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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

Gibbula rarilineata (SINIF: GASTROPODA) AKTIN GENININ ¢cDNA
KLONLAMASI ve FILOGENETIK ANALIZI

Seyma EREN

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal

Damisman : Prof. Dr. Cihan DEMIRCI TANSEL

Aktin, tiim okaryotik hiicrelerde en fazla miktarda bulunan proteinlerden biridir ve tek
hiicrelilerden insana kadar pek ¢ok canli grubunda yiiksek korunmusluk gosterir. Aktin, hiicre
iskeletinde ve kas kasilmasindaki genis dagilimli baslica rolleri geregi en c¢ok calisiimis
proteinlerden biridir. Bunun yaninda, aktinlerin, kokeninin ¢ok eski oldugu diisiiniildiigiinden,
aktinin farkli taksonomik simiflarda degisken sayidaki izoformlarinin smiflandirilmasinin
okaryotik hiicrelerin evrimi hakkinda 6ngorii saglayacag: diistintilmektedir.

Omurgali aktinleri iyi calisilmistir ve iki smiflandirmasit mevcuttur. Ancak omurgasiz
aktinleriyle ilgili ¢alismalar kisithdir. Yetersiz genetik veri sebebiyle, omurgasiz aktinlerine
0zel bir siniflandirma mevcut degildir. Calismamizda Gibbula rarilineata aktinini klonlayarak
mevcut protein veri bankasinin igerigine katkida bulunmay1 amacladik.

Calismamizda G. rarilineata &rnekleri Marmara Denizi’nden toplandi. Orneklerin ayak
dokusundan total RNA izolasyonu yapildi ve izolatlar cDNA sentezi i¢in kullanildi. G.
rarilineata aktini, tasarlanan gen spesifik primerlerin PZR’de kullanimiyla ¢ogaltildi. Elde
edilen PZR iiriinleri klonland1 ve G. rarilineata aktin niikleotid dizisi bolgesel olarak dizilendi.
Niikleotid dizileri, amino asit dizilerine translasyonu yapildi ve insan aktin izoformlari ile
GenBank’ten elde edilen diger gastropod aktin amino asit dizileriyle hizalandi. Filogenetik
analiz, G. rarilineata aktininin sinifladirilmasi i¢in kullanildi.

Agustos 2019, 63. sayfa.
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

cDNA CLONING and PHYLOGENETIC ANALYSIS of Gibbula rarilineata
(CLASS: GASTROPODA) ACTIN GENE

Seyma EREN

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Biology

Supervisor : Prof. Dr. Cihan DEMIRCI TANSEL

Actin is one of the most abundant proteins found in eukaryotes and highly conserved in many
taxa from prokaryotes to human. Actin is, also, one of the most studied proteins due to its
primary roles in cytoskeleton, and muscle contraction. In addition, because of its so called
ancient origins, classification of variable number of actin isoforms in different taxa is
considered to have potential of being informative about evolution of eukaryotic cells.

Although vertebrate actins are well studied and there are two accepted classifications for
vertebrate actins, the studies about invertebrate actins are very limited. Because of the lack of
genetic data, there is not a specific classification for invertebrate actins. In our study, we aimed
to extend the existing protein database of invertebrates by cloning Gibbula rarilineata actin
gene.

In our study, G. rarilineata specimen were collected from Marmara Sea. Total RNA was
isolated from foot tissue of specimen and total RNA isolates were used for cDNA synthesis.
PCR amplification of G. rarilineata was performed by using of designed gene specific primers.
Obtained PCR products were cloned and sequenced. Partial nucleotide sequences were
translated to amino acid sequences and aligned with human actin isoforms and other amino acid
sequences of gastropoda collected from GenBank. Phylogenetic analysis was used for
classification of G. rarilineata actin.
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1. GIRIS

Aktinler, ¢ok sayidaki dnemli biyolojik rolleri sebebiyle en fazla ¢alisilmis proteinlerdendir
(Perrin ve Ervasti, 2010). Aktinlerin bu biyolojik rollerini, farkli taksonomik gruplardaki
canlilarda bulunan degisken sayidaki birbirinden ayr1 rolleri {istlenen izoformlariyla
gerceklestirdigi diisiniilmektedir (Perrin ve Ervasti, 2010; Simiczyjew ve dig., 2017). Aktin
izoformlar1 aktin multigen ailesini olusturur. Aktinlerin tek hiicrelilerden insana dek
korunmusluk gostermesi sebebiyle, aktinlerin smiflandirilmast ve ¢esitli taksonomik
seviyelerdeki filogenetik iliskileri ¢6ziimleme potansiyelinin sinanmasiyla dkaryotik hiicrelerin
evrimiyle ilgili 0Ongdrii saglayabilecegi diistiniilmektedir. Aktinin omurgalilar ile
omurgasizlardaki izoformlarinin farkli evrimsel hikayelere sahip oldugu ¢esitli ¢alismalarda
gosterilmistir. Caligmanin “Genel Kisimlar” boliimiinde; aktinlerin yapisal, islevsel ve
molekiiler 6zellikleri ve gesitli taksonomik gruplarda yapilan aktinle ilgili ¢alismalar, bu

bilgiler dogrultusunda incelenmistir.

cDNA, kalip olarak kullanilan RNA’dan revers transkripsiyon enzimleri kullanilarak elde
edilen DNA’dir. Boylece elde edilen cDNA dizisi, RNA dizisinin komplementeridir. DNA ¢ift
zincirli oldugundan, bir vektore aktarilarak RNA’dan daha kolay klonlanabilmesi ve dizi
analizinin  yapilabilmesi, RNA ile ilgili arastirmalarin c¢DNA formu iizerinden
gerceklestirilmesini gerekli kilmistir. Protein kodlayan genlerin mRNA’larina ait cDNA’lar ile
calisilmasi, mRNA’nin yalnizca ekzon bdlgelerini icermesi sebebiyle, proteinlerin amino asit
dizilerinin elde edilmesini miimkiin kilar. cDNA eldesinde kalip olarak kullanilacak RNA, canli
dokularinin kimyasal ve mekanik homojenizasyonu yapildiktan sonra izole edilir. RNA
izolasyonunda kullanilacak doku, eldesi hedeflenen RNA’nin doku spesifikligine gore
degiskenlik gosterir. Kalip RNA’dan c¢cDNA sentezi revers transkriptaz enzimleriyle
gerceklestirilir. mRNA’lardan revers transkripsiyon ile cDNA eldesinde, mRNA’nin poli(A)
kuyruguna baglanan oligo (dT) primerler kullanilir. Boylece tek zincirli RNA’ya komplementer
olarak sentezlenen yeni zincir sayesinde, ¢ift zincirli ilk cDNA sentezi gergeklestirilir. PZR ile
kalip ilk zincir cDNA’larin ¢ogaltilmas1 ve dizilenmesi sonrasinda, niikleotid dizisinin in silico
translasyonu ile protein kodlayan bolgenin amino asit dizisi elde edilmis olur. Yalnizca bolgesel
dizisi bilinen genlerde ise, cDNA’nin 5 ucuna baglanan adaptorler ve 3’ uglarina baglanan

oligo (dT) primer tiirevleri sayesinde, tam boyutlu dizisi bilinmeyen genlerin dizi bilgisinin elde



edilmesi mimkiin hale gelir. Calisilacak organizmadan izole edilen RNA’nin 5’ ucuna
adaptorlerin eklenmesi ve ¢cDNA’nimn ilk zincir sentezinin oligo (dT) primer tiirevleri ile
gerceklestirilmesi sayesinde, ilgili genin bilinen bolgesel dizisi ilizerinden tasarlanan gen
spesifik primerlerin kullanmasiyla gerceklestirilen Rapid Amplification of cDNA Ends
(RACE) PZR ile tam boyutlu cDNA’lar ¢ogaltilir. Dizilemeler sirasinda tirtinlerin 6zellikle ug
bolgelerinin okumalar1 genellikle gilivenilir veri saglamadigindan, o6zellikle genlerin tam
boyutlu dizilerinin elde edilmesiyle ilgili calismalarda, PZR {iriinlerinin klonlanmas1 6nemlidir.
Klon vektoriine baglanan primerlerle yapilan dizilemeler sayesinde, elde edilen PZR
tirlinlerinin tam boyutlu dizilemesi saglanir. Bu bilgiler ¢ergevesinde tasarlanan deney siireci
ve kullanilan malzemeler, “Malzeme ve Yontem” boliimiinde ayrintili olarak aciklanmaistir. Bu
bolimde, c¢alismada kullanilan canli olan Gibbula rarilineata’nin 6rneklenmesi ve
muhafazasiyla ilgili bilgi verilmis ve bu drneklerden alinan doku parcalarindan total RNA
izolasyonunun gerceklestirilmesi, ardindan RNA izolatinin kalip olarak kullanilmasiyla ilk
zincir cDNA’nin sentezlenmesi ve cDNA nin kalip olarak kullanilmasiyla gerceklestirilen PZR

ile canliya ait aktin geninin ¢ogaltilmasina yonelik ¢aligsmalar belirtilmistir.

“Bulgular” béliimiinde; laboratuvarda yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen tiim veriler bir
araya getirilmis ve biyoinformatik ve filogenetik analiz sonuglar1 gosterilmistir. Bu analizlerde

elde edilen bolgesel G. rarilineata aktininin siniflandirilmasi hedeflenmistir.

“Tartisma ve Sonu¢” bdliimiinde ise, bulgular simdiye kadar yapilan diger ¢alismalardan elde
edilen verilerle karsilastirilarak tartistlmistir. G. rarilineata aktini tam boyutlu olarak elde

edilemediginden, ileri ¢aligmalarin gerekliligi belirtilmistir.



2. GENEL KISIMLAR

Aktin, tiim oOkaryotik hiicrelerde en fazla miktarda bulunan proteinlerden biridir ve tek
hiicrelilerden insana kadar pek ¢ok canli grubunda yiliksek korunmusluk gosterir (Vedula ve
Kashina, 2018). Okaryotlarda 42 kDa boyutunda, kiiresel bir protein olan aktin, kas
filamentlerini olusturarak kas kasilmasini saglar ve hiicre iskeletinin temel bilesenlerinden biri
olarak hiicresel hareketi, endositoz, ekzositoz, fagositoz, organel hareketi, madde tasinmasi,
hiicre boliinmesi, transkripsiyonun ve hiicre seklinin diizenlenmesi gibi yapisal ve islevsel
yonden onemli hiicresel faaliyetlerde rol alir (Bryant ve dig., 2006; Ma ve dig., 2007; Perrin ve
Ervasti, 2010). Aktinin tistlendigi genis dagilim gdsteren bu biyolojik roller, aktinin farkli canl
tiirlerinde degisken sayida iiyesi bulunan bir multigen ailesi tarafindan kodlanan hiicre i¢indeki
izoformlariyla miimkiin olmaktadir. Bu multigen ailesi, seker kinazlarin, 1s1 sok proteini-70
(Hsp-70) ile iliskili proteinlerin adenozin trifosfat (ATP) baglayan domainlerinin, aktin ile
iligkili proteinlerin ve prokaryotik aktin homologlarinin dahil oldugu bir adenozin trifosfataz
(ATPaz) siiper ailesinin tiyesidir (Ivanov ve dig., 2015).

Multigen aileleri, ortak atasal genlerden duplikasyon ve ayrismayla tiireyen gen setleridir.
Okaryot genlerinin islevsel ve diizenleyici rolleri bakimindan evriminin ¢alisilmasinda
kullanigli birer model olusturan multigen ailelerine iiye olan genlerin karakterizasyonuyla
protein kodlayan boélgelerinin, niikleotid dizilerinin ve ekzon-intron dizilimlerinin
karsilastirilmasi sayesinde evrimsel yolaklari izlenebilir (Hightower ve Meagher, 1986). Aktin
multigen ailesinin liyelerinin, hem yiiksek derecede korunmus olmasi hem de bagsta hiicre
iskeletinin ana bileseni olarak iistlendigi genis dagilim gosteren 6nemli rolleri geregi hiicrelerde
bol miktarda bulunmasi, bu genlerin analizlerinin ¢ok ¢esitli taksonomik seviyelerde hiicresel
evrimle ilgili 6ngdrii saglama ve gen ile tiir iligkilerinin karsilagtirilmasina aracilik etme

potansiyeli bulunduguna isaret etmektedir (Bhattacharya ve Ehlting, 1995).

Yapilan ¢alismalarda, birbirine en uzak omurgali aktin izoformlarinin protein dizileri arasindaki
fark oraninin % 6,6 oldugu gosterilmistir (Mounier ve dig., 1992) ve aktinler niikleotid dizisi
seviyesinde de yiiksek homoloji gostermektedir. Aktin izoformlarinin sayisi, farkli canl
gruplarinda degiskenlik gosterir. Ornegin kuslarda ve memelilerde 6 aktin izoformu bulunur.
Omurgasizlarda ise, cesitli taksonomik gruplardaki canlilara ait izoform sayilar1 bilinmekle

birlikte (Bhattacharya ve Ehlting, 1995), omurgalilara kiyasla, aktinle ilgili daha az ¢aligma



mevcuttur (lvanov ve dig., 2015). Aktin izoformlar1, bitkilerde ve pek ¢ok protozoonda da
multigen aileleri tarafindan kodlanir, ancak mayalarda ve alveolatlarda tek bir gen tarafindan
kodlanan tek bir aktin tipi bulunmaktadir (Carlini ve dig., 2000). Aktin izoformlarinin
omurgalilardaki siniflandirmasinda, amino asit dizilerinin N-terminal bdlgesindeki belirleyici
degisikliklere bagl olarak farklilik gosteren izoelektrik noktalarina gore, yiikselen asiditeyi
ifade edecek sekilde, sirasiyla a, B ve y isimlendirmesi kullanilmaktadir (Perrin ve Ervasti,
2010). Ayrica, izoformun bulundugu dokuya gore kas hiicresi tipi ve sitoplazmik tip olmak
tizere iki genel kategori kabul edilmektedir (Wang ve dig., 2008). Bunlardan aiskelet-aktin, o.dii,-
aktin, okap-aktin ve yaiz-aktin izoformlarinin genetik anlatimi agirlikli olarak iskelet kasi, kalp
kas1 ve diiz kas hiicrelerinde gergeklesir. Kas hiicresi olmayan hiicrelerde ise, bu gruplardaki
canlilara ait diger iki izoform olan Bhicreiskeleti-aktin ve Yhicreiskeleti-aktin yliksek seviyede anlatilir
(Perrin ve Ervasti, 2010). Omurgalilara ait sitoplazmik § ve y aktinleri arasindaki farkliklarin
kaynagi, biyokimyasal 6zellikleri birbirine yakin olan doért amino asittir (Perrin ve Ervasti,
2010). Bunun yaninda, aktin izoformlari, bulunduklar1 canlidan ziyade dokuya 6zgiinliik
gosterdiginden, bir tiiriin farkli dokularindaki izoformlarin amino asit kompozisyonlarindaki
fark, birbirinden evrimsel olarak uzak tiirlerdeki ayn1 dokulara ait izoformlarin farkina kiyasla
daha fazladir (Simiczyjew ve dig., 2017). Omurgasizlarda ise farkli canli gruplarinda dokuya
0zgii aktin izoformlar1 bulunmus olmakla birlikte, genel kabul gormiis bir aktin siniflandirmasi
mevcut degildir. Canlilardaki aktinlerin birbirinden ¢ok az farklilik gosteren c¢ok sayidaki
izoformlarmin farkli biyolojik roller iistlendigi knockout fare modellerinde gosterilmistir
(Perrin ve Ervasti, 2010). Ayrica bu izoformlarin, degisen seviyelerde genetik anlatimi ve
hiicrede fazlaca ihtiyag olan aktinin yiiksek miktarda iiretilmesini sagladigi disiiniilmektedir.
Buna ragmen, izoformlar arasindaki islevsel ayrismanin mekanizmasi uzun yillardir
tartisilmaktadir. Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada ise, aktin fonksiyonlarinin tek
belirleyicisinin amino asit dizileri olmadigi, 6zellikle B aktin i¢in ana roliin belirleyicisinin

niikleotid dizisi oldugu 6ne siiriilmiistiir (Vedula ve Kashina, 2018).

Aktinlerin hem niikleotid hem de amino asit seviyesindeki dizileri arasindaki filogenetik
iliskilerin incelendigi bircok caligma arasinda ¢esitli aktin proteinlerinin incelendigi ¢alismalar
ve sadece spesifik tiirlerin ya da filumlarin aktinlerinin incelendigi ¢alismalar mevcuttur
(Wahlberg ve Johnson, 1997). Bunlara ek olarak, 6karyotlarin evrim agacinin sekillendirildigi
caligmalarda da aktin ile aktinin son yillarda yeni kesfedilmis bir formu olan niiklear aktinleri

de barindiran siiper gen ailesinin tiyelerinden yararlanilmaktadir (Bajusz ve dig., 2018). Bu



calismalarda sunulan modeller, aktinin ortaya ¢ikisinin okaryotlarin ortaya ¢ikisindan once
gerceklestigini ve prokaryotik diinyaya kadar uzandigini, hatta aktinin ilk olarak bakterilerin,
arkelerin ve 0karyotlarin ortak atasinda evrildigini 6ne siirmektedir (Erickson 2007; Stoddard
ve dig., 2017). Tek aktin geni tasiyan organizmalarda yapilan ¢alismalar, bu organizmalarin
aktin gen dizilerinin kas hiicresi tipi aktinlerden ziyade, omurgalilarin sitoplazmik aktinlerine
benzedigini gosterdiginden, sitoplazmik aktinler atasal kabul edilmektedir (White ve Crother,
2000). Kokeninin ¢ok eski oldugu one siiriilen aktinlerin hayat agacindaki taksonomik gruplar
arasindaki farklarini inceleyen yakin tarihli bir ¢alismada ise (Gunning ve dig., 2015), yiiksek
korunmusluk gosteren ve ¢ok islevli omurgali aktinleri, amino asit dizileri degiskenlik gosteren
ve tek islev listlenen bakteriyel aktin homologlar1 (MreB, FtsA ve ParM) ile karsilagtirilmistir.
Karsilagtirma sonucunda, aktinlerdeki degisen seviyelerdeki dizi benzerliginin kaynaginin,
aktinle etkilesen diger molekiillerin olusturdugu seg¢ilim baskist oldugu oOne siiriilmiistiir.
Gunning ve dig. (2015), omurgali aktinlerinin, 100’lin iizerindeki proteinle etkilesiminin,
yiizeydeki amino asit bakiyelerinin neredeyse tamami araciligiyla gergeklestigini, bu sebeple,
aktindeki olas1 amino asit degisimlerinin, aktinin diger proteinlerle etkilesimini engelleyerek
aktinin hayati islevlerinin kaybiyla sonuglanabileceginden, aktinin amino asit dizisi lizerinde
secilim baskist olustugunu, boylece dizinin diger proteinlerle etkilesim gdsteren bolgelerinin
yiiksek oranda korunmus olarak kaldigini belirtmislerdir. Omurgali aktinlerinin ortaya cikisi
ise, kuslarin evriminden 6nce gerceklestigi tahmin edilen gen duplikasyonlarina bagl oldugu
diistiniilmektedir. Omurgali aktinlerinin ortaya ¢ikisiyla ilgili 6ne siiriilen bu modelde, 6nce bir
gen duplikasyonu ile daha yiiksek korunum gosteren 3 ve y aktinlerin, daha sonra iki ayr1 gen
duplikasyonu ile benzerlik seviyeleri daha diisiik kas hiicresi tipi aktinlerin ortaya ¢iktigi one

stirilmektedir (Vedula ve Kashina, 2018).

Aktin gen ailesinin iiyeleri, yiliksek dizi homolojisinin bir diger sonucu olarak, diisiik
evrimlesme hiziyla, cesitli taksonomik seviyelerdeki iligkilerin ¢éziimlenmesi i¢in 6nemli bir
veri potansiyeli tasiyan niiklear belirteg genlerindendir. Bu nedenle daha fazla omurgalilarda
olmak fizere, pek ¢ok omurgasiz tiirlinde de aktin geninin bolgesel dizilemesini ve/veya

karakterizasyonunu konu alan pek ¢ok calisma mevcuttur.

Molekiiler filogeni, homolog deoksiriboniikleik asit (DNA) ya da amino asit dizilerinin
karsilagtirilmasiyla, organizmalarin gesitli taksonomik seviyeleri ya da genler arasindaki ortak

atasal iliskilerin agag¢ benzeri diyagramlar seklinde yansitilmasidir (Patwardhan ve dig., 2014).



Molekiiler belirte¢ olarak kullanilan kisa DNA dizileri, genler, ya da mikrosattellit bolgeleri
arasinda yapilan karsilastirmalarda benzerlik goriilmeyen bolgeler, zaman i¢inde gergeklesen
molekiiler evrimin sonucu olan ayrismalar1 gosterir. Bu ayrismalarin istatiksel hesaplamalara
dayanan analizleriyle, farkli organizmalar ya da genler arasindaki benzerlik iligkisinin
hiyerarsisini temsil eden filogenetik agaclar elde edilir. DNA dizlerindeki degisimin sabit hizda
gerceklestigi ve amino asit degisimlerinin evrimsel zaman Olgegiyle korelasyon gosterdigi
Oonermesine dayanan molekiiler saat hipotezi ise, soy hatlarindaki ayrigmalarin zamanini

belirlemede kullanilir.

Organizmalara ait tiim genler ya da makromolekiiller, filogenetik belirte¢ olmaya uygun
degildir ve her filogenetik belirte¢ her organizma grubunun iliskilerinin ¢dziimlenmesinde bilgi
saglamaz. Cok hizli evrilen bir gen, ¢oklu degisimler sebebiyle satiirasyona ulasabileceginden,
filogenetik analizler i¢in bilgi saglayacak yeterli bolgeye sahip olmayabilir. Bu sebeple
evrimsel hiz1 diisiik, yani daha yiiksek korunmusluk gosteren genlerin filogenetik analizlerde
kullanimi daha uygundur. Protein kodlayan niiklear bir gen olan elongasyon faktorii-1a (EF-
1a), 16S ribozomal riboniikleik asit (rRNA), 5S rRNA, 28S rRNA gibi niiklear ribozomal genler
ve sitokrom oksidaz 1I/11 (COI I/11), mitokondriyal 12S rRNA, sitokrom-b gibi mitokondriyal
genler cesitli taksonomik seviyelerdeki filogenetik analizlerde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ornegin bilinmeyen tiirlerin kisa DNA dizilerinin bilinen tiirlere ait bir dizi havuzuyla
karsilastirilarak tanimlanmasinin gerceklestirildigi DNA barkodlama yonteminde (Hebert ve
dig., 2003) hayvan tiirleri i¢in kullanilan standart genetik belirte¢, COI genidir (Patwardhan ve
dig., 2014). COI geni, molekiiler sistematik ¢alismalarinda da siklikla 12S rRNA gibi diger
mitokondriyal genlerle birlikte degerlendirilir. Bunun yaninda, mitokondriyal DNA (mtDNA)
dizi analizlerinin ¢oziimleyemedigi bolgelerde s6z konusu taksonomik grup icin bilgi
saglayabilecek niiklear genlerin de bu kombinasyona eklenmesi daha saglikli sonuglar elde
edilmesini saglayabilir (Carlini ve dig., 2000). Ayrica, bir organizmaya ait farkli genlerin
evrimslesme hizlar1 veya tarihleri farklilik gosterebileceginden, tek bir belirte¢ gen veya protein
dizisinden elde edilen filogeniler, yalnizca o gene ait evrimi yansitir. Organizmalarin farkl
taksonomik seviyelerdeki iligkilerinin belirlenmesi ise ¢ok sayida gen agacinin birlikte

kullanilmastyla miimkiindiir.

Aktin dizilerinin filogenetik belirte¢ olarak degerlendirildigi erken donemlerde, evrimlesme

hizinin diigiik olmas1 bakimindan, filum alt1 taksonomik seviyelerde filogenetik belirteg olarak



kullanilmaya uygun olmadigi one siiriilmiistiir (Mounier ve dig., 1992) ve aktinle ilgili
calismalar, genellikle, filum tizeri iliskilerin belirlenmesi ile aktin geninin evrimi ¢alismalariyla
kisitlt kalmistir (Carlini ve dig., 2000). Ancak aktin geninin ¢ok sayida dkaryotun filogenetik
iligkisini belirlemede kullanildig1 ¢alismalar, aktin gen dizilerindeki karakterlerin, filumdan
asagl bazi hiyerarsik seviyelerde de canlidan bagimsiz evrilmedigini gostermistir (Daniel ve
dig., 2001). Ornegin Carlini ve dig. (2000), bir genin veya gen ailesinin korunmusluk
seviyesinin, farkli taksonlarda ve genin paraloglart arasinda degiskenlik gosterdigini, bunun
yaninda aktinin evrimsel hizinin 6l¢iildiigli calismalarda, aktinin yalnizca amino asit dizisi
tizerinden evrimlesme hizinin 6l¢iildiigiinii belirterek, aktinin, sinonim olmayan degisim hizina
oranla 35 kat daha hizli olabilen sinonim degisimlerinin, daha asagi takson seviyelerinin
iligkilerinin analizlerinde bilgi saglayabilecegini One siirmiistiir. Gilinlimiize kadar yapilan
calismalarda, aktin, filumun asagisindaki taksonomik seviyelerde de filogenetik belirteg olarak
degerlendirilmistir (Uribe ve dig., 2017; Sin ve dig., 2007; Bhattacharya ve Ehlting, 1995).
Bununla birlikte ¢cogu organizmada aktinin ¢ok sayida izoformunun bulunmasinin, paralog ve
ortolog aktinlerin ayristirilmasindaki zorluklar yoniinden, yakin akrabalig1 olan organizmalarin
filogenetik karsilastirmalarinda karisikliga sebep olabilecegi de tartismalar arasindadir (Adema,
2002). Buna ragmen, aktin dizilerindeki yiiksek korunmusluk ve aktinin tiim 6karyotlarda hiicre
iskeletinin bileseni olarak iistlendigi temel rol sayesinde, dkaryotik canli gruplarinin hiicresel
evrimiyle 1ilgili 6ngorii saglama ve gen ile tiir arasindaki iligkilerinin incelenmesine aracilik

etme potansiyeli ¢esitli ¢alismalarda degerlendirilmistir (Bhattacharya ve Ehlting, 1995).

Omurgal1 aktinlerine kiyasla omurgasiz aktinlerine ait bilgi birikimi azdir ve buna bagli olarak,
tiim omurgasiz aktinlerini kapsayan, kabul edilmis bir siniflandirma mevcut degildir (lvanov
ve dig., 2015). Omurgasiz aktinlerinin, genellikle, Chordata’nin kas aktinlerinden ziyade
sitoplazmik aktinler ile benzerlik gosterdigi diisiiniilmektedir (Vandekerckhove ve Weber,
1984). Tunicata’nin kas hiicresi tipi benzeri aktin izoformlarinin ise hem omurgali hem de
omurgasiz aktinlerine benzedigi, dolayisiyla Tunicata’nin kas hiicresi tipi aktinlerinin,
sitoplazmik aktinden kas hiicresi tipi aktine gecisi temsil ettigi one striilmiistiir (Kovilur ve
dig., 1993). Bununla birlikte, Arthropoda aktinleriyle yapilan galismalar, omurgasizlardaki
aktin izoformlarmin farkli evrimsel hikayeleri olabilecegine isaret etmektedir. Ornegin
Mounier ve dig. (1992), Arthropoda aktinlerini diger metazoa aktinleriyle karsilastirarak
yaptiklar1 ¢calismada, Drosophila melanogaster ve Bombyx mori tiirlerinin kas dokusuna 6zgii

anlatimi1 olan aktinlerinin, omurgali kas hiicrelerine ait izoformlardan biiyiik 6l¢iide farkl



oldugunu gostererek, kas hiicresi tipi aktinlerin Chordata’da ve Arthropoda’da birbirinden
bagimsiz olarak ortaya ciktigini One stirmiislerdir. Arthropoda ve Deuterostomia kas
aktinlerinin arasindaki bu farkliligin, Protostomia ve Deuterostomia soy hatlarinda
gerceklesmis muhtemel iki kas aktini derivasyonundan kaynaklandig diistintilmektedir. Bu da
kas hiicresi tipi aktinlerin, hayvanlarin evrimi siiresince sitoplazmik aktinlerden en az iki kez

ortaya ¢iktigini géstermektedir (Mounier ve dig., 1992).

Bilateral simetri gosteren canlilar, Ecdysozoa, Deuterostomia ve Lophotrochozoa olmak tizere
iic ana gruba ayrilir. Ecdysozoa grubu Arthropoda ve Nematoda; Deuterostomia ise
omurgalilari, Ascidia’y1 ve Echinoidea’yr icerir. Annelida, Platyhelminthes, Nemertia,
Bryozoa, Phoronida, Brachiopoda ve Mollusca’dan olusan Lophotrochozoa grubu ise,
barindirdig1 genis takson ¢esitliligine ragmen, molekiiler seviyede, diger iki bilateral gruba gore
¢ok daha az ¢alisilmistir. Ancak yapilan gelisim genetigi ¢aligmalari, daha dnce omurgalilara
atfedilen baz1 6zelliklerin Lophotrochozoa grubuna dahil canlilarda da bulundugunu gostermis
(Bryant, 2004), bu bakimdan, bilateral simetri gosteren Mollusca gibi bu gruba dahil taksonlarin

model olarak canlilarin evriminin anlasilmasindaki 6nemini ortaya koymustur.

Mollusklar, degisken yasam dongiilerine sahip, yiiksek ¢esitlilik gosteren canlilar1 barindiran
bir omurgasiz hayvan grubudur. Mollusk grubundan canlilar s1§ sulardan derin denizlere tiim
denizel ortamlarda yayilim gosterir ve bu gruba dahil karasal formlar da mevcuttur. Bunlar
arasindan si1g sularda bulunan, daha biiylik boyutlu tiirler daha iy1 bilinmektedir, ancak bu
canlilar mollusk cesitliliginin kii¢iik bir boliimiinii olusturur. Diger mollusk ailelerinin veya
cinslerinin fazla bilinmemesinde, bu organizmalarin boyutlarinin kiigiikliigii ya da spesifik
yasam ortamlarinin insanlarm erisimine elverissizligi gibi sebeplerle O6rneklenmelerinde
yasanan zorluklar etkilidir. Bu zorluklarin baslica ¢iktisi olarak, mollusklarin kokenleri ve farkl
fenotiplerinin evrimi, 6ne siiriilen pek cok filogenetik modele ragmen, biiylik 6lciide ¢oziimsiiz
kalmistir (Wanninger ve Wollesen, 2019). Bu sebeple, mollusk tiirlerinin zenginligi,
biyocografik dagilimi ve filogenetik analizleri i¢in, basta derin denizlerde olmak iizere taksona
ait canlilarin tiim dagilim alanlarinda 6rneklemelerinin artirilarak bu canlilarin ¢alisilmasi 6nem
kazanmaktadir. Bununla birlikte, mollusklara ait zengin bir fosil kaydi1 mevcuttur. Mollusklar,
ilag sanayii ile tipta kullanilan immiinostimiilator etkili peptidlere sahip olan ve besin olarak
tiiketilen canli tiirlerini barindirmas: yoniinden ayrica ekonomik bir dnem de kazanmistir

(Wanninger ve Wollesen, 2019). Mollusk filumunun giiniimiizde kabul edilen siniflar1 Bivalvia,



Caudofoveata, Cephalopoda, Gastropoda, Monoplacophora, Polyplacophora, Scaphopoda ve

Solenogastres’tir.

Mollusk aktinlerinin izole edildigi pek ¢ok calisma mevcuttur. Aplysia californica’da kas
hiicresi ve sitoplazmik aktin tiplerinin ikisi de bulunmustur ve her bir haploid genom basina 3-
5 aktin geni bulundugu diistiniilmektedir. Crassostrea gigas’ta da, birinin anlatimi mantoda
olmak iizere, iki ¢esit aktin karakterize edilmistir. Placopecten magellanicus’un adduktor
kasindan bir aktin geni izole edilmistir; southern hibridizasyonu aktin gen ailesinin 12-15 liyeye
sahip olabilecegini gostermistir. Patella vulgata’da aktin geninin analizi, 3’-UTR bolgesindeki
farkliliklara dayanarak 4 alt grupta smiflandirilabilecek 7 genin mevcut oldugunu ortaya
koymustur. Gelisimin erken sathasinda her bir alt grup i¢in yapilan anlatim analizleri, bunlarin
birbirinden bagimsiz olarak diizenlendigi ve farkli islevlere sahip oldugunu gdstermistir
(Bryant ve dig., 2006). Bunlarin yaninda, ii¢ ana mollusk sinifinda izole edilen aktinler yiiksek
amino asit homolojisi gostermektedir ve bunlarin protein kodlayan bdlgelerinin dizi uzunlugu
neredeyse sabittir (Hongming ve dig., 2007; Sin ve dig., 2007, Adema, 2002). Bu 6rnek
caligmalara ragmen, Mollusklarin kokenlerinin ¢alisilmasinda karsilasilan genel sorunlara
benzer sekilde, genetik verinin yetersizliginden kaynakli olarak, Mollusk aktinlerinin 6zelinde
de gen ailelerinin ¢esitliligi, tipleri, anlatim1 ve molekiiler evrimi hakkinda bilgi birikimi
kisithidir. Yapilan ¢alismalarda, Mollusk aktinlerinin omurgalilarin hem kas tipi hem de
sitoplazmik aktinleriyle benzerlik gostermesi sebebiyle siniflandirilmast miimkiin olmamistir

(lvanov ve dig., 2015).

Mollusk filumunu temsil eden ¢esitli canli tiirlerine ait aktinlerin karakterizasyonu, Arthropoda
aktinleriyle yapilan ¢alismalar g6z oniinde bulunduruldugunda, aktin geninin Protostomia soy
hattindaki kas tipi aktin izoformlarinin kdken(ler)i hakkinda 6ngorii saglamasi bakimindan
(Carlini ve dig., 2000) 6zellikle dnem kazanmaktadir. Bunun yaninda, Mollusk aktinlerinin
siiflandirilmasinda kullanilmak {izere ve taksonomik seviyelerdeki iliskilerin ¢oziimlenmesine
yonelik filogenetik analizlerde aktinin sahip oldugu niiklear belirte¢ gen olarak kullanilma

potansiyeli, mollusklarda aktinlerin ¢alisilmasi gerekliligini 6ne ¢ikartmaktadir.

Gastropodlar, barindirdigr 70.000 den fazla organizmayla mollusk filumuna dahil en biiyiik
smiftir ve kabuklu ile kabuksuz salyangoz tiirlerini barmndirir (Ivanov ve dig., 2015).
Gastropodlarin en fazla canli gesitliligini igeren alt siniflarindan Vetigastropoda ise Gibbula

cinsinin dahil oldugu Trochidae ailesini igerir.



10

Gastropodlarda kabugun baslica sekil, yap1 ve renkli desen 6zelliklerinin temel alindig1 bir
siniflandirma kullanilmaktadir (Bieler, 1992). Ancak farkli anatomik ozelliklerin modern
filogenetik yontemlerle degerlendirilmesi ve molekiiler karakterlerin kullanilmaya baslamasi
Gastropod siniflandirmasini koklii olarak degistirmistir (Brown ve Lydeard, 2010). Giiniimiizde
kullanilan genetik veriye dayali yontemler, ortiili kalmis tiirleri ve pek cok gastropod
taksonundaki siipheli tiir delineasyonlarini ortaya ¢ikartmis (Delicado ve Ramos, 2012;
Weigand ve dig., 2013) ve sistematikte bazi revizyonlari gerekli kilmistir (Affenzeller ve dig.,
2017). Bu sebeple kabuk morfolojisi gibi salt digsal 6zelliklerin kullanilmasina dayanan tiir
belirlemeleri ve delineasyonlari, molekiiler belirteglerden ya da morfometriden elde edilen
verilerle de desteklenmedigi siirece gilivenilir degildir. Tiir belirleme ve tanimlama,
smiflandirmanin  yaninda biyogesitliligin, ekolojik nis farklilasmasinin ve korunum

Olgtimlerinin degerlendirilmesi bakimindan da 6nem tasir (Affenzeller ve dig., 2017).

Trochidae ailesi ekolojik ve ekonomik yonden 6nemli iiyeler barindirir. Spiral ve konik
kabuklar1 bu grubun iyelerinin ayirt edici 6zelliklerindendir ve bu canlilar otlanarak beslenir
(Hawkins ve dig., 1989). Gruba dahil iiyeler, diinya ¢apinda yayilim gostermekle birlikte, Bati
Pasifik ve Hint Okyanuslarinin 6zellikle gelgitli tropik kayalik kiyilarinda yogun olarak bulunur
(Williams ve dig., 2010). Hem morfolojik 6zelliklerinde (Williams ve dig., 2008) hem de
molekiiler filogenilerinde (Kano, 2008; Williams ve dig., 2008, 2010; Williams, 2012)
karsilasilan homoplazi sebebiyle Trochidae ailesinin sistematigi ve filogenetik iliskileri
yalnizca kismen ¢oziimlenebilmistir (Uribe ve dig., 2017). Bu yonden, Akdeniz trochid
gastropodlar1, 6nceki tanimlar1 ve delineasyonlar1 ¢ogunlukla bulanik kalmis tiirlerin giincel
baglamda degerlendirilmesi igin elverislidir ve Gibbula cinsinin temsilcileri bunlara 6rnektir

(Affenzeller ve dig., 2017).

Gibbula cinsinin temsilcileri zengin gesitliliktedir ve diinya denizlerinde genis yayilim gosterir.
Bunun yaninda, Gibbula cinsine ait tiirlerin kabuk morfolojilerindeki c¢esitlilige, orijinal
tanimlamalarindaki muglakliga ve 6rneklemelerindeki yetersizlige bagli olarak tanimlanmasi
ve delineasyonu sorunlar barindirmaktadir. Ayrica, Gibbula cinsine ait tiirler ile Phorcus ve
Steromphala cinslerinin temsilcileri arasindaki morfolojik benzerlikler, bu ii¢ Trochidae
cinsinin dogru siniflandirilmasi bakimindan sorun teskil etmektedir. Hem mitokondriyal hem
de niiklear genler kullanilar