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OZET

ZEYTIN TAHMINI bZIP TRANSKRiPSiYON FAKTORUNUN
MOLEKULER KARAKTERIZASYON

Gamze YENER
Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dah

(Yiiksek Lisans Tezi / Tez Damsmam: Yrd. Dog. Dr. Ekrem DUNDAR)

Balikesir, 2011

Bu calismada zeytin (Olea europaea 1.) meyveli yapraklarina ait cDNA
kiitliphanesinden izole edilen bir cDNA molekiiliiniin analizinin yapilmasi hedeflenmistir.
NCBI veri tabanindan yararlanilarak bu ¢cDNA’nin piring, soya fasulyesi, biber, tiitiin,
havu¢ gibi bitkilerde bZIP (bazik 16sin fermuari) transkripsiyon faktoriiyle yiiksek
benzesme gosterdigi tespit edilmistir ve zeytin tahmini bZIP (ztbZIP) geni adi verilmistir.

Plazmit insertlerinin dizilenmesi sonucu elde edilen dijital dosyalar BioEdit, FinchTV
gibi programlarla analiz edilmistir. Bu tahmini genin zeytinin farkli donemlere ait
dokularmdaki sentezlenme durumu (ekspresyon profili), intron sayist ve intron
uzunluklarini tespit etmek i¢in PCR primerleri tasarlanmistir. Promotor bolgesininin dizisini
¢ikarmak amaciyla da TAIL-PCR primerleri tasarlanmistir. Klonlama igin gerekli olan
ekspresyon primerleri dizayn edilmistir.

BioEdit programiyla niikleotit kompozisyonunun analizi sonucu 780 niikleotit
uzunlugunda mRNA’ya sahip oldugu bulunmustur. Aminoasit kompozisyonun analizinde
ise 149 aminoasit kodladigir ve 16609.51 Dalton oldugu, serin, arjinin ve lizin aminoasit
oraninin yliksek oldugu halde sistein aminoasitinin hi¢ bulunmadigi tespit edilmistir.
Polimorfizm tespiti ig¢in 18 farkli zeytin bitkisinin DNA’lartyla PCR yapilmistir. Cakir ve
Memecik cesitlerinin 141. niikleotidlerinde tek niikleotid degisikligine rastlannmstir. Intron
analizi c¢alismasi sonucu ztbZIP geninde introna rastlanmamustir. Tahmini promotdr
bolgesinde yaklagik 500 niikleotid tespit edilmistir. Enzim aktivite 6l¢iimiiniin ilk agamasi
olarak gen pPICZaC ekspresyon vektoriine klonlanmustir.

Bu calismayla zeytinde bulunan bZIP geninin molekiiler analizi ilk kez yapilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Zeytin/ bZIP transkripsiyon faktorii/ intron analizi/
promotor/ polimorfizm/ biyoinformatik analiz.
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ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF OLIVE PUTATIVE bZIP
TRANSCRIPTION FACTOR

Gamze YENER
Balikesir University, Institute of Science, Department of Biology

(M.Sc. Thesis / Advisor: Assist. Prof. Dr. Ekrem DUNDAR)

Balikesir-Turkey—2011

In this study, a cDNA molecule isolated from fruited olive (Olea europaea L.) leaves
has been analyzed. BLAST analysis of the cDNA sequence in NCBI databases revealed it
has homology to bZIP (basic leucine zipper) gene of rice, soy bean, pepper, tobacco and
carrot. Therefore the cDNA has been named putative olive bZIP (ztbZIP) gene.

Plasmid insert sequences were obtained in digital format and analysed using programs
such as BioEdit and FinchTV. Spatial and temporal expression patterns of ztbZIP were
determined using real — time PCR. The number of introns and intron lengths were
determined using PCR primers designed fort hat purpose. Part of the putative promoter
region was determined using TAIL-PCR. Cloning primers to transfer ztbZIP into an
expression vector were also designed.

Analysis with BioEdit program revealed ztbZIP codes 149 amino acids, it is 16609.51
Daltons, and it contains high rate of arginine, serine and lysine but no cysteine.
Polymorphism analysis using 18 different olive cultivars revealed only two varieties (Cakir
and Memecik) had single nucleotide polymorphisms. Intron of analysis revealed ztbZIP
had no introns. About 500 nucleotide long region of the putative promoter has been
sequenced. The first phase of the measurement of enzyme activity of the putative gene
(cloning into expression vector pPICZaC) was carried out.

In this study, molecular characterization of olive putative bZIP gene was conducted for
the first time.

KEYWORDS: Olive/ bZIP transcription factor/ intron analysis/ promoter/
polymorphism/ bioinformatic analysis.
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1. GIRiS

Zeytin (Olea europae L.) Oleaceae familyasindan bir meyve agacidir. Zeytinin
yagindan, meyvesinden ve odunundan ¢ok eski zamanlardan beri yararlanilmaktadir.
Ekonomik verime uzun siirede ulasan, uzun émiirlii bir bitkidir. Zeytin agaclarindan

en fazla verim yazlarin sicak, kislarin iliman oldugu iklimde alinmaktadir. Diger

bitkilerle karsilastirildiginda kuraklik ve tuz stresine karsi olduk¢a dayaniklidir.

Zeytin, genetiginden gelen 6zelligi nedeniyle alternans (bir yil ¢ok iiriin, bir y1l
az Uriin) gostermektedir [1]. Buna ‘var yil1 yok yil1 dongiisii’ de denilmektedir. Bu
dongii tiretimde inis-cikislara neden olmaktadir. Yok yillarinin genel kurakliga ve
elverigsiz hava kosullarina rastladigi yillarda zeytin iiretimindeki diisiis daha

belirgin olmaktadir.

Tirkiye, zeytin i¢in gen merkezlerinden biridir [2]. Zeytin, tiim iilke ¢apinda
genis yayilis gosteren cesitlilige sahiptir. Ancak, bu ¢esitlerin belirlenmesi fenotipik
karakterlerine gore yapilmistir. Yanlis siniflandirmalarin {istesinden gelebilmek igin
son yillarda genetik karakterizasyon ¢alismalar1 yapilmaktadir. RAPD, AFLP, SSR
ve SNP gibi gilincel molekiiler yontemlerle ¢esit i¢i ve ¢esitler arasi varyasyonlarin

degerlendirilmesiyle; gergek ¢esit sayilari tespit edilebilmektedir [3].

Ulkemizde son dénemde alt yapida saglanan gelismelerle, laboratuar diizeyinde
ileri molekiiler tekniklerin uygulanma imkanlarinin saglanmasi, genetik ve i1slah
caligmalarina yeni ve teknolojik bir boyut kazandirmigtir. Bitki 1slahinin en 6nemli
ilkesi yiiksek verimli, abiyotik (tuzluluk, kuraklik, sicaklik gibi) ve biyotik (fungal
ve bakterial) stres faktorlerine karsi dayanikli, istikrarli bitki gesitlerinin
gelistirilmesidir.  Olduk¢a uzun zaman, para ve is giicii gerektiren bu 1slah

calismalari, degisen ekolojik sartlar ve tiiketici istekleri nedeni ile siireklilik gosterir.



Cevresel kosullardan etkilenmeyen genotipik Ozellikleri bilinen bitkiler ile 1slah
caligmalarinin yapilmasi, giiniimiiz modern molekiiler tekniklerin kullanimi ile

miimkiin olmakta ve ka¢inilmaz hale gelmektedir.

1.1 Transkripsiyon Faktorleri

Transkripsiyon faktorleri DNA’daki genetik bilginin okunup ifade edilmesinde
gorev alan protein gruplarindan biridir. Bunlar diziye 6zgliin DNA baglanma
proteini olarak da adlandirilirlar [4,5]. DNA’ya baglanirlar ve gen
transkripsiyonunun artmasi veya azalmasina yol acarlar. Transkripsiyon faktorleri
tek basina veya bir komplekste yer alan baska proteinlerle beraber, RNA polimeraz
tarafindan bir genin transkripsiyonunu ya (bir aktivator olarak) kolaylastirirlar veya
(bir repressor olarak) engellerler [6-8]. Bu bakimdan pek ¢ok onemli hiicresel

siirecte hayati bir konuma sahiptirler.

1.1.1 Okaryotik Transkripsiyon Faktérleri

Prokaryot ve Okaryot hiicreler metabolik faaliyetlerini g¢esitli mekanizmalar
araciligi ile diizenleyebilmektedirler. Diizenleyici mekanizmalar, etkilerini genelde
gen faaliyeti lizerinde gostermekte olup bu etkilerde birgok protein anahtar rolii
oynamaktadir. Gen faaliyeti esasen transkripsiyon seviyesinde diizenlenmektedir.
Bilindigi gibi prokaryotlarda bircok gen operon adi verilen birimlerde
kiimelenmistir. Operonlardaki genlerin transkripsiyonunun diizenlenmesi, aktivator
proteinler tarafindan aktiflestirmek, repressor proteinler tarafindan ise engellenmek
suretiyle saglanmaktadir [9].  Okaryotlardaki gen faaliyeti de c¢ogunlukla
transkripsiyon diizeyinde kontrol edilmektedir [10,11]. Ancak okaryot
kromozomlar1 prokaryot kromozomlarina gére hem daha biiyiik bir yapiya hem de
daha yiiksek bir yapisal organizasyon derecesine sahiptirler. Maya, meyve sinegi ve
insan genomu, Escherichia coli genomuna gore sirasiyla 4, 40 ve 1000 misli daha
fazla DNA icermektedir. Bu fazlalik Okaryotlara, prokaryotlarda bulunmayan

potansiyeller kazandirdig: gibi bunlardaki replikasyon ve gen faaliyeti olaylarina da



yeni boyutlar getirmistir [10,12,13]. Okaryot kromozomlarindaki baz1 6zel genlerin
faaliyeti, transkripsiyon faktérlerine baghdir. Ornegin 5S ribozomal RNA genlerinin
transkripsiyonu, DNA’daki oluklara uyan ve ¢oklu metal baglayici uzantilara sahip

proteinlerin promotdr bdlgesine baglanmasina baghdir [14,15].

Gen faaliyetlerinin kontroliinde rol oynayan proteinlerin aktifligi allosterik
degisimler ve tersinir kovalent etkilesimler ile kontrol edilmektedir. Bu proteinler
DNA’y1 biiyiik 6l¢iide diger proteinleri tanidiklari gibi tanimaktadirlar. Bunlar
oncelikle etkilesecekleri ylizey ile uygunluk gosteren bir {i¢iinciil yap1 olusturmakta
ve daha sonra genis bir yiizeyde ¢ok sayida atomik etkilesimi saglayabilecek
yakinliktaki bir mesafeye ulasmaktadirlar [13,16]. Protein ve DNA’nin birbirini
tanimasi, bir proteinin diger proteini tanimasinda oldugu gibi hidrojen baglari,
iyonik ve hidrofob etkilesimler araciligi ile olmaktadir [17]. Protein ve DNA
arasindaki etkilesimin spesifikligi ile ilgili problemler, biiyiik 6l¢iide X 151n1 kirinimi
caligmalar1 ile ¢oziimlenmistir. Bu caligmalar, proteinlerin DNA’y1 ortak yapisal
motifler araciligy ile tanidiklarini ve bu tanimada simetrik bir uygunlugun da s6z
konusu oldugunu ortaya g¢ikarmistir. Gerek prokaryotlar gerekse oOkaryotlarda
transkripsiyonu diizenleyen proteinlerde saptanan ortak yapisal motifler heliks—
dontis—heliks, c¢inko parmagi ve 10sin fermuari olmak iizere ii¢ grup altinda
toplanabilir [18-20]. Bu faktorler transkripsiyonun etkinligini arttirir. Genlerin
nezaman ve nerede ifade olacagimi ve transkripsiyonun hizini kontrol ederler.
Bunlara gergek aktivator transkripsiyon faktorleri de denir. Bunlar en az iki islevsel
bolgesi olan proteinlerdir. DNA’ya baglanma bdlgeleri enhensirda bulunan 6zgiil
DNA dizisine baglanir. Diger bolgesi ise RNA polimeraza ya da promotordaki diger
transkripsiyon faktorlerine baglanir. Bu siniflandirma heniiz son siniflandirma

degildir ve siliphesiz ki yeni faktorler ortaya ¢ikarildik¢a yeni gruplar olusacaktir.

1.1.1.1 Heliks-Doniis-Heliks Domeni

Bu domen, homeokutusu adi verilen sekans tarafindan sifrelenen 60 amino asit
homeodomeni iceren tipik bir DNA-baglanma proteinidir. Drosophila
Antennapedia transkripsiyon faktoriindeki bu domen, heliks II ve III’iin birbirine dik

acida ve birbirinden karakteristik B-doniisii ile ayrilan dort a-heliksten meydana
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gelmigtir (Sekil 1.1).  Tipik heliks-doniis-heliks A faji cro baskilayicisi gibi
bakteriyofaj DNA baglanma proteinlerinde, lac ve trp baskilayicilarinda ve cAMP
represor proteininde bulunmaktadir. Taniyict heliks olarak bilinen bir heliks,
DNA’nin biiyiik oluguna bir pargasini uzatir ve DNA ile temas kurar, dolayisiyla
domen baglanir. iki homeodomen faktdriiniin tanima heliksleri degistirilebilir. Bu,
bunlarin DNA baglanma 6zgiilliiklerinin yer degistirmesine neden olur. Aslinda, bu
iliskinin 6zgiinliigii sadece bir amino asit degisiminin DNA-baglanma 6zgiilliiklerini

degistirmesi ile gosterilmistir [21].

COOH

Sekil 1.1 Heliks-doniis-heliksin yapisi. (referans [22] ‘den esinlenilmistir.)
(proteininin a-sarmal yapilarinin olusturdugu ii¢ diizlem)

1.1.1.2 Cinko Parmak Domeni

Okaryotik transkripsiyon faktdrlerinin yapisal bakimdan ana ailesini olusturan
¢inko parmaklar, gen regiilasyonuna pek ¢ok yonden katilirlar. Bu domen iki
formda bulunur. C2H2 ¢inko parmak, bir ¢inko iyonunu tetrahedral olarak koordine
eden iki sistein ve iki histidin tarafindan sabitlenmis on iki amino asitlik bir ilmege
sahiptir [21]. Bu motif, iki  zincirinin ve DNA’nin biiyiik oluguna baglanan bir a-
heliksin sikigmasiyla yogun bir yapiya katlanir. o-helikal bolge, DNA ile temas
kurma gorevi yapan korunmus bazik amino asitler igerir (Sekil 1.2). Bu yapi, RNA

Pol III transkripsiyon faktorii TFIIIA’da dokuz defa tekrar eder. Ayni zamanda



transkripsiyon faktor SP1 yapisinda da bulunur. Genellikle DNA’ya baglanmak i¢in
ic ve ya daha fazla C2H2 ¢inko parmaklara ihtiya¢ duyulur. Cinko iyonunun dort
sistein tarafindan koordine edildigi bir baska motif, yiizden fazla steroid hormon
reseptorii transkripsiyon faktoriinde meydana gelir. Bu faktorler, her monomerin iki
C4 ‘¢inko parmak’ motifi bulundurdugu homo- veya hetero- dimerlerden meydana
gelir. Bu iki motifin, ¢inko tarafindan saglamlastirilan daha kompleks bir yapiya
biirlindiigi bilinmektedir. Bu yap1, heliks-doniis-heliks proteinlerini hatirlatir
tarzda, ardisik olarak DNA’nin biiylik oluklarima her monomerden bir o-heliksi

araya eklenerek DNA’ya baglanir.

COOH

Sekil 1.2 Sistein ve histidin amino asitlerine Zn atomunun bagli oldugu bir ¢inko
parmak yapisi (referans [21] ‘den esinlenilmistir.).



1.1.1.3 Bazik Losin Fermuar Domeni

Ucgiincii tip DNA baglanma domeni, bazik 18sin fermuaridir (basic leucine
zipper, bZIP). Bu DNA baglanma domeni, protein-protein dimerinin olusumuna
izin veren ikinci bir domen olan losin fermuarina bitigiktir. Ldsin fermuarinin
yapisi, ilk defa sican karacigeri hiicresine ait bir ¢ekirdek proteininde otuz bes
amino asitlik bir dizi olarak saptanmistir [22]. Bu dizide dort 16sin amino asiti
biribirinden yedi aminoasitle ayrilmistir ve bu bolgenin iki yaninda bazik amino
asitler bulunmaktadir. Losin amino asitinin bulundugu bolge bir sarmal yap:
olusturur ve sarmallarin her bir doniisiinde 16sin ¢ikintilar1 goriiliir. Bu sekilde iki
molekiil bir araya gelince, losinler bir fermuar gibi birlesirler, baska bir deyisle iki
molekiil, “I6sin fermuar1’’ ile bir arada tutulur (Sekil 1.3). Dimer yapisinda, femuar
kisma komsu olan iki bazik a-sarmal bolgesi bulunur. Bu bolge, DNA’daki fosfat
gruplarina ve 06zgiil bazlara baglanarak dimerin DNA {izerinde bir makas gibi

goriinmesine neden olur.

LL- .
Losin
-LL- >
fermuari
-LL-
N X
Bazik
domenler
MNH2 NHz

Sekil 1.3 bZIP proteininin bazik domen dimeri ve 16sin fermuari (referans [21] ‘den

esinlenilmistir.).



1.1.1.3.1 Bazik Domen

Bazik domen, bircok DNA baglanma proteininde bulunur ve genelde 16sin
fermuar1 veya heliks-ilmek-heliks (HLH) motifi dimerizasyon domenlerinden biri
veya digeri ile beraberdir. Bunlar, bazik 16sin fermuar1 veya bazik HLH proteinleri
olarak adlandirilir. Proteinlerin dimerizasyonu iki bazik domeni bir araya getirir ki

bundan sonra DNA ile temas kurabilir [21].

1.1.1.3.2 Dimerizasyon Domenleri
1.1.1.3.2.1 Losin Fermuan

Losin  fermuar proteinleri, genelde DNA-baglanma domeninin C-ucu
bolgesinde her yedi pozisyonda hidrofobik bir 16sine sahiptir. Bu, a -heliksin bir
yiizeyinde her ikinci doniiste 16sin gelmesiyle hidrofobik yan yiizey olusur. Bu yan
yiizeylerin etkilesim yolu ile iki monomerik protein dimerize olur ve spiral yap1
olusur [21]. bZIP transkripsiyon faktorleri, 16sin fermuar1 i¢in N-ucu bazik olan
DNA baglanma domeni bulundururlar. Bu 16sin fermuar1 o-helikal C-ucu
domeninden devam eden o-heliks {lizerinde bulunur. Her heliksin N-ucu bazik

domenleri simetrik bir yap1 olusturur.

1.1.1.3.2.2 Heliks-Ilmek-Heliks Domeni (HLH)

Bu domenin genel yapisi, her bir monomerik proteinde iki a-heliksi ayiran
polipeptit zincirin helikal olmayan ilmegi istisna tutulursa, l6sin fermuari ile
benzerdir. a-heliks C-ucunun bir kenarindaki hidrofobik ¢ikintilar dimerizasyona
imkan saglar [23]. Losin fermuar ile birlikte, HLH motifi genelde DNA’ya
baglanmak i¢in dimerizasyona ihtiya¢ duyan bazik domenin bitisiginde bulunur.
Heterodimerlerin olusumundaki bZIP proteinleri ve bazik HLH proteinleri,

transkripsiyon faktorin ¢esitliligine ve kompleksligine imkan tanir.



1.2 bZIP Transkripsiyon Faktorlerinin Siniflandiriimasi

Transkripsiyon faktorleri

benzerlige gore siniflandirilir [24-25].

Bazik bolge st sinifinda bulunan bazik [6sin fermuar1 alti
olusmaktadir. bZIP smifinda yer alan aileler AP-1, CREB, C/EBP, bZIP/PAR, bitki

G-kutusuna baglanan faktorler, sade ZIP olarak bilinmektedir.

ailelere ayrilmaktadir (Tablo 1.1).

Tablo 1.1 bZIP transkripsiyon faktorlerinin siniflandirilmasi. (referans [67]’dan

esinlenilmistir.)

cogu zaman DNA baglanma bolgelerindeki

Ust simif

Siif

Aile

Alt aile

Bazik domen

Bazik Losin
Fermuar1 (bZIP)

AP-1

Jun

Fos

Maf

NF-E2

Fungal AP-1 faktor
CRE-BP/ATF

CREB

CREB
ATEF-1
CREM
BBF-2
dCREB2
SKO1
HACI1
Pcrl

C/EBP-like faktor

C/EBP alfa
C/EBP beta
C/EBP gamma
C/EBP delta
C/EBP epsilon
CHOP-10
Slbo
AcC/EBP

aileden

Bu ailelerde alt




Tablo 1.1 ’in devami

Ust sinif simif Aile Alt aile
DBP
Bazik domen Bazik Losin bZIP/PAR VBP
Fermuari (bZIP) HIf
TEF
CPRF-2

Bitki G-kutusu | EmBP-1
baglanma faktorii | HBP-1a
TGAla
TGA1b

SWI6
Sade ZIP SWI4
STE4
IREBF-1
GCF

DNA’ya baglanmay1 saglayan motiflerin varligi, memelilerdeki cesitli onkogen
iriinleri (FOS, MYC, JUN) ile mayada bulunan ve DNA’y1 sekansa 6zgii bir sekilde
tantyan bir proteinin (GCN4) amino asit sekans benzerliklerinin karsilastiriimasi
sirasinda ortaya cikarilmistir [26-27]. Bu sekans karsilastirma ¢aligmalari
sonucunda C/EBP olarak tanimlanan bir protein saptanmistir. Sigan karacigerinden
elde edilen bu protein 1s1ya dayanikli bir ¢ekirdek proteinidir. C/EBP ’yi kodlayan
genin klonlanip sekanslanmasi, bunun DNA’ya baglanic1 bdlgesindeki amino asit
sekansinin FOS, MYC ve JUN gibi sekil degistirici (onkogen) proteinler ile agik bir

benzerlik gosterdigini anlamayi saglamistir [26].

C/EBP’nin DNA’ya baglanan bdlgesinin yaklasik yarisina esit olan ve 35
amino asit kokii i¢eren kisminda, yedili bir 16sin tekrar1 bulunmaktadir. Bu yapida,

diizenli bir dizilis gosteren zit yiiklii amino asitler de fazla miktarda bulunmaktadir.



Bu z1t yiiklii amino asitler, heliks i¢i ¢iftlerin meydana gelisini saglamaktadir . Bu

ozelliklerin tiimii FOS, MYC, JUN ve GCN4 proteinleri i¢in de gegerlidir.

Heliks i¢i ¢ift olusturma yetenegi, heliksin kararliligina katkida bulunmaktadir.
Bu yapiya sarilan heliks yapist adi da verilmektedir. Diizenleyici proteinlerde
saptanan bu yapiyr keratinlerde, laminlerde ve miyozinin agir zincirinin
kuyrugundaki dordiinciil yapida da gormek miimkiindiir [28]. Bu benzerlik, bu sinif
polipeptidlerin 16sin tekrar heliksi ile dimerlesebilecekleri varsayimina neden
olmustur.  Daha sonra C/EBP ve bununla akraba proteinlerin i¢ yiizey
dimerlesmesinin 16sine bagli oldugu anlasilmistir. Bununla beraber, 16sin fermuari,
C/EBP’nin DNA ile sekansa 6zgii tarzda etkilesimi icin ihtiya¢ duyulan tek faktor
degildir. Caligmalar 16sin tekrarinin amino ucuna dogru yerlesmis 30 amino asit
kokii iceren bir pargasinin, proteinin DNA’ya baglanmasi sirasinda degismeden
kaldigin1 ortaya c¢ikarmistir [10,28]. Bu parcadaki amino asitlerin ¢ogu bazik
karakterli olup C/EBP’nin 35 amino asitlik bolgesindeki bazik amino asit kokleri ile
yiiksek derecede benzerlik gostermektedir. Boylece helikslerarasi dimerlesme iki alt
birimdeki bazik karakterli boélgelerin yardimi ve 16sin fermuar1 tarafindan
gerceklestirilmekte ve bu yolla protein DNA’ya baglanmaktadir. Ornegin FOS
proteini DNA’ya yalniz basina baglanamadigi halde JUN ile birlestigi zaman
baglanabilmektedir. Bu durum FOS/JUN birlesmesinin, bunlarin yapilarindaki 16sin

fermuari ile gergeklestigini gostermektedir [27].

HeLa hiicre kiiltiirii 6ziitiinden elde edilen ve DNA ile sekansa 6zgli bir
sekilde etkilesebilen bir protein ise AP1 proteinidir. Bu protein, SV40 viriisiiniin
zenginlestiricisi ile etkilesebilen bir HeLa transkripsiyon faktoriidiir. Ldsin fermuari
yapist gosteren AP1, bir protoonkogen proteini olan FOS ile yapisal benzerlige
sahiptir.  Yapilan caligmalar, AP1’in ancak FOS veya diger bir protoonkogen
proteini olan JUN ile birlestigi takdirde DNA’ya baglanabildigi ortaya ¢ikarilmistir
[14].
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1.3 bZIP Transkripsiyon Faktorlerinin Yesil Bitkilerdeki Rolii

bZIP transkripsiyon faktorleri tiim Okaryotlarda 6nemli siiregleri kontrol
etmektedirler [29]. Bitkilerde fotomorfogenez, yaprak ve tohum olusumu, enerji
homeostazi, abiyotik ve biyotik stres yanitlar1 da dahil olmak iizere bir ¢ok
gelisimsel ve fizyolojik siirecleri diizenleyici merkezdir. Ayrica, kuraklik, patojen

savunmasi, dehidrasyon, 151k, oksidatif strese karsi yesil bitkileri korumaktadir.

Biitiin organizmalarin biiylime ve gelismesi gen ekspresyonunun uygun
diizenlemesine baghdir.  Transkripsiyon baslama oraninin kontroliinii, gen
ekspresyonunu diizenlemede 6nemli yere sahip olan tanskripsiyon faktorleri belirler
[29, 30]. Transkripsiyon faktorler, DNA baglanma ve multimerizasyon
domenlerinin bir veya ii¢ boyutlu yapilariminin ve proteinlerinin benzerlik ve
farkliliklarina gore farkli ailelerde gruplandirilirlar. Yeni transkripsiyon
faktorlerinin ortaya c¢ikmasi, protein etki alanlari ve sira sapma kombinasyonu
amplifikasyonu arasinda etkilesimi organizmal karmagsikligi transkripsiyon
faktorlerinin c¢esitlenmesi acisindan énemli bir itici gii¢ teskil etmektedir [30]. Bu
transkripsiyon faktorleri ve bunlara karsilik gelen fonksiyonlarin detayli genetik
tarthinin ve c¢esitlenmesinin anlasilmas1 Okaryotlar arasinda bulunan biyolojik
cesitliligin altinda yatan transkripsiyonel diizenleyici degisikliklerini veya yeni

transkripsiyon faktorleri ortaya ¢ikarmak icin cok dnemlidir.

Biiyiik olcekli genomik karsilagtirmalar altinda Angiosperm transkripsiyon
fakori aileleri hayvan ve mantarlar ile kiyaslandiginda, cicekli bitkilerin genleriyle
daha yogun benzedigini ortaya ¢ikarir. Ayrica gen genlesme oranlari, transkripsiyon
faktorii aileleri arasinda degisiklik gosterir. bZIP transkripsiyon faktorii ailesi

angiospermlerde ve insanlarda benzer oranda genislemistir [31].

1.4 bZIP G-kutusu ve C-kutusu

Bitki bZIP'teki proteinler arasinda iki dnemli alt G-kutusu (CCACGTGQG) veya
C-kutusu (TGACGTCA) baglayici proteinlerin DNA baglayict 6zgiilliigii ve onlarin
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temel bolgelerin amino asit dizilerini tespit edilmistir. Bitki bZIP'teki proteinler
ACGT gibi bir ¢ekirdek iceren DNA dizisi motifleri i¢in rahat bir DNA baglayici
Ozgiilligii gosterirler [32]. Bu motifler sayesinde DNA domeni DNA {izerine
kolaylikla baglanabilmektedir. = G-kutusu, in vivo gec¢ici ve transgenik bitki
deneylerinde 151k, absisik asit (ABA), abiyotik strese yanitta ve gen ekspresyonunun

diizenlenmesine katilim1 kanitlanmistir [33].

1.5 bZIP’in DNA Baglama Bolgesindeki Serin Amino Asitlerinin Rolii

Tersinir fosforilasyon, serin, tirozin ve treonin amino asitleri tarafindan
gerceklestirilen translasyon sonrasi modifikasyonlardan biridir. Fosforilasyon ile
getirilen degisiklikler gecici bir sekilde bir proteinin fonksiyonu tarafindan
aminoasitler arasindaki itici ve ¢ekici gligleri degistirerek negatif yiiklii bir proteinin
allosterik  konformasyonunu etkiler. Ayrica  fosforilasyon, DNA gibi
makromolekiillerle proteinler arasindaki iliskiyi etkiler. Ozellikle &karyotlardaki
protein kinaz ve fosfatazlarin birden fazla gen ailesi ¢esidini kodlamasi bazi amino
asitlerin  protein  fosforilasyonunun kontorliindeki Onemini tam olarak
desteklemektedir. Transkripsiyon faktorleri de dahil olmak tizere farkli protein
siniflar1, fosforilasyonla diizenlenir. Transkripsiyonel mekanizmalarin ¢ogu da
fosforilasyonla diizenlenir. DNA baglanma kapasitesi, niikleo-sitoplazmik dagilim
ve transaktivasyon Ornek olarak verilebilir. Cesitli Okaryotik organizmalarin
transkripsiyon faktorlerinin bZIP ¢oklu gen ailesi {iyeleri i¢in fosforilasyon bagimli

modiilasyon farkli 6zellikler gostermektedir [34].

Yiiksek korunmus bolgeler sayesinde DNA’ya baglanan bazik bolge ve hiicre
icin Oonemli dimerizasyonda gorevli 16sin fermuari olarak transkripsiyon faktorii
arasinda farkli bir sinif meydana gelmistir. bZIP ailesi bitki, hayvan, mantar gibi
Okaryot orijinlerde ortaya c¢ikmistir [35, 36]. bZIP faktorler tiirler karsisinda,
organizma i¢in hayati 6nem tasiyan farkli siireglerde yer alirlar. Bitkilerde, 151k,
stres ve hormon yanit yollarina, patojen savunmasina, tohum olgunlasmasina ve
cigek gelisiminin diizenlenmesine katilirlar [37-39]. Sinyale bagimli fosforilasyon

icin pek cok isaret olsa da, olusumu ile ilgili bZIP faaliyeti i¢in bu translasyonel
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degisiklik sonrast fonksiyonel etkileri sinirhidir. Bir ka¢ bZIP faktoérlerinin hizli
fosforilasyonu, absisik asite (ABA) yanit ve strese bagli sinyallere karsi bazi
bitkilerde tespit edilmistir [40-42]. Bu fosforilasyonun ABA duyarli genlerin
transkripsiyonel indiiksiyonu i¢in vazgecilebilir oldugu gosterilmistir [43]. Ancak,
belirli bir fosforilasyon bolgesinin fonksiyonel analizleriyle bZIP faktoriiniin farkl
fonksiyonel bolgelere yerseltirilmis birden fazla modifiye bdlgesini tanimlamay1
engellemistir. Ornegin, iki musir bZIP faktorlerinin ABA  indiiklenen
fosforilasyonunda biri (EmBP-2) DNA baglamasinda katlanmay1 saglarken digeri
(ZmBZ-1) bu bagin a¢ilmasini saglamaktadir [44].

Fosforilasyon yoluyla DNA baglanma kapasitesinin modiilasyonuyla hayvan
bZIP faktorleri belirlenmistir. C/EBP ve C/EBPJ transkripsiyonel aktiviteleri birkag
serinin fosforilasyonuyla gerceklesir [45]. Bu serin rezidiileri DNA baglanma
domeninin 19’uncu pozisyonundaki serin amino asitleridir. =~ Hayvan bZIP
proteinlerinin kristallografik analizi ile gosterildigi gibi bu pozisyondaki amino
asitler DNA ile fiziksel temas saglar [46, 47]. Benzer sekilde bZIP faktoriiniin AP-1
ailesinin liyesi BATF, DNA baglanma domeninin 19’uncu pozisyonundaki Serinin
fosforilasyonu ile gergeklestirmektedir. Mutasyona ugramis BATF (Ser43Asp) ile
Jun proteini ile dimerize olarak heterodimer olarak fosforilasyonu gergeklestirirler

[48].

Insan bZIP transkripsiyon faktdrlerinin %35’inde DNA baglanma domeinin
(BDB) 19’uncu pozisyonunun serin igerdigi belirlenmistir [48]. Amoutzias ve
digerleri (2006), filogenetik analizler birgok omurgali ve omurgasiz tiirler i¢in
genisletmisler ve hayvan bZIP faktorlerin BDB’nin 19’uncu pozisyonunda sistein,
serin veya tirozinin yiiksek oranda korundugunu savunmuslardir [49]. Bu
aragtirmacilar, fosforilasyon ve redoks kontroliinde protein-DNA ara birimi boyutu
kisitlamalar1 nedeniyle fonksiyonel nedenlerden dolay1 bu aminoasitlerin son derece

korunmus oldugunu 6nermektedirler.
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2. MATERYAL-METOD

2.1 Genin Biyoinformatik Analizi

Modern biyolojide aragtirmacilar icin biiyiik kolaylik saglayan ve olduk¢a geng
bir bilim dali olan biyoinformatik son yillarda hizli bir sekilde gelismektedir.
Biyoinformatik teknikler biyolojik molekiillerin dizilimlerinin olusturulmasi,
verilerin analizi, depolanmasi, ii¢ boyutlu yapilarinin tasarlanmasi, bilgilerin

paylasima sunulmast i¢in bilgisayar tizerinden kullanilmaktadir [51].

2.1.1 NCBI Veri Bankasinda Genin BLAST Analizi

NCBI’da BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) analizi [56],
ak111ak148 isimli cDNA’nin niikleotid dizisinin, genomda nerede yer aldig1 ve

hangi bolgelerle ne kadar benzestigi bilgilerine ulagilmasini sagladi.

NCBI ana sayfasinda bulunan BLAST (sekil 2.1) se¢ildiginde, a¢ilan sayfada
¢ baslik goze carpmaktadir. Bunlar; “BLAST Assembled Genomes’’, “Basic
BLAST”’ ve “Specialized BLAST’’ . Basic BLAST basligindaki “nucleotide blast™’
opsiyonu secildi. Ekrana gelen sayfada (sekil 2.2) iistte bulunan pencereye dizi,

FASTA formatinda girildi ve sayfanin sonunda bulunan “BLAST’’ butonu tikland.
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Popular Resources

BLAST ‘_

Bookshelf
Gene

Genome
Mucleotide
CMind

Protein
FubChem
PubMed
PubMed Central
SHP

Sekil 2.1 NCBI Ana Sayfa Sag Menii [56]

blastn | blastp | blastx | tblastn | tblastx |

BLASTH programs search nucleotide databases using a nuy

Enter Query Sequence

Enter accession number(s), qgifs), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange &

ATTAACATCACCACACAGRATTACATGAATATTCAGGCTGARLATICTCTCATARGGECTTE (A
GATTACGGAACTTAGCCARAGATTACAGTCCCTGAATGARAT CATCGCCACCGCCGOGEEAG E] From
GAGGAGGCGCCACCACCAACAACTEGGOGGAGGAATCTTTCATGAATCCATGGARCTTAATE (=
TACTTTAGCCAACAGCCCATCGTGRCATCATCTCCTGGTRCATTTAATTATTGATCALCAGE v To |
TTGAGRAARTTETGT GETGAGATCTGOATTCAMCGAGTAGAGAGATTTETCTTATTGTETCR :

Ris:uplanitfite Dosya 3e¢ | Dosya secilmedi 9

Job Title |ak1112K148 |
Enter a descriptive title far your BLAST search &

[ Align two or more sequences @

Choose Search Set ‘/
Datahase OHurnan genamic + transcript OMouse genamic + transcript. @ Others nr et ):
L) iNucIeotide collection (nr/nt) M (*]

Organism - 7 p r o r

Optional |l:ntr.=.r organism name or id--completions will be suggested | O Exclude +
Enter organism comrmon nare, hinornial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown. &)

Exclude [ Madels (<m72P) O Unculturedfenvironmental sample sequences

Optional

Entrez Query |

Optional

Enter an Entrez guery to limit search &)

Program Selection
Optimize for C Highly similar sequences {megablast)
O Maore dissimilar sequences (discontiguous megablast)
® Somewhat similar sequences (hlastn)
Choose a BLAST algarithrm &)

i

m I Search database Nucleotide collection {nr/nt) using Blastn (Optimize for somewhat similar

D Show results in a new window

Sekil 2.2 NCBI BLAST ile Genin Analiz Sayfasi [56]

BLAST analizi yapilan sonug sayfasi dort boliim igerir. Birinci bolim; yapilan
analiz hakkinda, ikinci boliim ise, ilgilenen dizinin genomdaki yeri ve diger dizilerle

benzerligi hakkinda grafik olarak bilgi verir. Ugiincii béliimde; bilgiler liste
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seklinde siralanirken son boliimde blast analizi yapilan dizinin genomdaki

benzerlikleri baz diizeyinde birebir karsilastirmali olarak sunulur (Sekil 2.3).
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Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence &

[Mouse-over to show defline and scores, click to show alignments ]

Color key for alignment scores
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ClSeieci Al Gl eoloted sequances [isange rae ol oty
.\wa m FREDICTED: ¥Witim winifexw hypathsticsl protein LOC1O0EZH40E | LOEC 1002 =403
i
Lengthm I155
H F- | hypatheticsl protein 1010022403
[Vicisr windface]
Scorm = I bhitx |232), DExpact = da-38
Idenkciciss = 28,337 (TSX|, Gapa = 3073I7 (2]
Sromred=Flus Fluy
Juacy 111 ATRGET TC T T TAGTG R RA LT LT TCAGEGTC TTCACACATTCTCART TCAGETTCTGRAA. 150
LR N N N e e e I A e A A
Skct 15T0  ATEGCTTCTTCARGTGEARACTTT TCAGEATCAACTTARCTICARARCTCTGET TCTGRAA. 1529
Juacy 141 CARGATLT G- - === -~ RTEGATTARA 11

'h CRRNAA GG AR RN CART CC AN TCRRRTTGOGRAN
I TRRERRRE PR ey ey v
Skict 163 RARGATTTECAGCATOTGATCGATCARACARAPACGARCACART O TATCAARTIGEGRAN 1589

Juacy I1T  TCEGCARAACGATCOC CARTTAGARRAC AGAACCATTTROAC GARTTARCAGOCCARTTG  I71
IO A N e e e e i
Skict 18] TCOGCARGECCTTCOC CoATTAGARRAC RGANCCAC CTRCATRATC TGATRGOC CARGTT 1743

Sekil 2.3 Genin NCBI BLAST sonug sayfasi [56].
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2.1.2 bZIP Geninin Acik Okuma Cercevesinin Belirlenmesi

Amino asitleri kodlayan ve proteinleri olusturan kodonlar serisi agik okuma
cergevesini (ORF) olusturur [52]. ORF (Open Reading frame) ATG kodonuyla yani
Metiyonin amino asitiyle baglar {i¢ farkli stop kodonundan biriyle (TAA, TGA,
TAG) sonlanur.

Buldugumuz dizi acaba protein kodluyor mu?, Kodluyorsa baslangi¢ kodonu
neresi ve ne kadar uzunlukta bir protein kodluyor? Bunlarin cevabini alabilmek i¢in
“BioEdit’” programi [57] kullanildi. ORF’yi bulmak i¢in “BioEdit’” programindan
dizi se¢ildi. “Sequence’’ butonu segilip, “Nucleic acid’’ segeneginden “Sorted Six-

Frame Translation’’ se¢ilerek ORF’a ulasildi.
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SN Y |

Sekil 2.4 BioEdit programinda [57] ORF’un bulunmas: i¢in yapilan islem sirast.
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Genin dogru okuma g¢ergevesini bulmak énemlidir. Program, ii¢ ileri li¢ geriden olmak

iizere alt1 farkli agik okuma gercevesi verdi. Frame 1, 2, 3 ve Frame -1,-2,-3 olarak goriildii.

Bunlardan hangisi dogru ORF oldugunu bulmak i¢in en uzun olani segildi.

2.1.3 Niikleotid ve Amino Asit Kompozisyonunun Bulunmasi

“BioEdit”” programi [57] kullanarak adenin, timin, guanin, sitozin bazlarinin

dizi igerisindeki oranlar1 bulundu. Bunun i¢in “BioEdit’” programindan dizi seg¢ildi.

“Sequence’” butonu secildi

Composition’’ tiklanarak (Sekil 2.5) sonuca ulasildi.
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Sekil 2.5 BioEdit programinda [57] niikleotid kompozisyonunu bulmak i¢in yapilan

islem sirast.

Amino asit kompozisyonu ise yirmi aminoasitin ne oranda bulundugunu hangi

aminoasitin fazla hangisinin az oldugunu yada hangi amino asitin var-yok oldugunu

gosterdi. Bu oranlara bakarak proteinin hiicre igerisindeki konumu hakkinda bilgi

edinildi. Bu veriye ulagsmak i¢in aminoasit dizisi kullanildi. “Sequence’’ secenegi



secilip, “Protein’’ seceneginden “Amino acid composition’” ‘dan (Sekil 2.6) sonuca

ulasildi.
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Sekil 2.6 bZIP geninin amino asit kompozisyonunu bulmak i¢in yapilan iglem sirast.

2.1.4 Bazik Domen ve Losin Fermuar Domeninin Belirlenmesi

ZtbZIP transkripsiyon faktoriine ait DNA baglanma bdolgesi yani bazik bolge ve

16sin fermuar bdlgesinin yerleri niikleotid dizisi tizerinde belirlendi. DNA baglanma

bolgesinde bulunan serin rezidiilerinin yerleri tespit edildi.

2.2 intron Analizi

ZtbZIP transripsiyon faktoriindeki intron varligi ya da yoklugunun tespiti i¢in

ilk olarak primer dizaynedildi ve gDNA ve cDNA izolasyonlar1 yapilarak PCR ile
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gen bolgesi cogaltildi. Agoroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek bant biiyiikliiklerine
bakildi. PCR iirilinleri dizilemeye gonderilerek intron analizi NCBI kullanarak

yapildi.

2.2.1 Primerlerin Dizayn Edilmesi

Primerler, Primer 3 (version 0.4.0) programinda dizaynedildi [53]. Dizi
FASTA formatta programa girildi. Programin “target kismina “101, 446’ (bu
araliklarda primer istendigi i¢in) komutlar1 girildi. “General primer Picking
Conditions’’ boliimiindeki “Primer Size’’ boliimiindeki degerler minimum 22,
optimum 27 ve maksimum 32 olarak ayarlandi. “Pick primers’’ butonuna basarak

islem gerceklestirildi (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7 Primer dizayn ederken izlenen basamaklar.
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Sol primerin dizisi 5°- ATTATATTCAAATGGGTTCTTCTAGTGG-3’, sag
primerin  dizisi ise 5’-ACAATAAGACAAATCTCTCTACTCGTTG-3 olarak

belirlendi. Primerlerin erime sicakliklar1 yani tm dereceleri sirayla 60.24 °C ve

59.72 °C’dir.

2.2.2 Primerler I¢cin Calisma Soliisyonu Hazirlanmasi

Primerleri -20 °C dolabindan c¢ikartip yaklasik 15 saniye 12000 rpm’de
santrifiij yapildi. Amag tlip igine yayillmis olan primerlerin dipte toplanmasini
saglamakti. 1 mL TE eklenerek 2 dakika alt-list edildikten sonra 15 saniye vorteks

yapilarak sulandirildi ve ¢alisma soliisyonu yapmak i¢in hazir hale getirildi.

I mL TE i¢inde sulandirilmis primerlerden 200 pL’lik SuM calisma
solusyonlar1 Tablo 2.1’de gosterilen konsantrasyon hesaplamalarina gore hazirlandi.

Son hacmi 25 pL olan PCR reaksiyonu i¢in 2.5 pL primer eklendi.

Tablo 2.1 Primer Calisma Soliisyonu Hazirlama.

Primerler Molaritesi Calisma Soliisyonlari
Sol Primer 27.2 uM 36.76 uL primer + 163.27 uL TE
Sag Primer 31.6 uYM 31.64 pL primer + 168.36 uL TE

2.2.3 Genomik DNA izolasyonu

Caligma i¢in kullanilacak zeytin yaprak ve meyve 6rnekleri Edremit Zeytincilik
Fidan Uretme Istasyonu’nun zeytin bahgesinden toplandi. Orneklerin laboratuara

getirilmesinde kullamilan sivi azot ise “Balikesir ili Damizlik Sigir Yetisiricileri
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Birligi’” kurumundan temin edildi. Siv1 azot igerisinde getirilen 6rnekler izolasyon

yapilincaya kadar -80 °C dolaplarinda tutuldu.

Genomik DNA izolasyonu i¢in ‘GenElute™ Plant Genomic DNA Miniprep
Kit’ (Sigma, Almanya) {iriinii kullanildi. Kullanilan kite gore izolasyon ozetle su

sekilde yapildi:

Yaprak ornekleri porselen havanlarda sivi azot igerisinde ezildi ve ependorf
tiipiine 100 mg olacak sekilde alindi. Bir siire sivi azotun tiipten uzaklagmasi

beklendi.

Ependorf tiiptine 350 pL lizis soliisyonu “Part A’’ eklendi ve 6rnegin tiimiiyle
temas etmesi saglandi. Bu soliisyon hiicrelerin lizis olmasini sagladi. Hemen
ardindan 50 pL “Part B’’ lizis soliisyonu eklendi. Ependorflar daha 6nceden 65
°C’ye ayarlanan su banyosuna konuldu ve on dakika inkiibe edildi. Su banyosuna
koymadan 6nce bazi durumlarda RNA kirliligine kars1 lizis karigimi igerisine RNase
A eklendi. On dakika sonunda artiklar1 ¢oktiirmek i¢in karigima 130 pL ¢oktiirme
soliisyonu eklendi ve 15000 X g’de bes dakika santrifiij edildi (Hiicresel artiklar,
proteinler ve polisakkaritler bu sayede c¢oktiiriildii). Santrifiijjden sonra siipernatant,
kit igerisinde bulunan mavi kolonlu toplama tiipiine aktarildi. Bir dakika 15000 X
g’de santrifiij edildi. Boylece hiicresel atiklar tamamiyla uzaklastirildi. Filtre atildi
ve igerisinde s1vinin oldugu toplama tiipii ile devam edildi. Bu sivi1 igerisine 700 pL

baglama soliisyonu eklendi ve pipetaj yapildi.

Baglama kolonlarinin hazirlanmasi i¢in kirmizi renkli insortler toplama
kolonlarina yerlestirildi, 500 pL kolon hazirlama soliisyonu eklendi ve bir dakika
12000 X g’de santrifiij yapildi. Daha once elde edilen sivi bu kolona yiiklendi. Bu
kolon en fazla 700 pL alir. Eldeki sivi bu miktardan fazla oldugu i¢in bundan
sonraki islem iki kerede yapildi. Bir dakika 15000 X g’de santrifiij edildi. Toplama
tiptindeki siv1 atildi ve filtre tekrar toplama tiipline yerlestirildi. Bundan sonra
yikama islemine gecildi. Kit igerisindeki yikama soliisyonu kullanilmadan 6nce

icerisine etanol ilavesi yapildi. 500 pL kolona ilave edildi ve bir dakika 15000 X
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g’de santrifiij edildi. Toplama tiipiindeki siv1 atild1 ve filtre tekrar toplama tiipiine

yerlestirildi.

Kolona ikinci yikama islemi i¢in 500 pL yikama soliisyonu ilave edildikten
sonra Ui¢ dakika 15000 X g’de santrifiij yapildi. Filtre 2 mL’lik yeni bir ependorf
tiipiine alindi. Bu asamadan son hacim 50 pL olacak sekilde eliisyon islemlerine
baslandi. Eliisyon soliisyonu daha once su banyosunda 65 °C’de 6n 1sitmaya tabi
tutuldu. Once 30 pL eliisyon ¢dzeltisi eklendi ve yedi dakika beklendikten sonra bir
dakika, 15000 X g’de santrifiij yapildi. Daha sonra 20 pL eliisyon c¢ozeltisi
eklenerek yine yedi dakika bekletildi ve bir dakika, 15000 X g’de santrifiij yapildi.
Elde edilen DNA o6rnekleri -20 °C’de dolapta sakland.

2.2.4 PCR Bilesenlerinin Hazirlanmasi ve PCR Dongiileri

Genomik DNA (gDNA) ve komplementer DNA (cDNA) o6rneklerinin
PCR’da olusturacaklar1 bant biiyiikliiklerinin karsilastirilip dizileme sonuglarinin
degerlendirilmesiyle gen igerisinde intron olup olmadig1 bilgisine ulasmak icin,
cDNA kiitiiphanesinden segilen zeytin tahmini bZIP (ZtbZIP) transkripsiyon
faktoriinlin cDNA’s1 ile zeytin yapraklarindan elde edilen gDNA 6rnekleri kalip
olarak kullanilarak Tablo 2.2°de belirtilen PCR kosullar1 ve Tablo 2.3’deki PCR

karsimui ile belirtilen primerler kullanilarak ¢ogaltma yapildi.

Tablo 2.2 PCR Kosullar

Dongii isimleri Sicaklik Zaman Devir
Kapak 1sitma 105 °C 1 dakika -
1- On Isitma 94 °C 5 dakika 1
2- Ayrilma 94 °C 30 saniye
35
3- Baglanma 50 °C 45 saniye
4- Uzama 72 °C 2 dakika
5- Son Uzama 72 °C 7 dakika 1
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Tablo 2.3 PCR Reaksiyon Karisimi ve Bilesenlerin Yogunluklari

Bilesen ismi Reaksiyon I¢in Kullanilan Yogunluk
Miktar
(25 pL Toplam Hacim i¢in)

Tampon 2.5uL 10X
MgCl, 1.5 uL 25 Mm
Sag Primer 2.5ul 27.2 uM
Sol Primer 2.5 uL 31.6 uM
DMSO 2 uL -
dNTP karisim 2.5ul 10 mM
Kalip 1 uL -
Taq. Pol. 0.5 uL Su/puL
Niikleazlardan arindirilmis su 10 uL -

2.2.5 Agaroz Jel Elektroforezi

Zeytinden elde edilen gDNA ve c¢DNA PCR sonuglarmi %0.8’lik
konsantrasyonda olacak sekilde hazirlanan agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii.
Jeli hazirlamak icin 0.4 gr agoroz (Sigma, Almanya) tartildi ve tizerine 50 mL 0.5
X’lik TBE ilave edilerek mikrodalga firinda ¢ozelti hazirlandi. Cozelti sogutuldu,
igerisine 0.5 pL EtBr (Etidyum bromid) ilave edildi ve igerisine taraklarin
yerlestirildigi elektroforez kasetine dokiildii. Jel polimerlestikten sonra taraklar
cikarildi, kuyucuklar yiiklemeye hazir hale getirildi. Kaset elektroforez tankina
yerlestirildi ve jelin {izerini kapatincaya kadar elektrik akimini iletici olarak
kullanilan 0.5 X’lik TBE (Tris-Borik-EDTA) ilave edildi. TBE icin gerekli olan
Tris bazi (Sigma, Almanya) firmasindan, Borik Asit AppliChem (Darmstadt,
Almanya) firmasindan temin edildi. Bu ¢ozeltiler ve kompozisyonlart Tablo 2. 4°te
verilmistir. Ornekler 1 (6 X) boya:5 drnek karisimi seklinde kuyucuklara yiiklendi.
[k kuyucuga molekiiler agirlik belirteci olan markir yiiklendi. 100 V (volt) elektrik
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verilerek 45 dakika yiriitildii. Jel 45 dakika sonunda Transilluminator UV

cihazinda gozlendi ve goriintii bu cihazda fotograflandi.

Tablo 2.4 Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler ve Ozellikleri

Cozelti Kompozisyonu (0.5 L icin)

27 g Tris-baz

5X TBE
13.75 g Borik asit
10 mL, 0.5 M, pH 8 EDTA
Yiikleme Boyasi GeneRuler™ DNA Ladders

(Fermentas Katalog No: SM0313)

2.3 bZIP Transkripsiyon Faktoriiniin Promotor Analizi

Transkripsiyonun baglamasini ve diizenlenmesini saglayan genin 5’ bolgesinde

bulunan promotor bolgesinin tespiti igin TAIL-PCR teknigi [58] kullanildi.

2.3.1 Thermal Asymmetric InterLaced PCR (TAIL-PCR) i¢in Primerler

TAIL-PCR teknigi [58] genin 5’ bolgesine rastgele baglanan 5 ayr1 AD primeri
(arbitrary primer) ve AD karigimi (5 primerin esit oranlarda karistirilmasiyla
olusturuldu.) kullanildi. Dizinin 5 ucuna yakin olacak sekilde birbiri ardina (Sekil
2.8) 3 ayn sol primer, “Primer 3°°[53] programinda tasarlandi (Tablo 2. 5).
Primerler sulandirilmis olarak alind1 ve istenilen yogunluklarda ¢aligma solusyonlari

hazirlandi.
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Rastgele segilmis
rimer - .
P Bilinen DNA dizisi

5’ ------------------------------------- 3’
T R I L T rr I T 5

<_Primer 1 |
Bilinmeyen DNA dizisi l: ¢ Primer 2|

Sekil.2.8 TAIL primerleri ve AD primerin sekilsel gosterimi.

Tablo 2.5 TAIL-PCR Primerleri ve Calisma Soliisyonlarinin Hazirlanmast

Primer Adi- Dizisi Yogunluk Calisma
Soliisyonu
AD: 5’>-NTCGASTWTSGWGTT-3" [58] 10 mM 80 uL TE + 20
pL Primer
AD,: 5’-NGTCGASWGANAWGAA-3’ [58] 10 Mm | 80 uL TE +20
pL Primer
AD,,: 5’-STTGNTASTNCTNTGC=-3" [58] 10 mM 80 uL TE + 20
uL Primer
AD;: 5’-WGTGNAGWANCANAGA-3’ [58] 10 mM 80 uL TE + 20
uL Primer
ADs: 5’-WCAGNTGWTNGTNCTG-3’ [58] 10 mM 80 uL TE + 20
pL Primer
Tail;:5’-CTTTTTCTTTGATCCATCAGATCTTC-3’ 5 mM 90 uL TE + 10
pL Primer
Tail,:5’-AGAATCTGTGAAGACCCTGAAGAGTT-3’ 5mM 90 uL TE+ 10
uL Primer
Tail;:5’CCACTAGAAGAACCCATTTGAATATAA-3’ 5 mM 90 uL TE+ 10
pL Primer

2.3.2 TAIL-PCR Ddéngiileri ve Bilesenleri

Tail-1, Tail-2 ve Tail-3 adin1 verdigimiz 3 ayr1 PCR kosulu uygulandi (Tablo
2.6) Tail-1 i¢in kalip olarak boliim 2.2.3’te bahsedildigi gibi izole edilen DNA
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ornekleri kullanildi. Tail-1 PCR sonucu olusan iiriinler 1/40 sulandirilip bundan
Tail-2 i¢in 1 pL kullanildi. Tail-2 PCR iiriinleri 1/10 sulandirildi ve bundan Tail-3
PCR i¢in 1 pL kullanildi. Kalip DNA ve AD primerleri sirayla PCR tiiplerine
dagitildi. PCR reaksiyon karisimi hazirlandi, tiiplere paylastirildi (Tablo 2.7). PCR

sonrasinda Ornekler 2.2.5°te anlatildig gibi jelde yiiriitiildi ve goriintii fotograflandi.

Tablo 2.6 TAIL PCR Dongii Kosullar

Sicakhik Siire Dongii
TAIL-1 PCR Dongiileri

94 °C 1 dakika

60 °C 2 dakika

72 °C 3 dakika 5
94 °C 1 dakika

25°C 2 dakika

1

72 °C 3 dakika

94 °C 1 dakika

60 °C 2.5 dakika

72 °C 3.5 dakika

94 °C 1 dakika 17
60 °C 2.5 dakika

72 °C 3.5 dakika

94 °C 1 dakika

45 °C 2.5 dakika

72 °C 3.5 dakika

72 °C 7 dakika 1
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Tablo 2.6’nin Devami

TAIL-2 PCR Déngiileri

94 °C 1 dakika
60 °C 2.5 dakika
72 °C 3.5 dakika
94 °C 1 dakika
60 °C 2.5 dakika
12
72 °C 3.5 dakika
94 °C 1 dakika
45 °C 2.5 dakika
72 °C 3.5 dak
72 °C 1 dakika 1
TAIL-3 PCR Dongiileri
94 °C 1 dakika
45 °C 2.5 dakika 20
72 °C 3.5 dakika
72 °C 7 dakika 1

Tablo 2.7 Tail PCR Reaksiyon Karigimlari

Bilesen ismi

Miktar

TAIL-1 (Toplam Hacim 20 pL)

Tampon 2 uL
MgCl, 1.5 uL
AD primer SuL
T1 Primer I pL
DMSO 1 pL
dNTP karigim 0.5 pL (10 mM)
Kalip 1 uL
Taq Pol (Rec, Fermentas) 0.5 pL
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Tablo 2.7°nin Devami

TAIL-2 (Toplam Hacim 25 puL )

Tampon 2.5 uL
MgCl, 1.5 uL

AD primer SuL

T2 Primer 1 puL
DMSO 1 uL
dNTP karisim 0.5 pL (10 mM)
Kalip 1 uL

Taq Pol (Rec, Fermentas) 0.5 pL
Niikleazlardan arindirilmis su 12 uL

TAIL-3 (Toplam Hacim 50 pL)

Tampon SuL
MgCl, 3uL
AD primer 10 uL

T3 Primer 2uL
DMSO 3uL
dNTP karisim 1 uL (10mM)
Kalip 1 uL
Taq Pol (Rec, Fermentas) 0.5 uL
Niikleazlardan arindirilmis su 24.5 uL

2.4 Polimorfizm Analizi

Polimorfizm tespiti i¢cinde 24 farkli zeytin bitkisinin DNA’lariyla PCR yapildi

ve dizilemeye gonderildi.

Kramotogramin saglamligr FinchTV programiyla (sekil 2.9) tespit edildi. Bioedit

programinda kendi dizimle diger 18 6rnegi karsilastilmasi sonucunda polimorfizm

Bunlardan

olup olmadig1 varsa nerelerde oldugu tespit edildi.
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Sekil 2.9 Kramotogramlarin saglamliginin kontroliiniin yapildig: FinchTV programu.
(Adenini yesil, sitozini mavi, guanini siyah, timini ise kirmizi renk temsil etmektedir.)

Polimorfizm analizi Arbequin, Ascolana, Carmena, Cakir, Domat, Erkence,
Hojiblanca, izmir sofralik, Kiraz, Memecik, Samanl, Vertical, UB1, UB10, 0108,
0308 zeytin tiirleriyle yapildi. Boliim 2. 2. 3’te anlatilan DNA izolasyon yontemiyle
yapraktan DNA izolasyonu yapildu.
Tablo 2.2°deki PCR kosullari ile Tablo 2.3’teki PCR reaksiyon karisimi kullanildi.

Tablo 2.1°deki primerlerden yararlanildi ve

PCR firiinleri jelde yiiriitiiliip fotograflandi ve daha sonra anlagmali ticari firmaya

dizilenmek {izere gonderildi. Gelen sonuglar FinchTV  programinda
kramotogramlari kontrol edildikten sonra BioEdit programiyla polimorfizm oranlari

tespit edildi.

2.5 Zamansal ve Dokusal Ekspresyon Seviyelerinin Belirlenmesi

ZtbZIP geninin Real-Time PCR analizi ile yersel ve zamansal olarak
ekspresyon seviyeleri calisilmaya karar verildi. Zamansal analiz i¢in 12ay boyunca
belirli araliklarla gemlik ¢esidi zeytinden var ve yok yilina ait 6rnekler toplandi
(Sekil 2.10). Amag, hangi aylarda ekspresyon seviyesinin arttigini gézlemlemekti.
Yersel analizi ise yaprak, siirglin, ¢igek, tomurcuk ve meyve ornekleriyle yapildi.

Amacimiz bitkinin hangi bolgesinde daha fazla sentezlendigini bulmakti.
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VAR YILI

YOK YILI

Sekil 2.10 On iki ay boyunca 6rnek toplanan var ve yok yilina ait zeytin agaclari.

2.5.1 RNA izolasyonu

Real-Time PCR’da kalip olarak kullanilacak cDNA 6rneklerini elde etmek igin
12 ay boyunca, var yil1 ve yok yili olarak belirlenen iki agactan toplanan yaprak,

meyve, siirgiin, ¢igek ve tomurcuk gibi dokulardan RNA izolasyonu yapildi.

Orneklerin toplanma tarihi ve hava durumu Tablo 2.8°de gériilmektedir. RNA
izolasyonu i¢in RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Almanya) kullanildi. Kit
tarifesinin takip edildigi izolasyonda 6zetle agagidaki gibi yapildi:

Ezilen ornekler (Yaklasitk 100 mg) ependorf tiipiine aktarildi. Sivi azotun
ucmasi beklendi. Ornekler erimeden 450 uL merkaptoetanol ilave edilmis RLT
tamponu eklendi. Vorteks yapildi ve 6rnekler 56 °C’de ii¢ dakika su banyosunda
inkiibe edildi. Elde edilen karigim lila kolon bulunduran toplama tiipiline aktarildi ve
iki dakika 15000 X g’de santrifiij edildi. Olusan siipernatant c¢okeltiye (pellet)

dokunulmadan yeni bir ependorfa alindi. Igerisine kendi hacminin yaris1 kadar

31



%096°1ik etanol eklendi ve hemen pipetaj yapildi. Beklenmeden numune (yaklasik
650 uL) pembe renkli kolon barindiran toplama tiipiline aktarildi. 15 saniye 12000 X
g’de santrifiij edildi. Alttaki siv1 atildi. Bu asamadan sonra DNA kirliliginden
kurtulmak i¢in On-column DNase Digestion kiti (Sigma, Almanya) uygulandi. Bu
yontem Ozetle su sekilde yapildi.

Pembe renkli kolona 350 puL RW1 tamponu eklendi ve 15 sn 12000 X g’de
santrifiij edildi. Alttaki siv1 atilarak kolon dikkatlice yerine yerlestirildi. 10 pL
DNase I, 70 uL RDD tamponundan olusan 80 pL’lik DNase stok soliisyonu kolona
eklendi ve 20-30 °C’de 15 dakika inkiibe edildi. Ardindan 350 uL RW1 tamponu
eklendi 15 sn 12000 X g’de santrifiij edildi. Alttaki siv1 atilarak kolon dikkatlice
yerine yerlestirildi. Bu asamadan sonra protokole geri doniildii. Kolona 500 pL
RPE tamponu eklendi ve 15 sn 12000 X g’de santrifiij edildi. Kolon yeni bir
toplama tiipiine gegirilerek 15000 X g’de bir dakika santrifiij edildi. Etanolden
uzaklastirma isleminden sonra kolon 1.5 mL’lik yeni bir toplama tiipline dikkatlice
yerlestirildi. 30 uLL RNaz’lardan arindirilmis su, tam kolonun zarina gelecek sekilde
eklendi ve 5 dakika inkiibe edildikten sonra 12000 X g’de bir dakika santrifiij edildi.
Ornekler -20 °C’de saklandh.

Tablo 2.8 Var ve yok yil1 6rneklerin toplanma tarihi ve hava durumu

AY GUN-YIL HAVA DURUMU
Nisan (N) 15-2010 19 °C, Giinesli
Mayis (MY) 14-2010 15 °C, Giinesli
Haziran (H) 17-2010 33 °C, Giinesli
Temmuz (T) 15-2010 37 °C, Giinesli
Agustos (A) 18-2010 32°C, Giinesli
Eyliil (E) 22-2010 28 °C, Giinesli

Ekim (EK) 19-2010 16 °C, Parcali Bulutlu

Kasim (K) 22-2010 14 °C, Kapali
Aralik (A) 22-2010 13 °C, Kapali
Ocak (O) 19-2011 12 °C, Kapali

Subat (S) 21-2011 10 °C, Az Yagish
Mart (M) 16-2011 19 °C, Giinesli
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2.5.2 Revers Transkriptaz- Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

RNA’dan cDNA elde ederken RT-PCR kullanildi. RNA 6rneklerinden cDNA
eldesi i¢in RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas katalog no:
K1622) kullanildi. 5 pL total RNA 6rnegine 1 pL oligo dT, 6 pL niikleazlardan
arindirilmis su eklendi ve pipetaj yapilarak 70 °C’de 5 dakika inkiibasyon yapildi.
Daha sonra 4 pL 5X reaksiyon tamponu,l pL riboniikleaz inhibitorii, 2 pL 10
mM'lik ANTP eklenerek 37 °C’de 5 dakika inkiibe edildi. Biitiin bu islemlerin
sonundal pl revers transkriptaz enzimi eklendi ve 42 °C’de 1 saat inkiibe edildi.

cDNA ornekleri bu sekilde hazirlanmis oldu.

2.5.3 Real-Time PCR

ZtbZIP’in hangi aylarda, hangi dokuda ne kadar sentezlendigini bulabilmek
icin Real Time PCR tekniginden yararlanildi. Bunun i¢in Light Cycler 480 PCR
(Roche, Almanya) cihaz1 ve LC 480 Sybr Green kiti (Roche, Almanya) kullanildi.
Real-Time PCR primerleri Tablo 2.9’da, Real-Time PCR dongii kosullart Tablo
2.10°da gosterilmistir.

Real-Time PCR i¢in sag ve sol primerler Primer 3 [53] programinda
dizaynedildi. Primerler sulandirilmis olarak alindi. 100 uM’lik stoktan 5 uM’lik

calisma soliisyonu hazirlandi.

Tablo 2.9 Real Time PCR’da Kullanilan Primerler

Primer Adlari Primerler
Sol Primer 5’- CATTAACATCACCACACAGAATTACAT-3’
Sag Primer 5’- ACAATAAGACAAATCTCTCTACTCGTTG-3’

GAPDH-Sol 5’- TTGCCATCAATGACCCCTTCA-3’

GAPDH-Sag 5’- CGCCCCACTTGATTTTGGA-3’
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Tablo 2. 10 Real Time PCR Dongii Kosullar

DONGU ADLARI | SICAKLIK | SURE DONGU
[k Ayrilma 95 °C 5 dakika 1
Ayrilma 95 °C 20 saniye
Baglanma 50 °C 20 saniye 40
Uzama 72 °C 20 saniye
Erime Egrisi 95 °C 20 saniye 1
Sogutma 40 °C 30 saniye 1

2.5.3.1 Real-Time PCR Plate’inin Hazirlanmasi

Calismada Roche firmasmin LightCycler® 480 SW 1.5 cihazina ait 384°liikk
plateti kullamldi. Ornekler giivenirlilik agisindan 3 tekrarli olarak platelere konuldu.
Deneyde konsantrasyonlarin karsilagtirilabilmesi agisindan konsantrasyonunu
bildigimiz bir numune (plazmit) standart olarak kullanildi. Standartlar i¢in de her
sulandirma basamag1 3 tekrarli olacak sekilde kuyucuklara yiiklendi. Sentez miktari
(ekspresyon) olgiilen genin GAPDH’e (GenBank Erisim No: AM933453) gore kag
kat sentezlendigini bulabilmek i¢in her 6rnekten Tablo 2.9°da gosterilen iki farkh
primer ¢iftiyle PCR yapildi. GAPDH primerleri ile yapilan 6rnekler de 3 tekrarh
yapildu.

2.6 ZtbZIP’in Pichia Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi

2.6.1 cDNA'nin Cogaltilmasi

ZtbZIP cDNA’s1 Tablo 2.2°de gosterilen reaksiyon kosullarinda ve Tablo
2.3’te verilen reaksiyon karisimiyla PCR’1 yapildi. Elde edilen PCR fiiriinleri
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ligasyon asamasinda kullanildi. Bu asamada kesim bolgelerine uygun bir sekilde

dizaynedilen ekspresyon primeri adin1 verdigimiz primerler kullanildi.

Sol primer 5’-ATTATATTCAAATGGGTTCTTCTAGTGG-3’, sag primer 5’-
ACAATAAGACAAATCTCTCTACTCGTTG-3’ olarak dizayn edildi. Bunlardan 5
uM'lik calisma soliisyonu hazirlandi.  Tablo 2.2’deki PCR kosullar1 ile Tablo
2.3’teki PCR reaksiyon karisimi kullanildi.

2.6.2 Agaroz Jelden DNA Piirifikasyonu

Insert miktar ve konsatrasyonunu arttirmak igin PCR 50 uL’lik hacimde 4 ayr1
tipte yapildi. PCR sonrasinda ornekler 2.2.5’inci boliimde anlatildigi gibi jelde
kosturuldu. Istenilen bantlarin elde edildigi gozlendi ve &rnekler jelden geri
kazanildi. Jelden geri kazanma icin GenElute™ Gel Extraction Kit (Sigma,
Almanya) kullanildi. Kit tarifesinin takip edildigi bu asama i¢in 6zetle su yol takip
edildi:

Ependorf tiipleri bosken tartildi ve ¢ikan deger not edildi. Jel goriintiilemede
elde edilen bantlar kisa stirede, dikkatlice kesilerek ependorf tiiplerine koyuldu. Jel
agirlig tespit edildikten sonra jel agirliginin ii¢ kat1 kadar (100 mg jel varsa 300 pL)
jel ¢oziicii soliisyon eklendi ve 55 °C’de 10 dakika jel tamamiyla ¢6ziinene kadar
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresince her {i¢ dakikada vortex cihazi ile karigtirildi.
Kolonlar toplama tiiplerine yerlestirildi ve 500 pL kolon hazirlama soliisyonu
eklenerek 13000 X g’de santrifiij yapildi. Alttaki sivi atildi.  Cozelti igerisine
baslangigtaki jel miktar1 kadar %100 isopropanol eklendi ve homojen bir sekilde
dagilmasi i¢in pipetaj yapildi. Coziinmiis jel karisimi hazirlanan kolonlara aktarildi.
13000 X g’de bir dakika santrifiij yapildi. Alttaki sivi atildi. 700 pL yikama
soliisyonu eklendi ve bir dakika 13000 X g’de santrifiij yapildi. Alttaki siv1 atildi.
Kolon toplama tiipiine yerlestirildi ve bir kez de etanolden arindirmak icin bos
santrifiij edildi. Kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi ve 30 pL eliisyon
tamponu eklenerek 5 dakika beklendi. Sonrasinda 13000g’de 1dakika santrifiij
yapildi. Tekrar 20 pL eliisyon tamponu eklendi ve bes dakika beklendi. 13000 X
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g’de bir dakika santrifiij yapildi. Bu sekilde jelden kazanma 50 pL’lik son hacimle

tamamlanmis oldu.

2.6.3 Ekspresyon Primerlerinin Dizayn

Klonlama calismalarinda EasySelect™ Pichia Expression Kit (Invitrogen
Cat.no.K1740-01) kullanildi. Klonlamada, bulundurdugu restriksiyon bolgeleri
hedef cDNA dizisi i¢in digerlerine gore daha uygun oldugundan kit igerisinde
bulunan zeozin diren¢ geni barindiran pPICZaC vektorii (Invitrogen, A.B.D.)
kullanildi. Bu vektér mayada iiretilen proteinin hiicre disarisina verilmesini
saglayan o sinyalini barindirmaktadir ve igerisine girdigi hiicreye zeozin
antibiyotigine kars1 diren¢ saglar. Bu sekilde vektorii alan transformatlar tespit
edilir. Primerler igerisinde vektorle uyumlu restriksiyon tanima bdlgeleri
diizenlendi. = Cergeve kaymamasi i¢in kesim sonrasinda vektor ve ZtbZIP
dizilerinden gelecek niikleotitler kontrol edildi. Dizinin sol ucunun kesimi i¢in Clal
(Fermentas, Litvanya), sag ucunun kesimi icinse Xbal (Fermentas, Litvanya)

enzimleri secildi (Sekil 2.11).

XhoI*
1
T

ATA ART ACT ACT ATT GCC AGC ATT GCT GCT AAA GRA GAR GGG GTA TCT CTC
Ile Asn Thr Thr Ile Ala Ser Ile Ala Ala Lys Glu Glu Gly Val Ser Leu

Kax2 Sig”;' cleavage Tl EcoRl  Pmil Sfil BsmB |
- | ] | |
GAG ARG AGA GAG GCT GAA GC GAATTCAC GTGGCCCAG CCGGCCGTC TCGGA
Glu Lys Arg Glu Ala‘Glu Ala‘
Ste13 signal cleavage ~
A-sp?l‘lBlelanll_)‘Chol Sacll Notl IXbaII c-myc epitope
| | T |
TCGGTACCTC GAGCCGCGGC GGCCGCCAGC TTTCTA GAA CAA AAA CTC ATC TCA GAA
Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu

Sekil 2.11 pPICZoaC vektorii dizisi lizerindeki ZtbZIP ile uyumlu restriksiyon
enzimleri.
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2.6.4 Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri ile Kesim

Kesim vektor i¢in 20 pL, cDNA i¢in 30 pL toplam hacimde yapildi. Vektor
kesiminde hazirlanan karisim igerisine 350 ng’lik vektorden toplamda Iug
olabilmesi i¢in 4 pL vektor, 1 puL (1 tinite) Clal enzimi, 1 pL (1 tinite) Xbal enzimi,
2 pL 10X tampon ve 12 pL su; cDNA kesiminde hazirlanan karigim igerisine 200
ng’lik cDNA'dan toplamda 1 pg olabilmesi igin 5 pL, 1.5 pL (1.5 tnite) Cla 1
enzimi, 1.5 pL (1.5 tinite) Xbal enzimi, 3 pL 10X tampon ve 19 uL su koyuldu. 37
°C’de 1 saat etlivde inkiibe edildi. Kesimden sonra 2. 6. 1’inci boliimde anlatildigi
gibi saflagtirma yapildi. Kesilmis vektor jele yliklenerek geri kazanildi, cDNA ise
jele yiliklenmeden saflagtirildi. ¢cDNA enzim ve diger bilesenlerden ayirmak igin

saflastirildi.

2.6.5 Ligasyon

Restriksiyon enzimleriyle kesilen gen ve ekspresyon vektorii T4 DNA Ligaz (5
U / pL, Fermentas, Litvanya) enzimi ile 22 °C’de, 45 dakika ligasyona birakildi.
Enzimin kullanim talimatina goére karisim, 100 ng (1 pL ) vektdr, 3 kati1 olacak
sekilde 300 ng (10 pL) insert, 2 pL 10X tampon, 1 pL (1/5 sulandirilimis, 1 {inite)
T4 DNA ligaz enzimi, 6 pL su katilarak toplam 20 puL. hacimde hazirlandi.

2.6.6 Transformasyon

Ligasyon {irlinliniin 5 pL’si toplam hacmin 1/10 miktar1 olacak sekilde 50
uL’lik E.coli DH10B susuna transforme edildi. Transformasyonda su yol takip
edildi: -80 °C dolabindan buza transfer edilen kompetan hiicreler (50 pL ) igerisine
5 pL’lik ligasyon iiriinii eklendi ve karigim 20 dakika buzda bekletildi. Sonrasinda
42 °C’de 1.5 dakika bekletildi. Bu islemden sonra tekrar 2 dakika buzda bekletildi
(Bu agamalar sirasinda ¢ok hizli olundu.). 55 pL’lik bu karigim 950 pL’lik sivi LB
besiyerine aktarildi ve 1.5 saat, 37 °C’de, 240 rpm’de etiivde calkalandi. 1.5 saat
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sonunda 1 mL inokiilasyon iriinii 500 pL, 250 pL ve 250 pL olarak zeozin
antibiyotigi bulunduran 3 adet petriye yayildi.

Transformasyon isleminin basarili olup olmadigini anlayabilmek icin ligasyon
tiriini ile birlikte 0.5 pL bos halkasal vektor (50 ng) de kompetana transforme edildi.
Kompetan canlilig1 sadece kompetanin zeozinsiz petriye ekilmesiyle test edildi. Bos
hiicreler ayn1 zamanda zeozin yeterlilik testi icin zeozinli petriye ekildi. Basarili
transformasyonlarda zeozinli petriye ekilen bos hiicreler Sliirken antibiyotiksiz
ortamda ¢ok fazla lireme gozlendi. Bos (insertsiiz) vektdr zeozinli ortamda ¢ok
fazla koloni olusturdu. Ligasyon basarili oldugunda zeozinli petrilerde iireme

gozlendi.

2.6.7 Zeozin ve LB Besiyerinin Hazirlanmasi

Kit icerisindeki 100 mg’lik zeozinden deneylerde 25 pg / pL’lik zeozin
kullanabilmek i¢in 250 pL zeozin alindi ve 750 pL su ile ¢ozelti olusturuldu. Bu
calisma sollisyonundan LB icine bire bir konuldu (500 pL LB’ye 500 puL zeozin).

LB besiyerlerinin hazirlanmas: Tablo 2.11°de gosterilmistir.

Tablo 2.11 LB Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Sivi LB Besiyeri (500 mL)

Tripton 58
Maya Ekstrakti 25¢g
NaCl 5¢g

LB Agar (500 mL)

Tripton 58

Maya Ekstrakti 25¢g
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Tablo 2.11°in devami

NaCl 5¢g

Agar 75¢g

Zeozinli Sivi LB (500 mL)

Tripton S5¢g
Maya Ekstrakti 25¢g
NaCl S5¢g
Zeozin (Invitrogen) 500 pL

Zeozinli LB Agar (500 mL)

Tripton S5¢g
Maya Ekstrakti 25¢g
NaCl 5¢
Agar 7.5
Zeozin 500 pLL

2.6.8 Kompetan Hiicre Hazirlanmasi

Kompetan hale getirilecek E.coli (DH10B) hiicreleri LB agar petrilere yayildi.
37 °C’de bir gece inkiibe edildi ve tek koloni diisiiriildii. Tek koloni siyrilarak 10
mL s1vi LB’de bir gece inokiile edildi. 250 mL'lik erlen igerisine 100 mL’lik LB
koyuldu. Daha 6nce hazirladigimiz 6n kiiltiirden buraya 5 mL eklendi. 37 °C’de
yaklagik 4-6 saat kadar inkiibe edildi (ODgg 0.6 — 1 olana kadar). Inokiile edilen
100 mL"ik bakteri kiiltiirii 50 mL'lik 2 falkona boliindii. 3000 rpm’de, 5 dakika 4

°C’de santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi. Baglangi¢c hacminin yarisi kadar

39



(25 mL) soguk (kullanilmadan o6nce buzda bekletildi) 0.1 M CaCl, eklendi.
Pipetajla dipteki ¢okelti ¢oziildi. 25 dakika buzda bekletildi. Bu islemlerden sonra
3000 rpm’de, 5 dakika 4 °C’de santrifiij yapildi. Siipernatant uzaklastirildi. Daha
sonra baslangic hacminin 1/10°’u kadar (5 mL) soguk, 0.1 M CaCl, eklendi.
Pipetajla ¢okelti ¢oziildii. Hazirlanan kompetan hiicre ¢ozeltisi ependorflara, tek

kullanimlik olmas1 igin 50 pL’lik miktarlarda paylastirildi.

2.6.9 Koloni Tarama

Transformasyon sonrasi olugan kolonilere pipet ucu degdirildi ve her biri 10 pL
su ile karistirildi. Her ornekten 1 pL kalip ligasyonun basarili olup olmadigini

anlayabilmek i¢in koloni PCR’da kullanild1 (Tablo 2. 12).

Koloni PCR i¢in vektore ait AOX-3" ve AOX-5" primerleri sulandirilmig
olarak (100 uM) siparis edildi ve bunlardan 5 pM'lik ¢alisma soliisyonlar1 hazirlandi
(Tablo 2.14). Koloni PCR karisimi Tablo 2.13’da gdosterilmektedir. PCR
sonrasinda Ornekler 2.2.5’inci boliimde anlatildigi gibi jelde kosturuldu ve jel

goriintiisti fotograflandi.

Tablo 2.12 Koloni PCR Kosullari

Déngii Ismi Sicaklik Siire Déngii Sayisi
On Ayrilma 95 °C 2 dakika 1
Ayrilma 94 °C 1 dakika
Baglanma 55°C 1 dakika 40
Uzama 72 °C 2 dakika
Son Uzama 72 °C 10 dakika 1
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Tablo 2.13 Koloni PCR Karisimi

Bilesen Ismi Reaksiyon I¢in Kullanilan Miktar
(25 pL Toplam Hacim igin)

Tampon 2.5 uL
MgCl, 1.5 uL
AOX-3’ 0.5 uL
AOX-5’ 0.5 uL
dNTP karisim ( 10 mM) 0.4 uL
Kalip 1 uL

Taq Pol (Fermentas, Litvanya) 0.5 uL
Niikleazlardan arindirilmis su 18.1 L

Tablo 2.14 AOX Primerleri

Primer ismi Niikleotit Dizisi
AOX-3’ 5"-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3
AOX-5 5"-GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3

2.6.10 Rekombinant Kolonilerden Plazmit izolasyonu

Koloni PCR ile basarili ligasyon iirlinlinii aldigini tespit ettigimiz hiicrelerin
olusturdugu kolonilerden plazmit izolasyonu yapildi. Bunun i¢in koloni sayisinca
falkonlara 5’er mL zeozinli LB besiyeri koyuldu ve kolonilerden koloni sayisina

gore isaretlenen falkonlara inokiilasyon yapildi. 37 °C’de bir gece inkiibe edildi.
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Ertesi glin plazmit izolasyonu GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma, Almanya)
kullanilarak yapildi. Bu kite gore izlenen yol 6zetle sdyle yapildi:

5 mL'lik kiiltiirden 850 pL alinarak 150 pL gliserolle karistirildi, gerektiginde
kiiltiir hazirlayabilmek icin olusturulan gliserol stok -80 °C dolabina kaldirildi.
Kiiltiirlin artan kism1 2 mL'lik 2 ependorfa paylastirildi ve 15000 X g’de 1 dakika
santrifiij yapildi. Siipernatant atildi, bakteri pelletine 200 uL siispansiyon soliisyonu
eklendi ve vorteks yapildi. Sonrasinda 200 pL lizis soliisyonu eklendi ve hemen 6 —
8 kez pipetaj yapildi. Daha sonra 350 pL nétralize edici soliisyon eklendi ve
ependorf hafifce 4 — 6 kez ters diiz edildi. 15000 X g’de 10 dakika santrifiij yapildi.

Stipernatant kolonlara aktarilmadan once kolonlara 500 pL kolon hazirlama
soliisyonu eklendi ve 12000 X g’de 1 dakika santriflij yapildi. Hazir hale gelince
slipernatant kolonlara eklendi ve 12000 X g’de 1 dakika santrifiij yapildi. Alttaki
sivt atildi, kolon tekrar toplama tiipline yerlestirildi. 750 pL yikama soliisyonu
eklendi ve 12000 X g’de 1 dakika santrifiij yapildi. Alttaki sivi atildi1 ve kolon
yerlestirilerek bir kez daha bu sefer 15000 X g’de etanolii tamamiyla
uzaklastirabilmek icin santrifiij yapildi. Kolon yeni bir toplama tiipiine aktarildi. 30
pL eliisyon tamponu eklendi. 5 dakika beklendi ve 12000 X g’de 1 dakika santrifiij
yapildi. Tekrar 20 pL eliisyon tamponu eklendi, 5 dakika beklendi ve 12000 X g’de
1 dakika santrifiij yapildi. Hazirlanan plazmitler - 20 °C’de saklandi.

2.6.11 Klonlamanin Kontrolii

Klonlama olup olmadigini teyit edebilmek i¢in vektdr ayni enzimlerle (Clal,
Xbal) kesime tabi tutuldu. Kesim 30 pL toplam hacimde yapildi. Karisim 3 pL
tampon, 1 pL. Clal enzimi, 1 pL Xbal enzimi, 1 pg rekombinant vektor (7 pL) ve 18
uL su olacak sekilde hazirlandi. 37 °C’de 1 saat etiivde inkiibe edildi. Boliim 2. 2.
5’te anlatildig1 gibi jelde yiiriitiildii ve fotograflandi.
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3. BULGULAR
3.1 Tahmini ZtbZIP Transkripsiyon Faktriiniin Biyoinformatik Analizi
3.1.1 NCBI Veri Bankasinda Genin BLAST Analizi

Daha onceki zeytin kiitiiphanesi ¢aligmasinda elde edilen genlerden ak111ak148
isimli genle ¢alismaya karar verildi. ilk olarak NCBI veri tabaninda bu genin neye
benzedigini bulundu. Piring, soya fasulyesi, biber, tiitiin, havug bitkilerindeki bZIP
transkripsiyon faktoriiyle yiiksek benzesme gostermesi (Sekil 3.1) ile genimize

tahmini zeytin bZIP geni olduguna karar verildi.

3.1.2 bZIP Geninin Acik Okuma Cerg¢evesinin Belirlenmesi

BioEdit programi [57] kullanilarak dizinin ORF’si bulundu. Protein metiyonin
aminoastiyle baslayan 149 amino asitten olusmaktadir (Sekil 3.2). 780 niikleotid
uzunlugundaki dizinin baslangic kodonu 101’inci  ATG niikleotidden
baslamaktayken TAT sonlanma kodonuyla 547’inci niikleotidde sona ermektedir
(Sekil 3.3). Baslangi¢ kodonundan 6nce 100 niikleotitlik bir 5> UTR (Translasyona
dahil olmayan bolge) ve 547den 780’e kadar 3° UTR bdélgesine sahiptir.
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Sekil 3.1 Genin NCBI veri tabani sonucu tahmini bZIP transkripsiyon faktoriiyle ile
benzesmesi [56].

ZtbZIP: 101 ile 547: Frame 2 149 aa

MGSSSGNSSGSSQILNSGSEEDLMDQRKRKRMQSNRESAKRSRMRK
QKHLDELTAQSAQIQKENSQLLTSINITTOQNYMNIEAENSVIRAWITE

LSQRLQSLNEINATAAGGGGATTNNWAEESFMNPWNLMYFSQQPIV

ASSPGAFNY

Sekil 3.2 ZtbZIP transkripsiyon faktoriine ait ORF.
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TCTTCTAGAAaGaTGTCAAaGTTTGGCATCGAGAGTTACCAGATTTCCATAAAGG
ATTTTCAGGGCGATTTTGGTGCACGTCAGAGCCGATTATATTCAAATGGGTTCT
Baslangic Kodonu
TCTAGTGGCAACTCTTCAGGGTCTTCACAGATTCTGAATTCAGGTTCTGAAGAA
GATCTGATGGATCAAAGAAAAAGGAAAAGAATGCAATCAAATCGCGAATCGGC
AAAACGATCCCGAATGAGAAAACAGAAGCATTTGGACGAATTAACAGCCCAAT
CGGCTCAAATTCAGAAGGAAAACAGCCAACTTCTCACAAGCATTAACATCACC
ACACAGAATTACATGAATATTGAGGCTGAAAATTCTGTCATAAGGGCTTGGATT
ACGGAACTTAGCCAAAGATTACAGTCCCTGAATGAAATCATCGCCACCGCCGC
GGGAGGAGGAGGCGCCACCACCAACAACTGGGCGGAGGAATCTTTCATGAATC
CATGGAACTTAATGTACTTTAGCCAACAGCCCATCGTGGCATCATCTCCTGGTG
CATTTAATTATTGATCAACAGCTTGAGAAAATTGTGTGGTGAGATCTGCATTCA
Stop Kodonu
ACGAGTAGAGAGATTTGTCTTATTGTCTCATTATTTAACTACTTTTTCTATGATG
TTCTGTGTTCGTCGTGTATTGTACTAAAATATGTTCTTGGTATGTAGATGAGTAA

ATATCGATAATAAATGAATAAATATGTATGTAATTCTCCTTTTTAAAAAAAAAA

TCTTGCTGAAAAACTCGAGCCATCCG

Sekil 3.3 ZtbZIP niikleotid dizisinin baslangi¢ ve sonlanma kodonlarinin yerleri.

3.1.3 Niikleotid ve Amino Asit Kompozisyonunun Bulunmasi

BioEdit programinda [57] niiklotid kompozisyonuna bakildiginda tek zincirinin
molekiiler agirligi 236597 Dalton bulundu. Adenin %32.6, Sitozin %18.85, Guanin
%20.64, Timin %?27.82 oraninda bulundu. G+C igerigi %39.49 iken A+T igerigi

%60.51 olarak bulundu (Sekil 3.4).
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DM molecule: zeytin tahmini EZIP geni G+C content: 39.43%

Length: 780 base pairs e
Molecular weight: 236597.00 Daltons, single stranded A+T content: 60.51%

Malecular weight; 472804.00 Daltons, double stranded

MNucleotide Composition
zeytin tahmini BZIP geni

Tl %

Mucleoticde

Sekil 3.4 ZtbZIP’in BioEdit programinda [57] niikleotid kompozisyonun yiizde
degerleri.

Aminoasit kompozisyonu ise 149 aa olugsmakta ve 20 c¢esit aa’in dizideki
dagilim yiizdeleri sekil 3.5’te gosterildi. Serin, asparjin, glutamin, treonin polar
yiiksiiz aminoasit degerleri yiiksektir. Sistein aminoasiti ise hi¢ bulunmadig1 tespit

edildi.

Amino Acid Composition
ak111ak148 bZIP124t<Factor FL

Mol %%

Ala Cys Asp Gl Phe Gly  His lle Lys Leu Met Asn Pro Gln Arg Ser The “al  Trp Tyr
Amino Acid

Sekil 3.5 ZtbZIP’in BioEdit programinda [57] amino asit kompozisyonunun yiizde
degerleri.
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3.1.4 Bazik Domen ve Losin Fermuar Domeninin Belirlenmesi

ZtbZIP transkripsiyon faktorii iki alt domeinden olugsmaktadir. Bu domenler
bolim 1.1.1.3’te bahsedildigi gibi bazik bolge ve 16sin fermuar bolgesinden
olusmaktadir. Losin bdlgesinde ise her yedi amino asitte bir 16sin veya izoldsin
aminoasitine rastlandi (Sekil 3.6). Bazik bolge isminden de anlasilan kuvvetli bazik
amino asitlerden olustugu ve yine bu bolgede DNA ile fosfodiester bagi yapan serin

rezidilerinin yerleri tespit edildi (Sekil 3.7).

10 = 1] 40 &

P T e I | e e e | ]

IIF MGSSSOCHNSSGSSOILNSGSEEDLMDORKRERMOSHRE S AKRSRMRE & KHL
Bazik bolge

¢ 1

Yoo ‘ﬂ’_ p ," 'h 'h T p T

1. P I B S Y e b e . e e B |

thZIP DELTAGSAOIGKEHSOLLTSIHITTONYMHIEAENSYIRAWITELSORLD
Losin fermuar bolgesi

130 12

1
| | | | | 1 |
bFIPF SLHETIATAAGGGGATTHHWAEESFMHNPWHLMY FSOOPIVASSPGAFNY

Sekil 3.6 ZtbZIP transkripsiyon faktoriiniin bazik ve 16sin fermuar bolgeleri.

I i I Eiu 17‘I:l I ‘In I 1
I H-E-S':'--I'-IES'-'S':'-'}ILI'-IE-E-EEDLHIZIIJ&HRERHL}SHRES."-I‘[F!EFIHRII'}!!H'L
Bazik bolge
44 w w

RKRKEMQSNEESAKRSRMRK

Sekil 3.7 Bazik bolgede bulunan kuvvetli bazik amino asitler ve serin rezidiilerinin
dizi lizerindeki yerleri.
(Yildizla belirtilen yer serin amino asitlerini, alt1 ¢izili olanlar ise kuvvetli bazlar
olan arjinin ve lizin amino asitlerini gostermektedir.)
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3.2 intron Analizi

ZtbZIP transripsiyon faktoriindeki intron varligi ya da yoklugunun tespiti i¢in
gDNA ve cDNA PCR iiriinlerini agoroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek yaklagik
600 niikleotidlik bant biiytikliigii gézlendi (Sekil 3.8). Dizilemeye gonderilen PCR
tirlinleri sonuglart BioEdit programinda [57] incelendiginde gende inron olmadig:

tespit edildi (Sekil 3.9).

M gDNA cDNA

0,5 Kb

Sekil 3.8 ZtbZIP’in gDNA ve cDNA’sina ait jel goriintiisii.
(Bant biiyiikliikleri esit ve yaklasik 600 niikleotiddir. M-marker)

gOMABZIP
cOMLBZIP
Contig-0

qOMNABEIR
cOMABEIP
Contig-0

QONABZIP [l e p el
cOMObZIF (el el
Coritig-0 GTTCTGA

gOMABZIP
cOMa BZIF
Contig-0

gOMABZIP
cONSBZIP
Contig-0

gOMABZIP
cOMLBZIP
Contig-0

qOMA BZIP
cOMNS EZIF hnTTnl n|1T|
Contig-0 GATTACAGTLC

el L A C A ACTGGGCGGAGGAATC C - ATGGAMCTTAMTGTACTTT A
cONAEZIF LT Z: |, : b T GTACTTT!
Corntig-0 ACALCTGG E] i IlTIuIlI-ITII BTGGRACTTA!

Sekil 3.9 ZtbZIP’in BioEdit programinda gDNA ve cDNA dizilerinin karsilastiriimasi.
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3.3 ZtbZIP Transkripsiyon Faktoriiniin Promotor Analizi

Promotdr analizi igin TAIL-PCR yontemi [58] kullamildi.  Tail3 PCR
iiriiniinden 1,5 kb’lik bant elde edildi (Sekil 3.10). Tail3 primeriyle dizilenmesi
sonucu genin 3’ ucundan yaklasik 520 niikleotidlik bolge elde edildi (Sekil 3.11).
Baslangi¢ kodonundan -20 niikleotid bélgede C-kutusu bulundu.

Sekil 3.10 ZtbZIP geninin promotdr analizi i¢in yapilan Tail-3 PCR iiriinlerinin jel
goriintlileri. M. Belirteg, 1.AD1 primeri, 2.AD2 primeri, 3.AD2A primeri, 4.AD3
primeri, 5.ADS primeri, 6. ADmix primeri.

(ztbZIPTail-3 primeri: 5’-CCACTAGAAGAACCCATTTGAATATAA-3)

ZThZ P Tl

Faltrang i

ZThZ P Tl

Falirig i

ZhE i Tl

ZThZ P Tl

Faltrang i ITc

CAGOUGCOATNTIGGTI CACGTE GAGCCOATER T

Baslangi¢ kodonu

Sekil 3.11 Promotore ait 520 niikleotidlik bolge ve tahmini C-kutusu.
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3.4 Polimorfizm Analizi

Polimorfizm tespiti i¢inde 24 farkli zeytin bitkisinin DNA’lariyla PCR yapildi,
jelde goriintiilendi (Sekil 3.12) ve dizilemeye gonderildi. Bunlardan 18’inin
kramotogramlar1 saglamdi. BioEdit programinda [57] kendi dizimle diger 18
ornegin karsilagtirilmast  sonucunda Cakir ve Memecik cesitlerinin = 141.
niikleotidlerinde tek niikleotid degisikligine rastland1 (Sekil 3.13). Cakir ve
Memecik’in kramotogramlarina bakilarak dogrulugu teyit edildi (Sekil 3.14). Cakir

ve Memecik’teki guanin niikleotidin piklerinin saglam oldugu goriildii.

“Bu niikleotid degisikligi acaba amino asit degisikligine de neden oluyor
mu?’’ diye bakildiginda; Zeytin cesitlerinin genelinde triptofan (W) amino asidi
varken Cakir ve Memecik cesitlerinde arjinin (R) amino asidine rastlandi (Sekil
3.15).

5#41 1234567 89 1011121314 15161718 1920 21222324
1,5

OMe
kb

Sekil 3.12 Zeytin tahmini bZIP (ztbZIP) geninin baz1 zeytin ¢esitlerinin genomik
DNA orneklerinden PCR ile ¢ogaltilmasi.

M. Belirteg, 1. Arbequin, 2. Hojiblanca, 3. Carmena, 4. UB1, 5. UB3, 6. UBI10,
7.UB10(2), 8.Ascolana, 9. 0308, 10. 0108, 11. Samanl, 12. Erkence, 13. Gordales,
14. Verdial, 15. Izmir sofralik, 16. Domat, 17. Memecik, 18. Cakir, 19. Karamiirsel

su, 20. Edincik su, 21. 0308(2), 22. 0108(2) 23. Kiraz 24.Uslu
PCR, tahmini zeytin bZIP geninin cDNA’sinin tamamini (yaklagik 600nt)
cogaltmak tizere tasarlanmis primerle yapildi. (Sol primer: 5°-
TAATTAAAATGGAGATACTGAAAACAGC-3’, sag primer: 5’-
AGAGAGAATGCATAACAACATACGATAA-3).
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Laal al
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Lah | A
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Sekil 3.13 Cakir ve Memecik’teki SNP (tek niikleotid degisikligi).
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Sekil 3.14 Cakir ve Memecik’in FinchTV’de kramotogram kontrolii.
A) Cakir’in kromotogramina bakildiginda guanin pikinin saglam oldugu goriilmekte,
B) Memecik’in kramotogramina bakildiginda guanin pikinin saglam oldugu goriiliiyor.
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Sekil 3.15 Cakir ve Memecik’teki SNP’nin amino asit degisikligi gergeslestirmesi.
Zeytin gesitlerinin genelinde Triptofan (W) aa. varken Cakir ve Memecik ¢esitlerinde
Arjinin (R) aa. bulunmaktadir.

3.5 Zamansal ve Dokusal Ekspresyon Seviyelerinin Verileri

Tablo 2.8’de goriilen 6rneklerin cDNA oOrnekleri ile yapilan Real-Time PCR
sonuclar1 dokusal (Sekil 3.15) ve zamansal ekspresyon analizi (Sekil 3.16) olarak

grafiklerde gosterilmektedir.
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Sekil 3.16 Zeytin tahmini bZIP geninin dokusal mRNA seviyeleri.

52



kopm GRFDE

] I..._-_.j I_.
P A ol O P S

T T ol

L o B i e ol el Dineideri

Sekil 3.17 Zeytin tahmini bZIP geninin yapraklardaki zamansal mRNA seviyeleri.

3.6 ZtbZIP’in Pichia Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasinin Verileri

Genin pPICZoC ekspresyon vektoriine klonlanmasi asamalari  ve
transformasyon sonuclar1 sekil 3.17’te gosterildi. Zeozinli petrilerde iireyen
koloniler taranarak 2 kolonide rekombinant DNA’ya ulasildi. Bu koloniler
dizilemeye gonderildi, dizleme sonuglarinin kramotogramlar1 kontrol edilerek
BioEdit programinda ZtbZIP geniyle karsilastirarak dogrulugu teyid edildi (Sekil
3.18). Boylece pPICZaC ekspresyon vektoriine klonlama basariyla gergeklesmis
oldu.
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Sekil 3.18 Genin ekspresyon vektoriine klonlama agsamalari ve transformasyon
sonuglari.
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Sekil 3.19 Koloni tarama sonucunu jel goriintiisii, kramotogramdaki piklerin saglamlig
ve koloni dizisiyle ZtbZIP dizisinin karsilastilmis hali.
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4. TARTISMA VE SONUC

Genin tahmini ZtbZIP transkripsiyon faktorii olduguna NCBI veri tabanindaki
[56] BLAST anailizi sonucunda karar verildi. Arastirma bZIP transkripsiyon
faktorii lizerine yogunlasti. 149 amino asitlik bir protein kodladigi, ORF analizi
sonucunda bulundu. Bu bilgi karakterizasyon ve klonlama i¢in 6énemlidir. Amino
asit kompozisyonuna bakildiginda serin ve treonin aminoasitlerinin ytliksek oranda
bulunmas1 bu transkripsiyon faktorii aday geninin oksijen kopriileriyle farkli ko-
faktorleri baglayabilecegini diisiindiirmektedir. Okartotik proteinlerde fosforilasyon
genelde serin, treonin ve tirozin rezidiilerinde olusmaktadir [59, 60]. Serin amino
asitinin  katalitik fonksiyonlarin yerine getirilmesinde c¢ok oOnemli rolleri
bulunmaktadir. Ayrica serin rezidiileri bazik bolgede oldugundan ve bu bdlgenin
DNA’ya baglanmasinda rol oynarlar. Izolosinin 16sin ile benzer oranda varolmasi

16sin fermuar bolgesindeki 16sinle ayn1 gorevi yapabilecegini gostermektedir [61].

ZtbZ1P transkripsiyon faktoriiniin bazik bdlgesinin ve 16sin fermuar bolgesinin
amino asit dizisi sekil 3.6’da gosterilmistir. Bazik bolge, arjinin (R) ve lizin (K)
gibi bazik amino asitleri yogun olarak bulundurmaktadir ve hidrofilik amino asitler
arasinda bulunan serin fosforilasyon i¢in gerekli amino asit roliinii iistlenmektedir
(Sekil 3.7). Losin fermuar bolgesinde, 16sin ve diger hidrofobik aminoasit olan
izoldsin yer alabilmektedir. Izoldsin de 18sin gibi dimerizasyon icin gerekli olan

hidrofobik yan yiiz olusmaktadir [61].

Genomik DNA ve cDNA ile yapilan analizler sonucunda genin intron
icermedigi belirlendi. Literatiir arastirmalarinda bazi bitkilerin bZIP geninde introna
rastlanirken bazilarinda intron olmadigi goriilmiis ve sonucun olagan oldugu

distiniilmistiir.
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Promotor bolgesinin bulunmasina yonelik TAIL-PCR analizi kullanildi ve
tekrarlayan calismalarla genin 5’ ucundan 1500 bazlik bant elde edildi. Bu bant
Tail3 ve AD2 primerleriyle dizilemeye gonderildi. Dizileme Tail3 primeriyle tek
tarafli okumada basarili oldu. AD2 primeriyle dizileme basarisiz oldu. Tek tarafl
dizileme sonucu genin 5’ ucundan tahmini promotoriin 520 niikleotitlik bolgesine
ulasildi. Dizinin yaklasik -20’nci bolgesinde tahmini C kutusu (CACGTC) bulundu.
Bunula ilgili bilgi boliim 1.4°te verilmistir. C kutusu promotor bolgesinin DNA’ya
tutunmasini saglayan tanima bolgeleridir [63]. AD2 primeriyle dizileme sonucu
elde edilemedigi i¢in bundan sonraki asamada saflagtirllmis PCR iirlinlintin bir

dizileme vektoriine klonlanip okutulmasi planlanmaistir.

Polimorfizm analizi Arbequin, Ascolona, Carmena, Cakir, Domat, Erkence,
Hojiblanca, izmir Sofralik, Kiraz, Memecik, Samanli, Verdial, UB1, UB10, 0108 ve
0308 isimli 18 farkli zeytin ¢esidiyle yapilmistir. Calisma sonucunda BioEdit
programinda [57] ztbZIP ile diger 18 6rnegin karsilastilmasi sonucunda Cakir ve
Memecik cesitlerinin 141. niikleotidlerinde tek niikleotid degisikligine rastlandi
(Sekil 3.13). Cakir ve Memecik’in kramotogramlarina bakilarak dogrulugu teyit
edildi (Sekil 3.14). Cakir ve Memecikteki guanin niikleotidin piklerinin saglam
oldugu goriildii. ‘Bu niikleotid degisikligi acaba amino asit degisikligine de neden
oluyor mu’ diye bakildiginda; zeytin ¢esitlerinin genelinde triptofan (W) amino asidi
varken Cakir ve Memecik cesitlerinde arjinin (R) amino asidine rastlandi (Sekil
3.15). Triptofan, bitkilerde cigeklerin acilmasi tozlanma ve doéllenmeyi saglayan
o6nemli molekiillerin 6ncii maddesidir [62]. Arjinin ise hidrofilik bir amino asittir ve
bliylime hormonunu uyarmaktadir. Bu farklilasmanin Cakir ve Memecikte
fizyolojik bir degisiklige neden olup olmadig1 bir soru isareti olugturmakta ve ilerde

yapilacak olan ¢aligmalarda arastirilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

bZIP transkripsiyon faktorleri ile yogun olarak ¢alisilmis ve bu genin; yaprak
gelisimi, cicek gelisimi, tohum gen ekspresyonu, ABA’ya (absisikasite) cevap
verme ve giberillin biyosentezi, patojen savunma, 151k ve stres sinyalizasyonu gibi
bir¢ok biyolojik siirecin diizenlenmesinde rol oynadigir bulunmustur [54, 64, 65].
Bu bilgiler 1s1ginda ztbZIP geninin real - time PCR analizi ile yersel ve zamansal

olarak ekspresyon seviyeleri ¢alisildi. Zamansal analiz i¢in 12 ay boyunca belirli
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araliklarla Ayvalik zeytin ¢esidinden “var’® ve “yok’’ yilina ait 6rnekler toplandi.
Dokusal analizi ise yaprak, slirgiin, ¢igek, tomurcuk ve meyve ornekleriyle yapildi.
Sonuglara bakildiginda dokusal analizde en fazla sentezlendigi organ olgun meyve
olarak goriilmektedir. Misirda yapilan organsal ekspresyon analizinde ise seviye en
yiiksek yaprakta oldugu goriilmektedir [66]. Zeytinde olgun meyvede yiiksek
seviyede ¢ikmas1 bu organda gorev yapiyor olabilecegini gostermektedir. Zamansal
analiz verilerine bakildiginda sonug sasirtict ¢ikmistir. Temmuz var yilina ait bir
cDNA Kkiitiiphanesinden elde edilmis olmasindan dolayr ekspresyon seviyesinin bu
ayda yiiksek ¢ikmasi beklenmekteydi. Subat, temmuz ve kasim aylarinda yok yilina
ait yaprak oOrneklerinde seviye diger aylara kiyasla oldukca yiiksek oldugu
goriilmektedir. Bu ekspresyon seviyelerinin farkli olmasi gen sentezinin agaglarin
“var’’ yilinda veya “yok’’ yilinda olmalariyla ilgili olmadigini, sentez farkinin daha

baska biyotik ve / veya abiyotik faktorlere bagli olabilecegini gostermektedir.

ZtbZIP’in enzim aktivitesinin Ol¢limii ¢alismasi, genin pPICZaC ekspresyon
vektoriine (Invitrogen, ABD) klonlanmasi asamasina kadar geldi. Bundan sonraki
asamada rekombinant vektor kullanilarak biiylik miktarlarda plazmit izolasyonu
yapilacak, vektor uygun enzim ile kesilerek maya kompetan hiicresine transforme
edilecek ve kesik vektoriin maya genomuna entegre olmasi saglanacaktir. Bunun

sonucunda protein elde edilecek ve proteinin aktivitesine bakilacaktir.
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