2.2. Transformasyon i¢in alhica (competent) hiicrelerin hazirlanmas:

Hem K12 hem de XL1 Blue E. coli bakteri suslarn ampisilinsiz LBM
besiyerine ekilerek 37°C’de bir gece (~14-16 saat) inkiibasyona birakild: (Sambrook,
1989). Bir koloniden alinan bakteri hiicreleri taze bir LBM ortamina ekildi ve gece
boyu 37°C’de inkiibasyona birakildi. Bu petri {izerindeki koloniler toplanarak
agagidaki gekilde transformasyon iglemi igin hazirlands:

1. Hiicreler 1.5 ml sivi LBM ile yikandi, santrifiij edilerek (5000 rpm, 5 dak)
supernatant dékiildii. Bu yikama iglemi toplam ii¢ sefer olacak gekilde iki
sefer daha tekrar edildi.

2. Pelet halindeki hiicreler 1.5 ml soguk (buz tizerinde ~4°C) 100 mM MgCl,
eklendi ve hiicreler pipet yardum ile slispansiyon haline getirildi; Buz
ortaminda 5 dakika bekletilditen sonra yukaridaki gibi santriftij edildi ve
supernatant atildi. Bu islem iki kez daha tekrarlands.

3. Hiicrelere 1 ml soguk 100 mM CaCl, eklendi. lIyice siispansiyon haline
getirildikten sonra 20 dk. buzun izerinde bekletildi, ve sonra santrifiij
edilerek supernatant dokiildii. Bu islem de iki kez daha tekrarlandi.

4. Hicreler 1 ml sofuk 100 mM CaCl, + 15% gliserol eklendi igeirisinde
yavagea ve iyice slispaniyon haline getirildi.

5. Bu hiicreler farkh plazmid DNAsi igeren veya igermeyen ependorf tiiplerine
ilave edilerek transformasyon yapildi.
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2.2.3. Bakteri hiicrelerine plazmid DNA’sinin transformasyonu

Transformasyona uygun 50 pl (competent) hiicreler ile aym tiipe konulan 10 ul
pBR veya pBAD-38 plazmid DNA’s1 nazikge karigtinldi ve buzdolabinda buz
tizerinde 30 dk bekletildi. Negatif kontrol olarak da plazmid igermeyen TE ¢ozeltisi
hiicrelerle kangtirilarak ayni islemlerden gegirildi. Bu siire sonunda bu karigim bir
dakikalik 1s1 sokuna tabi tutuldu (42°C’de 1 dak) (Mandel ve Higa, 1970; Cohen ve
ark., 1972). Sok gegiren bu hiicre-DNA karistmina daha sonra 37°C’deki 1 m! LBM
ilave edildi ve 37°C’de 30 dk. inkiibasyona birakildi. Karisim daha sonra santrifiij
edilerek stipernatanti dokiildi ve 100 pl taze LBM ilave edilerek siispansiyon haline
getirildi; Bu karigimdan 50 pl ampisilinli (LBM+amp) ve 50 pl de ampisilinsiz
(LBM) LBM agar petrilerine yayildi. Petriler 37°C’de bir gece 14-16 saat)
inkiibasyona birakildi (Cohen ve ark., 1972). Transformasyon iglemi hem K12 hem
de XL1 Blue bakteri suglarina gergeklestirildi.

Transformasyon islemi agagidaki sekilde gergeklestirildi:

LBM kat: besiyerinde tiremis olan K12 ve X1 Blue bakterileri ayr eppendorf
tiiplerinde 1.5 ml LBM siv1 besiyerinde iyice kangtirilarak hiicre slispansiyonu
sagland1 ve agafidaki basamaklar takip edilerek plazmidin ¢alighfimiz bakterilere
transformasyonu gergeklestirildi.

1. Buzdolabinda buz iizerinde bulunan (4°C) ve transformasyon igin yeni
hazirlanmis olan 50 ul K12 veya XL1 Blue hiicre siispansiyonunu igeren iki
tiipe klon-38’i bulunduran pBAD plazmid soliisyonundan (pAD-38) 10 pl
eklendi. K12 ve XL1 Blue i¢eren pBR diye isaretlenen diger iki tiipe pozitif
kontrol olarak kullamlmak tizere daha Once saflagtimlan pBR plazmid
soliisyonundan 10 pl eklendi. Negatif kontrol olarak isaretlenen tiiplerdeki
K12 veya XL1 Blue hiicrelerine ise herhangi bir plazmid i¢ermeyen 10 pl
TE ilave edildi.

2. Hicre-plazmid kangimim iceren tiipler 4°C’de 30 dk. buz igerisinde
buzdolabinda bekletildi. Daha sonra gikanlarak sicakhfi 42°C’de olan su
banyosunda 1 dk. 1s1 yokuna tabi tutuldu.
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3. Daha sonra 37°C’deki LBM besiyerinden 700 pl ilave edilerek 37°C’de 30
dk. inkiibasyona birakildi.

4. Karisim 5000 rpm’de 5 dk. santrifiij edilerek supernatant dokildii.

5. Hiicre pelleti 100 pl LBM ig¢inde siispanse edildi ve 50 pl halinde ayn ayn
ampisilinli (LBM-+Amp) ve ampisilinsiz (LMB) petri kaplarina yayildi. 15-20
dk. igerisinde sivinin agara iyice sizmast igin beklendikten sonra 37°C’de
etiive konularak 14-16 saat biiylimeye birakildi.

2.2.4. Transforme edilmis bakterilerden plazmid DNA’smin izolasyonu

Plazmid DNA’nin bakterilerden saflagtirilmasini gergeklestirmek i¢in miniprep
metoduna dayali plazmid DNA saflagirma kiti Cyclo-Prep™ K179 kullanildi. Bu
miniprep metodunun ayrintilar agaida verilmigtir.

1. Kati LB besiyerinde biiyliyen bakterilerden birkag¢ koloni alinarak bir
eppendorf tiipiinde 1 ml. LB igerisinde siispansiyon haline getirildikten sonra
santrifiij edildi (12000-14000 rpm/ 2 dk) ve siipernatant dokiild.

2. Hiicre pelleti 200 pl Soliisyon I iginde pipetle hafif¢e karstinlarak
slispansiyon haline getirildi. (Sol I hiicrelerin siispansiyonu i¢in kullamlir).

3. Hiicre silispansiyonuna 200 pl Soliisyon II ilave edildi. Yavagca alt {iste
gelecek sekilde tiipler 5-6 defa nazik¢e karigtirildi (Sol II hiicre zar yapisinda
delikler olugturuyor).

4. Daha sonra 200 pl Soliisyon III ilave edildi. Yavagca alt iiste gelecek sekilde
tiipler 5-6 defa nazikge karigtirildi (Sol III nétralize edilmeyi sagliyor).

5. Siispansiyon 12-14000 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi. Santrifiij sonunda
proteinlerden olusan beyaz renkli pelet kisim dipte bulunur ve plazmid
DNA'’s1 da supernatant iginde bulunur.

6. Filtre kolonlar1 (spin column) toplama tlipliniin igine yerlestirildi ve 5’nci
basamakta elde edilen slipernatant (plazmid DNA’min bulundugu kisim)
yavagea dogrudan filtre iizerine ilave edildi.

7. 12-14000 rpm’de 30 sn. santriflij edildi ve gegen sivi dokiildii. Bu agamada
plazmid DNA’st filtreye bagli durumda kaliyor.
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8. Etanol igeren yikama solusyonundan 700 pl filtre {izerine eklendi. 12-14 000
rpm’de 30 sn. santriftij edildi. Toplama tiiptindeki yikama sivis1 dokiildii ve
etanolden tiimiiyle arindirmak icin filtre tekrar 12-14000 rpm’de 3 dk.

santrifiij edildi.

9. Filtre yeni bir mikrosantrifiij tlipline yerlestirildi. Uzerine 60-70 °C’deki 100

ul TE eklendi.

10. Soliisyon 12-14000 rpm’de 30 sn. santrifiij edildi. Elde edilen plazmid DNA
daha sonraki galigmalar i¢in -20 °C de saklanda.

2.2.5, Plazmid DNA’sinin restriksiyon enzimleri ile kesimi

Plazmid DNA’s1, Sigma firmasindan temin edilen EcoRI ve Xhol DNA kesim
(restriksiyon) enzimleri ile kesildi ve jel elektroforezi ile incelendi. Bu kesim

reaksiyonu agagidaki sekilde yapildi.

1. DNA ve kesim enzimleri ¢izelge 2.1°deki gibi hazirlandi.

2. Tiplerdeki karigim su banyosunda 37 °C de gece boyu kesime birakildi.

3. Enzimlerin aktivitelerinin durdurulmasi i¢in kesim reaksiyonu 65°C de 30 dak

tutuldu.

4, Reaksiyon kangmmi %0.8 agaroz jelde elektroforez

gériintiileme sistemi ile incelendi

Cizelge 2.1, Plazmid DNA’sinin kesim reaksiyonu

Tip1| Tup2 | Tup 3
Steril distile su 20l | 19.5ul | 19l
Plazmid DNA 25ul | 25ul | 25l
SH tampon g¢ozeltisi | 5ul | 5ul | 5ul
EcoRI enzimi - 05ul 105ul
Xhol enzimi - - 0.5 ul

2.2.6. Agaroz jel elektroforez

ile aynstirilip jel

Agaroz jel elektroforezi defigik bilytikitikteki DNA molekiillerinin
ayrigtirilmasinda kullamilan uygun bir yontemdir. Gerek restriksiyon enzimleri ile
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kesilen DNA’mn olugturdufu pargaciklari, gerekse de DNA izolasyon veya PCR ile
¢ogaitilan DNA molekiillerinin ayristiriimasinda kullanilabilir. Jel hazirlanmas: igin,
agaroz uygun bir ¢Ozeltisi iginde kaynatilarak ¢ozdiiriiliir ve etidyum bromiir ilave
edilir. Sicak agaroz daha katilagmadan kuyucuklarin olugumu i¢in uygun jel taraf
yerlestirilmis bir jel kalibina dokiiliir. Etidyum bromiir DNA’nin iki iplik¢igi arasina
girerek ultraviyole 1ginlan altinda DNA’nin goriintilenmesini saglar. DNA &rnekleri
hazirlanan jeldeki tarak diglerinin olugturdugu yuvalann igerisine birakilir. Bu arada
molekiil bitylikliikleri bilinen marker DNA’lar da jelin bir yuvasina yerlestirilir.
Béylece agaroz jel icerisindeki DNA bantlar1 etidym bromiir ile goriiniir hale
getirilmis olur. Elektrik akimi verilerek bantlarin ayrigmasi saglamr. Elektroforezden
sonra jel ultraviyole (UV) 15181 iizerinde incelenebilir (Studier, 1973).

Agaroz jel agagidaki sekilde hazirlands:
1. 40 ml %0.8 agaroz jel hazirlandi.

Agaroz : 0.32 gr.
20X TAE : 2ml
H20 :38 ml.

Toplam Miktar: 40 ml.

2. Kangim 1sitic1 tizerinde arada bir kangtirilarak eritildi ve 60 °C’ye gelinceye
kadar sogutulmaya birakildi. Daha sonra 2 pl Etidyum Bromiir (10 mg/ml
EtBr) ilave edildi. Yavagga ve iyice kangtirildiktan sonra jel taraginin oldugu
bir jel dokiim kabina dokiildii ve katilagmasi i¢in beklendi.

3. Katilasan jel elektroforez tankina yerlestirildi ve jelin iistiinti 6rtecek kadar
1xTAE ¢ozeltisi ilave edildi. Daha sonra tarak dikkatli bir gekilde gikarilda.

4. Her bir DNA 6rneginden 10 pl alinarak 2 pl 6x Jel Yiikleme Boyas: tamponu
(gel loading buffer) ile kangtimldi. Jel 100 mA’da yaklagtk 1 saat
kosturularak DNA bantlannnin ayngtirilmasi  saSlandi. Jelde DNA

fragmentleri jel goriintiileme ve dokiimantasyon sistemi ile UV 1g1k lizerinde
incelendi.
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3. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA
3.1. Biyoinformatik Analiz Sonuclarn

3.1.1. BLAST aragtirmasi

IL-5 reseptoriiniin o alt-linitesine baglanan hiicre i¢i sinyalizasyon
molekiillerinin bulunmasi i¢in yapilan maya ikili hibrid taramasi sonucu elde edilen
klonlardan biri 1,6 kilobaz biiytikltilinde olan klon-38’dir (Cen, 2001). Bu klonun
elimizde bulunan yaklagik 0,5 kilobazlik sekansinin BLAST ile aragtirllmasi sonucu
bu klon ile yliksek benzerlik g6steren dort insan klonu belirlenmistir (Cizelge 3.1)

Cizelge 3.1. BLAST taramasi sonucu klon-38'e benzer olarak bulunan insan klonlar

Adi Uzunlugu (nt) Benzerlik Orani
TM6P1 1527 383/388 (98%)
HEMBA 1486 347/349 (99%)
DKFZ 1440 336/338 (99%)
TRACH 2323 233/233 (100%)

Bu Klonlarin her birinin ayr1 ayri non redundant (nr) databazinda BLAST ile
aragtirilmast sonucu hepsinin insan ait FLJ90024 geni ile eslestigi goriildi ve bu
sekilde elde edilen sonuglarin tamaminin bu genin alternatif splicing sonucu olusmug
izoform transkriptleri oldugu anlagilmistir.

3.1.2. FL.J90024 geninin kromozomal yerlesimi ve gen yapisi

FLJ90024 geninin mRNAlar’mn insan genomuna kargi taranmasi1 sonucu bu
genin 2. kromozomun pl1.2 bolgesinde 5000 niikleotidlik bir alan (64641 Kb —
64646 Kb) kapladi@: ve bu bolge ile Plus/Minus (+/-) seklinde eglestigi goriilmiigtiir.
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Bu geninin farkl: formlan olan her bir mRNA’nin kodlayan (ekson) ve kodlamayan

(intron) bolgeleri dikkate alindifinda genin yapisinin gekil 3.1°deki gibi oldugu
belirlenmistir.

Sekil 3.1. FLJ90024 geninin yapist

3.1.3 FL.J90024 geninin transkriptlerinin restriksiyon enzim analizi

FLJ90024 geninin New England Biolabs inc. sirketinin NEBcutter programu ile
yapilan EcoRI, BamHI ve HinCII enzim analizleri gekil 3.2’de goriilmektedir. Bu
sonug genin her dort transkriptinin de kullamlan her iig restriksiyon endoniikleaz i¢in
kesim noktalarin1 gstermektedir.
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Sekil 3.2. FLJ90024 geninin transkriptlerinin restriksiyon enzim analizi.
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3.1.4. FLJ90024 geninin transkriptlerinin kodlayacag proteinler

NCBI protein veri bankasinda yapilan aragtirmada FLJ90024 geninin dort
transkriptinden sadece iki tanesinin gen bankasinda protein kargihigi bulunmaktadir.
Bunlar TM6P1 ve HEMBA ftranskriptleridir. Diger iki transkriptin (DKFZ ve
TRACH) kodlayacag: protein sekansi NCBI’nin ORF finder programi yardimiyla
belirlendi. Gen bankasinda karsihii bulunan proteinlerden biri olan TM6P1 proteini
271 aminoasitten meydana gelmekte (Sekil 3.3a) ve viicuttaki birgok organda
sentezlenmektedir. Gen bankasinda karsilify olan diger protein olan HEMBA
proteini ise 218 aminoasitten meydana gelmekte (Sekil 3.3b) ve sadece periferal ve
sempatik sinirlerde sentezlenmektedir. Veri tabaminda her iki protein ig¢in bunlar
diginda higbir veriye rastlanmamigtir ve yine her iki protein i¢in yapis1 ve fonksiyonu
bilinmemektedir notu diiglilmiigtiir.

MTAWILLPVSLSAFSITGIWTVYAMAVMNHHVCPVENWSYNESCPPDPAE
QOGGPKTCCTLDDVPLISKCGSYPPESCLFSLIGNMGAFMVALICLLRYGQ
LLEQSRHSWVNTTALITGCTNAAGLLVVGNFQVDHARSLHYVGAGVAFPA
GLLFVCLHCALSYQGATAPLDLAVAYLRSVLAVIAFITLVLSGVFFVHES
SQLQHGAALCEWVCVIDILIFYGTFSYEFGAVSSDTLVAALQPTPGRACK
a. TM6P1 SSGSSSTSTHLNCAPESIAMI

MYALWRTGPTTSPALLTLLSKGVPRPAAPWTMSPSSVALICLLRYGQLLEQ
SRHSWVNTTALITGCTNAAGLLVVGNEFQVDHARSLHYVGAGVAFPAGLLEV
CLHCALSYQGATAPLDLAVAYLRSVLAVIAFITLVLSGVFFVHESSQLQHG
AALCEWVCVIDIPIFYGTFSYEFGAVSSDTLVAALQPTPGRACKSSGSS
b. HEMBA STSTHLNCAPESIAMI

Sekil 3.3 TM6P1(a) ve HEMBA (b) proteinlerinin primer yapisi

Veri tabaminda FLJ90024 geninin kodladify ve proteini belirlenmemis olan
mRNA’larin proteinlerini belirlemek igin NCBI’'nin ORF (Open Reading Frame)
Finder (Okuma Sirasim Bulan) programu kullamldi. Bu program Metiyonin
aminoasidini baglangi¢ aminoasidi olarak tanimakta ve niikleotidleri proteine
cevirirken sonlanma kodonu ile kargilagtiginda translasyonu durdurmaktadir. ORF
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programi bu sekilde baglangic aminoasidi ile sonlanma sinyali arasinda kalan

aminoasitleri proteninin muhtemel dizisi olarak vermektedir.

Proteini belirlenmemiy transkriptlerden biri DKFZ’dir. DKFZ’nin protein dizi
tespitinde ORF finder programinin bu mRNA’nin 237’nci niikleotidinden baglayarak
bir metiyonin aminoasidini belirleyerek translasyonu baslattifn ve  891°nci
niikleotiden baglayarak bir sonlanma sinyali ile translasyonu bitirdifi goriilmiistiir.
DKFZ’nin ORF analizi sonucunda bu transkriptin de tipki HEMBA proteini gibi 218
aminoasitten meydana gelen bir proteini kodladig1 belirlenmigtir (Sekil 3.4a).

FLJ90024 geninin proteini belirlenmemis diger transkripti TRACH’tir. Yapilan
protein dizi tespitinde ORF finder programi bu mRNA’mn 1233-1796 niikleotidleri
arasinda 187 aminoasitlik bir peptide karsilik gelen bir ORF tespit etmektedir (Sekil
3.4b). Bu mRNA molekiiliinde ayrica bir alternatif translasyon baglangici da tahmin
edilmekte ve bu durumda 232 aminoasitlik bir peptid sentezlenebilecegi tahmin
edilmektedir. Ancak metiyonin diginda bir aminoasitle translasyonun baglamasi nadir
oldugundan bu tezde metiyonin baglangi¢ aminoasidi olarak alinmigtir.

Hem veri bankalarinda bulunan hem de yeni belirledigimiz peptid
sekanslarinin karsilagtiriimasi i¢in EBI (Europan Bioinformatics Instutute)’nin
ClustalW programu kullanildi. Bu programin verdigi sonuglara goére FLIJ90024
geninin transkriptlerinin proteinleri birbirleri ile yiiksek diizeyde homoloji
gostermektedir. Bu proteinlerden 6zellikle HEMBA ile DKFZ arasindaki homoloji
dikkat ¢ekicidir. Ciinkii bu iki proteinin iki aminoasidi disinda tiim protein yapisi
birbirinin aymdir. Bunun diginda diger proteinlerin birbirleri ile olan benzerlikleri de
yiksek derecededir (Sekil 3.5).
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237 atgtatgccctgtggagaactggtcctacaacgagtectgcecte
M ¥ A L w R T G P T T 8 P A L
282 ctgaccctgctgagcaagggggtcccaagacctgectgcaccctgg
L T L L S K GV P R P A A P W
327 acgatgtccccctcatcagtggeccctgatctgectectgegetac
T M S P 8§ §s v A L I €C L L R Y
372 gggcagctcctggagcagagtecggcactettgggttaacaccacy
G Q L L £E Q S R H 8 W V N T T
417 gcactcatcacaggctgcaccaacgctgcgggectecttggtggtt
A L I T 6 C T NAA G L L V V
462 ggcaactttcaggtggatcatgccaggtctctgcactacgttgga
G N F Q v D H A R S L H Y V G
507 gctggegtggecttecectgeggggetgetetttgtttgectgeac
A G V. A F P A G L L F V CL H
552 tgtgctctctcctaccaaggggccactgcccegetggacctgget
Cc AL s Y Q G A T A UPULDTL A
597 gtggcctatctgcgaagtgtgectggetgtcategectttatcace
vV A Y L R 8 V. L AV I A F I T
642 ctggtcctcagtggagtcttetttgteccatgagagttcteggetyg
L v L s G VvV F F V HE S S R L
687 caacatggggcagccctgtgtgagtgggtgtgtgtcatcgatatce
Q H G A AL CE MWV CV I DI
732 ctcattttctatggcaccttcagetacgagtttggggecagtctee
L T F Y G T F 8 ¥ E F G A V S
777 tcagacacactggtggctgcactgcagectacccctggecegggece
s DT L V A A L Q P T P G R A
822 tgcaagtcctccgggagcagcagcacctccacccacctcaactgt
C K $s s G s S 8 T S T H L N C
867 gcccccgagagcatcgctatgatctaa 893
A P E S I A M I *

a. DKFZ

1233 atgtcccectcatcagtggeccctgatctgectectgecgetacggg
M S P §$ 8 v A L I € L L R Y G
1278 cagctcctggagcagagtcggcactcttgggttaacaccacggea
Q L L E Q S R H S W V N T T A
1323 ctcatcacaggctgcaccaacgctgcgggectettggtggttgge
L I T 6 C T N A A G L L V V G
1368 aactttcaggtggatcatgccaggtctctgcactacgttggaget
N F Q VvV bp H A R S L H Y V G A
1413 ggcgtggecttecetgeggggetgetetttgtttgectgeactgt
G v A F P A G L L F V C L H C
1458 gctctctcctaccaaggggccactgecccgetggacctggetgtyg
A L 8§ ¥ Q G A TA A P L DL A V
1503 gcctatctgcgaagtgtgetggetgtcategectttatcacectg
A Y L R S V L. AV I A F I T L
1548 gtcctcagtggagtcttctttgtccatgagagttctcagectgeaa
vV L 8 G V F F V H E S8 8 Q L Q@
1593 catggggcagccctgtgtgagtgggtgtgtgtcatcgatatcetce
H G A AL CZEWUV CV I DI L
1638 attttctatggcaccttcagctacgagtttggggcagtctectea
I F Y G T F 8 ¥ E F G A V 8 8
1683 gacacactggtggctgcactgcagcetaccectggecgggectge
D T L v A A L Q P T P G R A C
1728 aagtcctccgggagcagcagcacctcecacccacctcaactgtgece
K 8 8 6 8 8 8 T 8 T H L N C A
1773 cccgagagcatcgcectatgatctaa 1796
P E 8 I A M I *

b. TRACH

Sekil 3.4. DKFZ (a) ve TRACH (b) transkriptlerinin ORF analizi
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HEMBA  ————===—————————m——mm MYALWRTGPTTSPALLTLLSKGVPRPAAP— ——~==——=~
DKFZ = =——===—=m——=mmmmmmemm MYALWRTGPT TSPALLTLLS KGVPRPAAP-~-~——=-==—
TRACH = mmm e o oo o e e e e e e e e e e e

TM6P1 MTAWILLPVSLSAFSITGIWT VYAMAVMNHHVCPVENWSYNESCPPDPAEQGGPKT CCTL

HEMBA  -=--———-o-m—oseem———— e WIMSPSSVALICLLRYGQLLEQSRHSWVNTTALITGCT
DKFZ = === —m—ememm—mmm— e WIMS PSSVALICLLRYGQLLEQSRHSWVNTTALI TGCT
TRACH  —=—m——o s mmmme e e MS PSSVALICLLRYGQLLEQSRHSWVNTTALI TGCT

TM6P1 DDVPLISKCGSYPPESCLFSLIGNMGAFMVALICLLRYGQLLEQSRHSWVNTTALI TGCT

K, kkkkkkkkkkkkhkk kR kkkkk kAR Ak KR KK
HEMBA NAAGLLVVGNFQVDHAR SLHYVGAGVAFPAGLLFVCLHCAL SYQGATAPLDLAVAYLRSV
DKFZ NAAGLLVVGNFQVDHAR SLHYVGAGVAFPAGLLFVCLHCAL SYQGATAPLDLAVAYLRSV
TRACH NAAGLLVVGNFQVDHAR SLHYVGAGVAFPAGLLFVCLHCALSYQGATAPLDLAVAYLRSV

TM6P1 NAAGLLVVGNFQVDHARSLHYVGAGVAFPAGLLFVCLHCAL SYQGATAPLDLAVAYLRSV
e de e ok o sk de e sk e e ok o e ek e Kk ok e ok ke sk ek ok e ok ok ok ek e e ke ok ek ok ok e ok ok ok ok ke ek ok ke ok ek

HEMBA LAVIAFITLVLSGVFFVHESSQLQHGAAL.CEWVCVIDIPIFYGTFSYEFGAVSSDTLVAA
DKFZ LAVIAFITLVLSGVFFVHESSRLOHGAALCEWVCVIDILIFYGTFSYEFGAVSSDT LVAA
TRACH LAVIAFITLVLSGVFFVHESSQLQHGAALCEWVCVIDILIFYGTFSYEFGAVSSDTLVAA
TM6P1 LAVIAFITLVLSGVFFVHESSQLQHGAALCEWVCVIDILIFYGTFSYEFGAVSSDT LVAA

dekkkokdkdedekhhdkdkdhkk kkokdk s kkkdk hhkkkk khdhdkdkk dkhdkkkk khdkkdk khhkhk ki

HEMBA LOPTPGRACKSSGSSST STHLNCAPE SIAMI
DKFZ LOPTPGRACKSSGSSSTSTHLNCAPE SIAMI
TRACH LOPTPGRACKSSGSSST STHLNCAPE STAMI

TM6P1 LOPTPGRACKSSGSSST STHLNCAPE SIAMI
sk e e e e e e ok e e s e ok ok e e ok ok ok e ek e ok ok ok ke ok

Sekil 3.5. FLJ90024 geninin dort transkriptinin olasi protein dizilerinin kargilagtirimasi

3.1.5. Proteinlerin fiziko-kimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi

EXPASY serverinde bulunan ProtParam ve compute pI/Mw programlar
kullamlarak HEMBA, TM6P1, DKFZ ve TRACH proteinlerinin baz: fiziko-
kimyasal Ozellikleri belirlenmeye ¢aligildi. Bu analiz sonucunda proteinlerin
izoelektrik noktalan ve molekiiler afirliklan tespit edildi (Cizelge 3.2). Analiz
sonucunda her iki programin da aym sonucu verdigi goriildii.

Cizelge 3.2. FLJ90024 un kodladig1 dort proteinin molekiller agirliklar: ve izolektrik noktalar

HEMBA | DKFZ TM6P1 | TRACH
izolelek. Nok. | 7.02 7.62 5.45 6.11

Mol.A§.(Da) | 23018.7 | 23062.8 | 27251.1 | 19698.7
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3.1.6. Proteinlerdeki fonksiyonel motif ve domeynler

Motifler proteinlerde bulunan kisa (4-15 aminoasit) aminoasit sekanslari olup
belli gérevlerde rol alirlar. Fingerprint elementleri bir ¢esit motif olup &zellikle
proteinlerin gruplandirilmasinda kullamlirlar. Domeynler motiflerden daha uzun olup
(30-120 aminoasit) proteinlerde belli bir gérev yapan kisimlardir.

FLJ90024 geninin kodladifx proteinlerin olasi fonksiyonel domeynlerini
belirlemek i¢in CDD programi (Marchler-Bauer ve ark., 2003) kullamildi. Bu
programin verdigi sonuglara gdre her dort proteinin de {izerinde karakterize
edilmemis ve islevi bilinmeyen korunmug bir domeyn (KOG4320 uncharacterized
conserved protein - function unknown) bulunmaktadar.

FLJ90024 geninin kodladig1 proteinlerin olast fonksiyonel motiflerini
belirlemek igin PRINTS databazi (Attwood ve Beck, 1994) kullanildi. Proteinlerin
PRINTS databazinda taranmasi sonucu her dort proteinin de G proteine bagh

reseptor (GPCR) siiper ailesine ait bazi fingerprint elementlerini tagidi1 belirlendi
(Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Proteinlerin PRINT databazi ile belirlenen fonksiyonel motifleri

Protein ismi Fingerprint

HEMBA GPCRRHODOPSN1, GPCRRHODOPSN4, GPCRRHODOPSNG6
TM6P1 GPCRRHODOPSN1, GPCRRHODOPSN3, GPCRRHODOPSN4
DKFZ GPCRRHODOPSN1, GPCRRHODOPSN4, GPCRRHODOPSNG
TRACH GPCRRHODOPSN1, GPCRRHODOPSNG, GPCRRHODOPSN7?

3.1.7. Proteinlerin hiicredeki yerlesimlerinin tahmini

FLJ90024 geninin kodlayabilecegi proteinlerin hiicre icindeki yerlegimlerini
belirlemek i¢in PLOC programi (Park and Kanehisa, 2003) kullamildi. PLOC
proteinlerin hiicre i¢inde yerlegimlerini tahmin eden bir programdir. PLOC programi
FLJ90024 geninin her dort transkribinden olusacak proteinleri plazma membraninda
bulunan proteinler olarak belirlemektedir.
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3.1.8. Proteinlerin sekonder yapisinin belirlenmesi

FLJ90024 geninin kodladif1 proteinlerin sekonder yapisim belirlemek igin
HNNC, SOPM, SOPMA ve Consensus Secondary Structure Prediction programlar
kullamlidi. Bu programlarin sonuglar: sekil 3.6°da goriilmektedir.

Proteinlerin sekonder yap: tahmini ile ilgili olarak ortaya g¢ikan bu veriler her
dort proteinin de agirlikh olarak random coil ve heliks yapisinda oldugu ve bunun
diginda da belirli bolgelerde beta yapilar da igerdigi goriiliir.

HEMBA  —==-m === =~ == == —e— —“MYALWR TGP TT SPALL TLL SKGVPRPAAP ~— ——~ —= ~—~—

DKFZ i = e i e e “MYALWR TGP TT SPALL TLL. SKGVPRPAAR = = ——— =~ ———
TRACH  —mm mm o e oo e e e o e e e e e e e e e e e
TM6P1  MTAWILLPVSLSAFS ITGIWTVYAMAVMNHHVCPVENWSYNE SCPPD PAEQGGPKTCCTL
HEMBA === —m——m e e e mm e~ WIMSP SSVAL ICL LR YGQ LLEQS RH SWVNT TAL ITGCT
DRFZ e e e e e e~ WIMSP SSVAL ICLLRYGQLLEQSRHSWVNT TAL ITGCT
TRACH  ==—=—r—== ===~ o= ~—m—— —~ —~-MSPSSVAL ICLLRYGQ LLEQSRHSWVNT TAL ITGCT

TM6P1 DDVPL ISKCGSYPPESCLFSLIGNMGAFMVALICLLRYGQLLEQSRHSWVNTTALITGCT

HEMBA NAAGLLVVGENFQVDHARSLHYVGAGVAFPAGLLFVCLHCALSYQGATAPLDLAVAYLRSV
DKFZ NAAGLLVVGNFQVDHAR SLTHYVGAGVAFPAGLLFVCLHCALS YOGATAPLDLAVAYLRSV
TRACH NAAGLLVVGNFQVDHAR SLHYVGAGVAFPAGL LFVCLHCALS YOGATAPLDLAVAYLRSV
TM6P1 NAAGLLVVGNEFQVDHAR SLHYVGAGVAFPAGLLFVCLHCALSYOGATAPLDLAVAYLRSV

HEMBA LAVIAFITLVLSGVFFVHES SQLOHGAALCEWVCVIDIPIFYGTF SYEFGAVSSDTLVAA
DRF2Z LAVIAFITLVLSGVFFVHES SRLOHGAALCEWVCVID ILIFYGTF SYEFGAVSSD TLVAA
TRACH LAVIAFITLVISGVFFVHES SQLOHGAALCEWVCVID ILI FY GTF SYEFGAVSSDTLVAA
TM6P1 LAVIAFITLVLSGVFFVHES SQLOHGAALCEWVCVID ILIFYGTF SYEFGAVSSD TLVAA

HENBA LOPTPGRACKSSGSSSTSTHLNCAPES IAMI N Hcliks

DKFZ LOPTPGRACKSSGSSSTSTHLNCAPES IAMI [—aEkstended Strand
TRACH LOPTPGRACKSSGSSSTSTHLNCAPES IAMI I Random Coil
TM6P1 LOPTPGRACKSSGSSSTSTHLNCAPES IAMT

Sekil 3.6. FLJ90024 geninin kodladig proteinlerin muhtemel sekonder yapilari

3.1.9. Proteinlerin transmembran bdlgelerinin belirlenmesi

Proteinlerin muhtemel transmembran bolgeleri SOSUI programu ile belirlendi.
Bu programin sonuglarina gore HEMBA, TM6P1 ve DKFZ proteinleri altt
transmembran bolgeye sahip iken TRACH proteini bes transmembran bolgeye
sahiptir (Sekil 3.7). HEMBA, TM6P1 ve DKFZ proteinlerinde transmembran
bolgeleri birbirine gok benzemektedir. Bunlar disinda TRACH proteininde diger
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proteinlerde bulunan ilk transmembran segmentinin olmadifi goriilmekte bunun
digindaki transmembran segmentlerinin ise difer proteinlerdeki transmembran
bolgelere denk geldigi goriilmektedir.

HEMBAR —--——————=——————=——— MYALWRTGPTTSPALLYLLSKGVPRPAAP ———————~~~
DEKFZ ~——-——~===—=-——————= ~MYALWRTGPFTSPALLTLL.SKGVPRPAAR —————-———~
TRACH
TM6P1

HEMBA
DKFZ

TRACH
TMGP1

HEMBA mﬁmﬂ
DKFZ NAAGLIVVGNFQVDHARSIHYVGBGV YCLECALS

TRACH NARGLLVVGNF @MWJYQGMMID vnn.nsv
msnl ARGLLVVGNFQVDHARSIAYVGAGVAFPAGLLEFVCLHCALSYQGATAPLDLAVAYLRSY

HEMBA VE ssclt.gncmcmvcvmxpmewpmmavssnn.vm
DRFZ [LAVIZ YLSGYFFVHE o

TRACH {FFVE :

TM6P1 8 YHESSQI GmcvacvmanGTF EFGAVSSDTLVAA

HEMBA LOPTPGRACKSSGSSSTSTHLNCAPESIAMI
DKFZ LOPTPGRACKSSGSSSTSTHLNCAPESIAMT
TRACH LOPTPGRACKSSGSSSTSTHLNCRPESIAMI
TM6P1l LOPTPGRACKSSGSSSTSTHLNCAPESIRMT

Sekil 3.7. Proteinlerdeki muhtemel transmembran bolgeler

3.1.10. Proteinlerin translasyon sonrasi muhtemel modifikasyonlar:

Proteinlerin translasyon sonrasi olasi modifikasyonlarim belirlemek igin
yapilan araghrmada her dort protein tizerinde de muhtemel fosforilasyon, N ve O
glikozilasyon ile miristilasyon bolgelerinin olabilecegi belirlenmisgtir.

Proteinlerdeki fosforilasyon bolgelerini belirlemek icin NetPhos (Blom ve ark.,
1999), O glikozilasyon bdlgelerini belirlemek i¢in NetOGlyc (Hansen ve ark., 1998),
N glikozilasyon bolgelerini belirlemek i¢in NetNGlyc, miristilasyon bolgelerini
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belirlemek igin myristoylator programlarnn kullanmildi. Proteinlerdeki muhtemel
fosforilasyon bolgeleri gizelge 3.4’te, N ve O glikozilasyon bolgeleri de gizelge
3.5’te gosterilmigtir. Her dort proteindeki biitliin translasyon sonrasi modifikasyonlar
sekil 3.8’de aminoasitler izerinde gosterilmigtir.

Cizelge 3.4. FLJ90024 geninin kodladig: proteinlerdeki muhtemel fosforilasyon bolgeleri

Protein Ismi | Fosforlagsan Aminoasit Aminoasitin Yeri
Tirozin 88

HEMBA Treonin 10
Serin 36, 55, 173, 199, 202, 203, 205
Tirozin 40,141

TM6P1 Treonin -
Serin 39, 108, 226, 252, 255, 256, 258
Tirozin 88

DKFZ Treonin 10
Serin 36, 52, 173, 199, 202, 203, 205
Tirozin 57

TRACH Treonin -
Serin 5,24,142, 168,171, 172, 174

Cizelge 3.5. FLI90024 Geninin kodladiB:1 proteinlerdeki muhtemel N ve O glikozilasyon bolgeleri

Protein ismi | Glikozilasyon | Glikozillenen | Aminoasitin Yeri
o Treonin 11, 17, 191, 204, 206
Serin 20, 201, 214
HEMBA N Asparajin 58
0 Treonin 2,59, 244, 257, 259
Serin 254, 267
TMGP1 N Asparajin 41,111
0 Treonin 11, 17, 191, 204, 206
DKFZ Serin 20, 201, 214
N Asparajin 58
0 Treonin 160, 173, 175
TRACH Serin 170, 183
N Asparajin 27
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L1

-MYAIMRTGPTTS PALLTLY. SKEVPREALP—— —————-—
~-MYAIHRTGPTTS PALLTLL SHEGVPRPARD —— ——————~

MTAYILLPYSLSAF STTCTH TUVYANDYHMEHHYC PYER SYHES CPPDPARQGGFRTCCTL

—WSP SSVALT CLLRY GQLLEQSRHSUVATT ALTTGCT
—WRMSPSSVALT CLLRYGQLLEQSRHSWVNTTALTTGCT
~“MSPSSVALT CLLRY GQLLESRHSWVNTTALITGCT
DDVPLISKCESYPPESCLFSLIGRMBAFMUALT CLLFY GQLLEQSRHSWVHTTALTYGCT

_HAAGLINVVGHFQUDHARSLHVGAGVAF PAGLL FYCLHCALSY(GA TAPLDLAVAYLRSY

RAAGLLYVGNFQVDHARSLHIVGAGUAF PAGLL FUCLHCALSY (GATAPLDLAVAYLRSY
“HBAGLLYVGHF (VDHARSLHIVGAGVAFPAGLL FYCLHCALSY(GA TAPLDLAVAYL RSV
“HAAGLLVVGRFQVDHRRSLHIVGAGVAFPAGLL FYCL HCALSY (GATAFLVLAVAYLRSY

LAYIAFY TLYLSGYFFVHES SQL QHGAAL CEWNY C(WIDIPIEYGTESYEFGAVS SDTLVAL
LAYIAFY TLVLSGYFEVHES SRL QHEARL CFRV CYVIDILIFYGIF S YEFGIVS SDTLVAR
LAVIAFT TLVI.SGYFFVHES SOL QHGAAL CFWY (VIDILIFYGTF SYEF GBVS SDTLVAA
LAYIAFY TLYLSGVFFVHES SOL (HEAALCERNY CVIDILIFYGIFSYEFGAYS SDTLVAL

LOPTEGRACKSSES SSTS THLHCAPES TAMI T T Fosforilasyon
LOPTPGRACKSS6S SSTS THLHCAPES LMY ma ¥ Blikozilasyon

LOPTPGRACKSSES5STS THLHCAPES LEMI g 0 Glikozilasyan
LOPTPGRACKSSESSSTS THLRCAPES TAME = Miristilasyon

Sekil 3.8. Proteinlerdeki translasyon sonrasi muhtemel modifikasyon bolgeleri

3.2. Deneysel Sonuglar

3.2.1. Transformasyon i¢in bakteri suslarinin hazirlanmasi

Petri kaplan iginde hazirlanmig bulunan LBM kati besiyerlerine yapilan K12
ve XL1 Blue bakteri ekimleri bir gecelik 37 °C inkiibe edildi. Ertesi giin yapilan
kontrolde, K12 ve XI.1 Blue bakterilerinin ampisilinsiz besiyerinde iyi cogaldigi ama
ampisilinli besiyerinde ¢ogalmadifi goriilmiistiir. Bununla birlikte pozitif kontrol
olarak ekimi yapilan ve pBR plazmidini igeren K12 bakterileri hem ampisilinli hem
de ampisilinsiz ortamlarda biiyiidiig tespit edildi. Bu sonug¢ K12 ve XL1 Blue
bakteri suglarimn ampisilin direng geninine sahip olmadifim ve bu nedenle
ampisilinli ortamda iireyemediklerini gostermektedir. Ampisilin direng geninin
plazmid tizerinde bulundufu g6z Oniine alindiginda bu bakterilerde plazmidin
olmadign ortaya cikmaktadir. Ancak pBR plazmidini iceren bakterilerin hem
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ampislinli hem de ampisilinsiz besiyerinde liremesi bakterinin ampisilin direng

genine ve dolayisiyla plazmide sahip oldugunu g6stermektedir.

3.2.2. Transformasyon sonuglan

K12 ve XL1 Blue bakteri suslarina materyal ve yontem bliimiinde agiklandig
gibi plazmid transformasyonu yapildi ve transforme edilen hiicreler 37°C’de bir
gecelik biliylimeye birakildh. Ertesi sabah yapilan incelemede su sonuglar gézlendi
(Cizelge 3.6 ve Sekil 3.9):

o Negatif kontrol olarak kullanilan (plazmid transformasyonu yapilmayan) K12
ve XL1 Blue bakterileri ampisilinli besiyerinde iireyememis ancak bu bakteriler
ampisilinsiz besiyerinde tireyebilmiglerdi.

e Buna kargin transformasyonun pozitif kontrolu olarak kullamlan bakteriler
(pBR plazmidininin aktanldig bakteriler) hem ampisilinli hem de ampisilinsiz
besiyerlerinde iireyerek koloni olugturmuslardi.

e Aym sekilde pBAD-klon-38 plazmidinin aktarildigi bakteriler de hem
ampisilinli hem de ampisilinsiz besiyerlerinde biiyliyerek koloni

olusturmuglardi.

Bu sonuglar negatif kontrol olarak kullanilan bakterilerin canli oldugunu ancak
ampisiline direng genini kodlayan her hangi bir plazmidi igermediklerinden dolay1
ampisilinli besiyerinde {ireyemediklerini, pozitif kontrol olarak kullamlan
bakterilerin (pBR plazmidi aktarilmig bakteriler) plazmid transformasyonu bagariyla
gergeklestifi i¢in ampisilinli besiyerinde tireyip koloni olugturabildiklerini, pBAD-
klon-38 plazmidinin aktarildif:y bakterilerde de transformasyonun basariyla
gerceklestifini  ve ampisilinli besiyerinde {ireyip koloni olugturabildikierini
gostermektedir (Sekil 3.9).
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Cizelge 3.6. Transformasyon sonuglari

Plazmid Hiicre - pBR pBAD-Kion-38
Bakteri K12 | XL1Blue | K12 | XL1Blue | K12 | XL1Blue
LBM’de Biiylime Var| Var [Var| Var [Var| Var
LBM+Amp’de Biiyiime | Yok| Yok |Var| Var Var Var

Sekil 3.9. XLBlue bakterisine transformasyon sonucu kolonilerin ampisilinli (a, b ve d) ve

ampisilinsiz (c) LB besiortamlarinda bliylimesi. pBR/XLBlue (a), pBAD-38/XLBlue (b),
plazmid icermeyen XIBlue (c ve d).

3.2.3. Transformasyon sonrasi plazmidlerin saflagtiriimas:

Pozitif kontrol olan pBR ile pBAD-klon-38 plazmidlerinin bakterilere
transformasyonu yapildiktan sonra 37°C’de bir gece inkiibatérde birakilarak
bakterilerin gogalmasi saglandi. Uygun kogullarda bakterilerin gogalmasi sirasinda
kromozomal replikasyon ile beraber plazmid replikasyonu da ger¢eklesmektedir.
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Plazmid saflagtirimas: igin pBAD-klon-38 ile pBR plazmidlerinin aktarildif:
bakteriler bir gece 37°C’lik sicaklikta inkiibe edildi. Cogalan bakterilerden
plazmidlerin saflagtiriimasi Cyclo-Prep metodu ile gergeklestirildi. Saflagtirilan
plazmidler %0.8°lik olarak hazirlanmig agaroz jel tizerinde elektroforezde kosturuldu
ve daha sonra jel goriintiileme ve dokiimantasyon cihaz ile goriintiilendi.

PBAD-klon38 plazmidi EcoRI ve Xhol DNA kesim enzimleri ile kesildikten
sonra jel elektroforezi ile ayrigtirilarak jel goriintiileme ve dokiimantasyon cihaz ile

incelendi. Bu iki enzimin 1,6 kb kadar biyiikliigtindeki klon-38 ¢cDNA’sim1 pBAD
plazmidinden ¢ikardif goriildii.
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3.3. Tartiygma

Canli metabolizmasinin en ilging 8zelliklerinden biri kuskusuz hiicre i¢i ve
hiicreler aras: sinyal iletimidir. Hiicrelerin boliinmesi, olgunlagmasi, dokuya veya
gelisim evresine 6zgli hiicre farkhlagmasi v.b. gibi temel canhilik fonksiyonlari
kontrollii sinyallerin iletimi aracihi1 ile saglanmaktadir (Guthridge ve ark., 1998). Bu
nedenledir ki hiicre i¢i veya hiicreler arasi sinyal iletimi ile ilgili aragtirmalar
Ozellikle son yillarda olduk¢a artmugtir. Yapilan galigmalarin ¢ogu hormon ve sitokin
gibi hiicreler arasi sinyali saflayan molekiiller, bunlarin reseptorleri ve hiicrelerin
icinde sinyalleri olusturup iletme mekanizmalar {izerine odaklanmaktadir. Bu
molekiillerden biri olan IL-5 &zellikle eozinofillerin son dénem farklilagmasim ve

hiicrelerin dolagima salinmasim uyarmasi bakimindan Gnemli bir yere sahip bir
sitokindir (Denburg, 1996).

Insanlar {izerine yapilan ¢aligmalarda astim ile IL-5 arasinda bir iliski oldugu
belirlenmigtir (Kotsimbos ve Hamid, 1997). Bu iligki IL-5’in eozinofilllerin
olgunlagsmasindaki rollerine dayanmaktadir. Dokuda IL-5 miktari fazlalagtifinda
fazla sayida eozinofilin olgunlasip dolagima katilmalar1 durumu gézlenir ki bu durum
astim hastalifi’min geligmesi ve ilerlemesi igin olduk¢a &nemlidir. Atopik astimli
hastalarin brongiyal mukozasindan alinan Srneklerde IL-5 miktarimn arttif1 (Hamid
ve ark., 1991), atopik astimdan farkh olarak yetiskin donemde baglayan (Kotsimbos
ve Hamid, 1997) intrinsik astim’da ise bronkoalveolar sivis1 ve brongial biyopsi
orneklerinde T lenfositlerin ve 6zellikle de eozinofillerin arttif1 gozlenmigtir (Marini
ve ark., 1992; Bentley ve ark., 1993). Aym sekilde akciger alveolerinde toplanan
eozinofillerin miktanyla alveollerdeki doku tahribati ve dolayisiyla astimin giddeti
arasinda ciddi bir iligki oldugu bildirilmigtir (Papiris ve ark., 2002).

IL-5 molekiilii biyolojik etkisini hedef hiicreler iizerinde bulunan kendi
reseptériine (IL-SR) baglanarak olusturur (Sanderson, 1992). Bu baglanma ile
beraber gerek reseptoriin sitoplazmik kisimlarina baglh bazi molekiiller ve gerekse de
sitoplazmadaki bazi adaptdr proteinler sinyalin iletilmesinde gérev alirlar (Adachi ve
Alam, 1998). Bu iliski g6z 6nline alindifinda IL-5R ile baglant1 kuran molekiillerin
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IL-5R ile sinyal iletim yollarindan en az birine katilmasi ve dolayisiyla astim
patogenezinde rol almasi kuvvetli bir olasiliktir.

IL-5 reseptoriine baglanarak hiicre igi sinyalizasyonda gorev alan yeni
molekiillerin klonlanmas: igin maya ikili-hibrid sistemi kullamlarak yeni baz
c¢DNA’lar belirlenmigtir (Cen, 2001). Bu klonlardan bir tanesi (klon-38) bu tez
caligmasinda ele alindi. Yapilan karsilagtirmada bu cDNA geninin insan, fare ve
sicanda yiiksek bir benzerlik gosterdigi belirlenmigtir (Varigh ve ark., 2004). Klon-38
ile ilgili bir bagka galigmada da bu klona karsilik gelen EST’lerin viicutta tek bir
organda degil aksine birgok organda sentezlendifi belirlenmigtir (Vangh ve ark.,
2003). Bu sonug klon-38’in canlilarda yiiksek derecede korunmus oldugunu ve bu
nedenle de hiicre iginde 6nemli bir fonksiyonu olabilecegini igaret etmektedir.

Klon-38’i igeren plazmidin bakteri hiicrelerine transformasyonunun yapilmasi
bu klon ile ilgili ilerde yapilmas: diigiiniilen ¢aligmalar agisindan 6nemlidir. pBAD
plazmidi igerisinde bulunan klon-38 cDNAsinin EcoRI ve Xhol kesim (restriksiyon)
enzimleri ile kesilerek serbest birakilmig olmasi1 daha sonra yapilacak olan ayrintili
molekiiler ¢aligmalar i¢in uygun cDNA eldesini kolaylagtirmistir. Bu plazmidin
saflagtiriimasiyla ileride yapilmasi diistiniilen daha ayrintili ¢aligmalar i¢in hazir
cDNA elde edilmigtir.

Klon-38’in eglestigi FLJ90024 geninin kodladif: proteinlerin G proteine bagh
reseptor sliper-ailesine ait proteinlerin fingerprint elementlerini tagimalari, bu protein
molekiillerinin hilicre zarina yerlesen ve hiicre zarim1 bes veya alti kez gegen
transmembran bdlgelere sahip olmalan, fosforilasyon ve glikozilasyon gibi
translasyon sonras1 modifikasyonlar gegirmeleri bu molekiillerin ve dolayisiyla klon-
38’in kodlayacag proteinin biiylik bir olasilikla G proteine bagh resepttr olabilecegi
ve hiicre i¢i sinyal iletiminde 6nemli bir gbrev alabilecegine igaret etmektedir.

Eger daha ayrintili deneylerle klon-38’in G proteine bagh bir reseptdr
kodladig1 gosterilirse ve FLJ90024 geni ile yapilacak transgenik veya knock-out
¢aligmalar1 bu genin astim patogenezinde rol aldifim1 ortaya gikarrsa, klon-38’in
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kodladig1 molekiile 6zgii ilag gelistirilmesi ile astim tedavisinde yeni bir yaklagim
gelistirilebilir. Clinkii glintimiizde kullanilan baz ilaglar hiicre zarina yerlesmis olan
G proteine bagl reseptorler ile etkilesim mekanizmasi lizerine tasarlanmigtir.

Sinyal molekiillerinin belirlenmesinde ve karakterize edilmesinde deneysel
metotlar her ne kadar son agama igin gerekliyse bile bunlarn ¢aligilmasi oldukca
pahali ve zaman alicidir. BSyle molekiillerin belirlenip karakterize edilmesinde
biyoinformatik araglar hem ekonomik ag¢idan hem de zaman bakimindan biiytik
kolayliklar saglamaktadir. Bu nedenle klon-38’in karakterize edilmesinde
biyoinformatik araglar kullanilda.

Klon-38 IL-5R’niin o alt finitesiyle baglant1 kuran aday bir molekiil olarak elde
edildiginden IL-5R ile sinyal iletim mekanizmasinda gérev almasi olasidir. IL-5R ile
baglanti kuran molekiillerin astim patogenezinde rol almas: goriisine dayanarak
klon-38’in de astim patogenezinde rol alan bir sinyal molekiilii olmas: diigiiniilebilir.
Bu durumda bu klonun geninin karakterizasyonu astim tedavisine yo6nelik
¢alismalara bir zemin olugturabilir.
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4. SONUCLAR ve ONERILER

Klon-38’in yapilan BLAST aragtirmasinda gen bankasinda bu klon ile yliksek
orandaki benzerlik ile eglesen dort adet mRNA molekiilii belirlenmigtir. Bu mRNA
molekiillerinin ayr1 ayrn BLAST yapilmasi1 sonucu hepsinin FLJ90024: Fasting-
inducible integral membrane protein TM6P1 isimli bir genin alternatif splicing
sonucu olugmus izoformlar1 oldugu belirlenmistir.

FLJ90024 geninin 2. kromozomun p11.2 bdlgesinde 5000 niikleotidlik bir alan
(64641 Kb — 64646 Kb) kapladif1 ve bu bolge ile Plus/Minus (+/-) seklinde eslestigi
gbriilmiigtiir. Olusturulan gen haritasinda alternatif splicing bolgeleri net olarak
belirlenmigtir.

FLJ90024 geninin farkli transkriptlerinin kodlayacagi proteinlerin yliksek
oranda birbirleri ile benzer olduklar gériilmiigtiir. Ayrica yapilan sekonder yapi
analizinde her dort proteinin de agirlikli olarak rastgele kivrim (random coil) ve alfa
heliks yapisindan meydana geldikleri ve bu yapida da birbirlerine gok benzedikleri
gOriilmugtiir.

Her dort proteinin de muhtemelen hiicre zarina yerlestigi ve {ligliniin alt1 ve
birinin de bes sefer hiicre zarimi gegen transmembran bélgelere sahip oldugu
belirlenmigtir. Bunlar diginda biitiin proteinlerin G proteine bagli reseptér stiper
ailesine ait motifler tasidify ve ayrica bir fonksiyonu bilinmeyen domeyne sahip
oldufu goriilmiigtiir. Posttranslasyonel modifikasyon olarak her doért proteinin de
fosforilasyon, N ve O glikozilayon ve miristilasyon bolgelerine sahip oldugu
gOriilmiigtiir.

Sonug olarak her dort proteinin de transmembran bdlgelere sahip olmalan ve G
proteine baglh reseptdr sliper ailesine ait motifler tagimalar bu proteinlerin hiicre i¢i
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sinyal iletiminde gorev alan ve hiicre zarim1 birkag sefer gegen G proteine bagh
reseptor olma olasihiini ortaya gikarmaktadir ki bu sonug klon-38 igin baglangigta
diistintilen bir sinyal molekiilii olma olasiliini oldukg¢a gliclendirmektedir. Her dort
proteinin de hiicre i¢i bolgelerde fosforilasyon ve hiicre disi bolgelerde N ve O
glikozilayon bblgelerine sahip olmalar1 bu olasihi1 daha da arttirmaktadir. Ciinkt
hiicre i¢i sinyal iletiminde gorev alan molekiiller hiicre dis1 bélgelerde glikozilayona
ugrayarak iglevsel a¢idan daha ¢ok yetkinlesir ve hiicre igi kisimlarda da
fosforlagarak aktiflesirler. Proteinler bu sekilde alinan sinyalin sonraki molekiillere
aktanimasim1 ve dolayisiyla sinyalin iletilmesini saflamaktadirlar. Proteinlerde
miristilayon bolgelerinin bulunmasi hiicre zarina yerlesen proteinlere ait bir
Ozelliktir. Hiicre zarna yerlesecek proteinler N ucunda glisin aminoasidinden
koparak zara baglanirlar ve burada olgunlasarak gorev yaparlar.

Klon-38’¢ karsilik gelen genin G proteine bagh reseptor siiper ailesine ait dort
izoform proteini kodlamas1 bu klon igin &nerilen astimin patogenezinde rol alan bir
sinyal molekiilii goriisii igin heyecan vericidir. Ancak biyoinformatik araglar ile
yapilan analizlerin deneysel olarak desteklenmesi gerekmektedir. Bu veriler deneysel
sonuglarla desteklendifinde bu proteinler astim tedavisi i¢in birer hedef molekiil
olarak kullamlabilir. Ciinki glintimiizde kullanilan ilaglarin biiyiik bir kismu dzel bir
veya birka¢ G proteine bagli reseptorii bloke etme veya uyarma amaciyla
kullamlmaktadir. Eger deneysel sonuglar da bu proteinlerin astim patogenezinde rol
alan sinyal molekiilleri oldufunu gOsterirse bunlara O6zgli hedef ilaglarin
gelistirilmesiyle astim ve alerjinin tedavisinde yeni ilag veya ilaglar geligtirilebilir.
Sayet dogrulanirsa bu reseptér molekiiliiniin ligandinin belirlenmesi 6nemli bir

asama olur. Ayrica molekiilin ti¢ boyutlu yapisinin belirlenmesi gorevi agisindan
Onemlidir.

Klon-38’i igeren pBAD plazmidinin bir bakteri irkina transformasyonunun
yapilmasi ve bu bakterilerde ¢oZaltilmas: ileriki ¢aligmalarda bu klon ile yapilacak
¢aligmalar igin 6nemlidir. Clinkdi bu plazmidin ve dolayisiyla plazmidin igindeki
klon-38’in saflagtirilmasi bu klonu gerek ekspresyon ¢aligmalar ve gerekse de diger
¢aligmalar i¢in hazir hale getirmigtir.
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OZET

Maya ikili Hibrid Sistemi ile Interlokin-5 (IL-5) reseptorii (IL-5R)’niin alfa alt
iinitesine (IL-5Ra) baglanan bir molekiil olarak klonlanan klon-38’i biyoinformatik
araglar ile karakterize ettik. Bu klonun elimizdeki 446 baz ¢iftlik sekansim
kullanarak BLAST aragtirmast ile geni tespit edildi. Bu gen insamin 2nci
kromomozomunun uzun kolu iizerinde (2p11) bulunmaktadir. Bu genin intron ve
ekson bolgeleri MegaBLAST programi ile tespit edildi ve gen haritasi ¢izildi. Bu
genin alternatif splising sonucu olusan dort farkli mRNA formu (TM6P1, HEMBA,
DKFZ ve TRACH) tespit edildi. Bu mRNA’lardan sentezlenebilecek proteinlerin
sekanslar1 bulunarak ClustalW program ile hizalandi. Yapilan karsilagtirmada
proteinlerin N ucunda farkhilik g6sterdigi ve uzun karboksi ucunun aym oldugu tespit
edildi. EXPASY serverinde bulunan ProtParam ve Compute pl/Mw programlari
kullamlarak proteinlerin fiziko-kimyasal Gzellikleri belirlendi. CDD ve PRINTS
programlan ile proteinlerin igerdikleri domeynler ve motifler belirlenmeye galigilda.
Her dort protein de fonksiyonu bilinmeyen ve korunmug bir domeyn igermekte ve G
proteine bagli reseptor siiper ailesine ait motifler tagimaktadirlar. PLOC ve SOSUI
programlar1 bu proteinlerin hiicre zarm 5-6 sefer gectiklerini belirtmektedir. Bu
proteinlerin yogun olarak random coil ve alfa haliks yapilarindan ve daha az oranda
beta strand yapilarim da igerdigi ngoriilmektedir. NetPhos, myristoylator, NetOGlyc
ve NetNGlyc programlarinin sonuglarina gére bu proteinlerin sirasiyla tahmini
fosforilasyon, miristilasyon, O- ve N- glikozilasyon bolgelerini igerdikleri
goriilmektedir. Bu tez ¢aligmasinda son olarak pBAD-klon-38 rekombinant plazmidi
segici besiyeri ortaminda E. coli hiicrelerine aktarilarak burada ¢ogaltiimas:
saglanmigtir. Cogaltilan bu plazmidler saflagtirilmig ve kesim enzimleri ile kesilerek
analiz edilmigtir. Bu ¢aligma bu genin {iriinlinlerinin IL-5R ile G proteine bagh
reseptorlerin sinyalizasyonunda 6nemli gorevi olabilecegini isaret etmektedir. Béyle
bir durum deneysel olarak kamitlanirsa bu gen gesitli ilaglarin geligtirilmesi igin bir
hedef molekiil olusturabilir.

67



SUMMARY

Using bioinformatic tools, we tried to characterize a cDNA (clone-38)
previously cloned as an IL-5 receptor alpha (IL-SRa) interacting molecule in the
yeast two-hybrid system. The 446 bp sequence of the clone was used in the BLAST
search to identify its gene. This gene is located on the short arm of the human second
chromosome (2p11). Using MegaBLAST program the exons and introns of the gene
were defined and mapped. Four different alternatively spliced mRNA forms
(TM6P1, HEMBA, DKFZ and Trach) were identified. The protein products of these
mRNAs were aligned with the ClustalW program. They have short unique N termini
and long conserved C termini. Using ProtParam and Compute pI/MW programs of
the EXPASY server, the physico-chemical features of these proteins were also
defined. The domains and the motifs of the proteins were searched for using CDD
and PRINTS programs. All four proteins contain a conserved domain with no known
function, and six G protein coupled receptor superfamily motifs. The PLOC and
SOSUI programs indicate that these proteins locate to the membrane with 5-6
transmembrane passes. The secondary structure analysis predict that all proteins
mainly contain random coil, alpha helix and fewer beta strand structures. NetPhos,
Myristoylator, NetOGlyc, and NetNGlyc programs predict phosphorylation,
myristoylation, O- and N- glycosylation sites, respectively. Finally, the cDNA of
clone-38 in pBAD plasmid was transformed into E. coli, selected on selection media,
the plasmid was purified, and analyzed with the restriction digestion. This study
shows that its likely that the products of this gene is highly suspected to be involved
in both in IL-5R and G-protein coupled receptor signaling. If this this is proven
experimentally, this gene may be an important therapeutic target for drug
development.
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