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Bu çalıĢmada zeytin bitkisinde (Olea europaea L.) kasım ayı meyveli 

yapraklardan oluĢturulmuĢ cDNA kütüphanesinden izole edilen tahmini DnaJ 

geninin moleküler analizi yapıldı.  Gen, çeĢitli biyoinformatik araçlar yardımıyla 

analiz edilerek nükleotid ve aminoasit kompozisyonları ve açık okuma çerçevesi 

belirlendi.  Ayrıca proteinin korunmuĢ bölgeleri ile hücre içerisindeki lokalizasyonu 

tahmin edildi.  Ġntron bölgelerinin tespiti amacıyla değiĢik primer kombinasyonları 

kullanılarak PCR reaksiyonları gerçekleĢtirdi.  Polimorfizm analizi için zeytin 

çeĢitlerine ait yaprak örnekleri Edremit Zeytincilik Fidan Üretme Ġstasyonu‟nun 

zeytin bahçesinden toplandı ve özgül primerlerle PCR yapıldı.  Var yılı ve yok yılı 

olarak isimlendirilmiĢ zeytin ağaçlarından 12 ay boyunca doku örnekleri toplandı.  

Dokusal ve zamansal ekspresyon seviyesini belirlemek amacıyla çeĢitlerden RNA 

izole edilerek anlık gösterimli (real - time) PCR çalıĢmaları gerçekleĢtirildi.  

Analizler sonucunda tahmini DnaJ geninin 433 aminoasit uzunluğunda bir protein 

kodladığı tespit edildi.  Bu genin kodladığı proteinin yüksek oranda serin ve glisin 

aminoasitleri ihtiva ettiği görüldü.  Ġntron analizi sonucunda biri yaklaĢık 1 kb diğeri 

de yaklaĢık 2 kb büyüklüğünde 2 intron tespit edildi.  400 bç‟lik bölgede çok sayıda 

tek nükleotid polimorfizmlerine rastlandı.  Özellikle Koroneiki, Samanlı, Edincik su, 

Karamürsel Su, Çakır çeĢitlerinde SNP‟lerin bulunduğu bölgede heterozigot noktalar 

tespit edildi.  Anlık gösterimli (real – time) PCR analizleri zeytin DnaJ geninin 

soğuk stresinde görevli olabileceği sonucunu iĢaret etmektedir.  Yaprak, çiçek, 

tomurcuk ve sürgün gibi dokularda DnaJ geni ifade seviyeleri arasında belirgin bir 

farklılığa rastlanmazken meyve dokusundaki analizlerde ise çok daha yüksek 

seviyelerde mRNA sentezinin olduğu ve meyve olgunlaĢtıkça mRNA miktarının 

arttığı tespit edildi. 

 

 

ANAHTAR SÖZCÜKLER: Zeytin, DnaJ, ısı Ģoku proteini, intron, anlık 

gösterimli (real – time) PCR, polimorfizm analizi, SNP. 
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In this study, molecular and physiological analysis of olive putative DnaJ 

gene isolated from cDNA library which has been generated from olive plant‟s (Olea 

europaea L.) leaves in November were studied.  The putative gene was analyzed 

with many bioinformatics tools.  The nucleotide, amino acid compositions, and the 

open reading frame were determined.  In addition, the localization of the protein in a 

cell, and conserved domains have been estimated.  PCR reactions were carried out 

using different primer combinations in order to determine intron regions.  Leaf 

samples of olive cultivars were collected from Edremit Olive Tree Breeding Station, 

and PCR was performed with the specific primers for polymorphism analysis.  

Tissue samples were collected from olive trees that were identified as “off year” and 

“on year” for 12 months.  RNAs were isolated from olive tissues and real - time PCR 

analyses were performed in order to determine the level of spatial and temporal 

expression.  As a result of the analyses, it was determined that DnaJ gene encodes a 

protein which is 433 amino acid - long.  The putative protein contains a great number 

of glycine and serine amino acids.  In intron analysis, at least two introns (one 1 kb 

and one around 2 kb) were found.  A large number of single nucleotide 

polymorphisms were found in a 400 bp region.  Especially, Koroneiki, Samanli, 

Edincik Su, Karamürsel Su and Çakır cultivars have heterozygous SNPs.  Real - time 

analysis suggested that the olive DnaJ gene could be responsible for cold stres 

response.  Between DnaJ gene expression levels of leaves, flowers, buds, and shoot 

tissues no significant difference was observed.  According to the fruit tissue analysis, 

gene expression was much higher than the other tissues and it increased as the fruit 

matured. 

 

 

 

 

 

KEYWORDS: Olea, DnaJ, heat shock protein, intron, real – time PCR, 

ploymorphism analysis, SNP. 
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KISALTMALAR  

 

Kısaltma Adı   Tanımı 

 

ACD:   α-kristallin 

ADP:   Adenozin difosfat 

Ala:   Alanin 

Arg:   Arjinin 

Asp:   Asparajin 

ATP:   Adenozin trifosfat 

bp:   Base pair (Baz çifti) 

CCH:   Sitoplazmik Ģaperon heretokompleksi 

cDNA:  Complementary DNA (Komplementer DNA)  

Cpn:   ġaperon 

Cys (C):  Sistein 

DEPC:   Dietilpirokarbonat  

DMSO:   Dimetil Sülfoksit  

DNA:   Deoksiribonükleik asit  

dNTP:   Deoksiribonükleosid trifosfat  

EDTA:   Etilendiamintetraasetik asit   

ER:   Endoplazmik retikulum 

EtBr:   Etidyum bromid  

gDNA:  Genomik DNA 

Gly:   Glisin 

Hip:   Hsp70 etkileĢmli protein 

His:   Histidin  

Hop:   Hsp70/Hsp90 organizasyon proteini 

HSF:   Isı Ģoku faktörleri 

Hsp:   Isı Ģoku proteinleri 

Kb:   Kilo baz 

LB:   Lauria Bertani 

Lys:   Lizin 

Met:   Metiyonin 

NADH:  Nikotiamit adenin dinükleotid 

NADPH:  Nikotiamit adenin dinükleotid fosfat 

PCR:   Polymerase Chain Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) 

Pro:   Prolin 

PSI:   Photosystem (Fotosistem) 1 

PSII:   Photosystem (Fotosistem) 2 

RNA:   Ribonükleik asit  

RT-PCR:  Reverse Transcriptase- Polymerase Chain Reaction (Revers 

Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu) 

sHsp:   Küçük ısı Ģoku proteini 

SNP:  Tek Nükleotid Polimorfizmi (Single Nucleotide Polymorphism) 
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Taq:   Thermus aquaticus  

TBE:   Tris borat etilendiamintetraasetikasit 

Trp:   Triptofan 

UPR:   KatlanmıĢ protein cevabı 

UV:   Ultraviyole  

Val:   Valin 
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1.  GİRİŞ 

 

Genom projesi biyolojik araĢtırmaların rotasının farklı bir yöne kaymasına 

sebep oldu.  Bu alanda genomik, genomla ilgili araĢtırmalar, proteomik, 

organizmadaki proteinlerin tanımlanması ve karakterizasyonu, biyoinformatik, 

biyolojik bilgilerin toplanması ve yorumlanması gibi yeni terimler ortaya çıktı [1].  

Fakat genlerin nükleotid dizisine ait bilgiyi elde etmek genom projesinin son 

basamağı değildi.  Bir sonraki adım dizisi belirlenen bu genlerin Ģifrelediği 

proteinlerin tanımlanması, fizyolojik önemlerinin ve biyolojik iĢlevlerinin keĢfinin de 

dâhil olduğu oldukça geniĢ alanı kapsamaktadır [2]. 

 

 

1.1 Proteinlerin Katlanması ve Yığılması 

 

Protein katlanması neredeyse son 50 yıldır çalıĢılıyor olmasına rağmen yeni 

sentezlenen polipeptide ait üç boyutlu iĢlevsel yapının nasıl belirlendiği biyolojide en 

önemli problemlerden birini oluĢturmaktadır.  Anfinsen‟in 1972‟de Nobel ödülünü 

almasına yol açan in vitro protein katlanması çalıĢmaları, birincil yapıdaki aminoasit 

dizisinin üç boyutlu yapının oluĢturulması için gerekli bilgiyi taĢıdığını göstermiĢtir 

[3].  Bu çalıĢmalar genellikle düĢük sıcaklık, yüksek protein dilüsyonları gibi protein 

yığılmasını engelleyen optimum koĢullarda gerçekleĢtirilmiĢtir.  Fakat hücresel 

ortamda sıcaklık ve pH koĢulları, tuz konsantrasyonu ve özellikle toplam protein 

yoğunluğu gibi koĢullar doğru protein yapısının oluĢturulmasını sağlayan fizyolojik 

yollarla yarıĢma içerisindedir.  Ayrıca translasyon polizom denilen pek çok 

ribozomun aynı mRNA üzerinde Gerçek zamanlı ilerlemesi sonucu yeni 

sentezlenmiĢ polipeptidlerin yoğunlaĢması ile lokal kümelenmeye eğilimi 

artmaktadır [4].  Bütün bu istenmeyen koĢullarla baĢa çıkabilmek için hücreler 
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moleküler Ģaperon adı verilen, yeni sentezlenmiĢ ya da stres koĢulları sonucunda 

denatüre olmuĢ proteinlerin fonksiyonel üç boyutlu yapılarına kavuĢmasına yardım 

eden enzim setlerini geliĢtirmiĢlerdir [5, 6]. 

 

 

1.2 Isı Şoku Proteinleri 

 

Ekstrem sıcaklık, kuraklık, tuzluluk, kimyasal toksisite, oksidatif stres gibi 

abiyotik stres koĢulları ciddi çevresel tehditlere sebep olmaktadır.  Dünya çapında 

abiyotik stres baĢlıca ürün kaybına ve mahsülde %50‟den fazla verim düĢmesine yol 

açan birincil faktörlerdendir.  Bu nedenle stres cevabında ve stres toleransında rol 

alan moleküler mekanizmayı açıklamak oldukça önemlidir [7].  

 

Çiçekli bitkiler gibi kompleks ökaryotlarda, tek bir hücrede yaklaĢık 5×10
4 

gen seçici olarak ifade edilmektedir [8].  Bütün bu genlerin protein ürünleri hücre 

iĢlevini belirlemektedir.  Normal geliĢim koĢulları altında ya da stres sonrasında 

denatüre olmuĢ proteinlerin kaderi Hsp / Ģaperon mekanizması tarafından 

belirlenmektedir.  Fakat bu mekanizma ile ilgili pek çok soru hala yanıtlanamamıĢtır.  

Örneğin hücre içerisindeki kalabalık çevrede Ģaperon proteinleri kendine özgü 

substratını nasıl tanıyabilmektedir?  Denatüre olmuĢ bir proteinin katlanmasına ya da 

bozunması için hazırlanması sonucuna bu Ģaperon proteinler nasıl ve ne zaman karar 

vermektedir?  Hsp / Ģaperon ağının merkezinde bir belirleyici faktör var mıdır [9]? 

 

Pek çok protein grubunun Ģaperon aktivitesi tanımlanmıĢtır.  Dahası çoğu 

moleküler Ģaperon stres proteinleridir ve orijinal olarak ısı Ģoku proteini olarak 

tanımlanmıĢlardır.  Bu nedenle bütün bu grup proteinler ısı Ģoku proteini olarak 

isimlendirilmiĢlerdir.  Ancak bu yardımcı moleküller sadece ekstrem sıcaklık 

stresinde değil su stresi, tuzluluk, ozmotik stres, soğuk stresi ve oksidatif stres gibi 

koĢullara karĢı cevapta da rol almaktadır [10]. 
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Isı Ģoku proteinleri ile ilgili yapılan pek çok araĢtırma iyon taĢınması, serbest 

radikallerin yok edilmesi, ileri embriyogenezde transkripsiyonel kontrolde görev alan 

protein ve faktörleri içeren temel mekanizmaların aydınlatılmasına adanmıĢtır [7].  

Ancak sHsp‟ler hariç bitkilerde abiyotik strese cevapta rol alan diğer Hsp‟lerle ilgili 

çalıĢmalar nispeten sınırlıdır [11]. 

 

Hsp‟ler 5 temel aile içerisinde toplanmaktadır.  Bunlar Hsp70 (DnaK) ailesi, 

Ģaperoninler (GroEL ve Hsp60), Hsp90 ailesi, Hsp100 / Clp ailesi ve küçük Hsp 

ailesidir.  Bu ana ailelerin yanında protein disülfid izomeraz ve endoplazmik 

retikulumda protein katlanmasında görev yapan calnexin / calreticulin gibi bazı 

proteinler de Ģaperon aktivitesine sahiptirler.  Farklı sınıf Ģaperon proteinler farklı 

substrat proteinlere özgüllük gösterir.  Bu sınıflardan en iyi çalıĢılmıĢ olanları Hsp70 

ve Ģaperoninlerdir [9]. 

 

 

1.2.1 Hsp70 Ailesi 

 

Hsp70 proteinleri, yardımcı Ģaperon proteinlerle beraber (DnaJ / Hsp40, 

GrpE) hemen hemen bütün hücresel kompartmanlarda protein katlanma sürecinin 

büyük bölümünde etkili olan hücresel mekanizmayı düzenler.  Hsp70‟ler normal 

koĢullarda ya da stres altında olgun olmayan proteinlerin katlanmasına yardım 

etmede ve proteinlerin kümelenmesini engellemede temel fonksiyona sahiptirler [5, 

12].  Ayrıca membranlar arasına ya da hücresel kompartmanlara protein 

taĢınmasında ve lizozom ile proteozomlara yönlendirilmesiyle kararsız proteinlerin 

degredasyonunun gerçekleĢtirilmesi süreçlerinde rol almaktadırlar [5]. 

 

Hsp70 ailesinin bazı üyeleri konstitütif olarak ifade edilirler.  Dolayısıyla 

yeni sentezlenmiĢ polipeptidlerin katlanmasına ve bu proteinlerin görev alacakları 
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hücresel bölgelere taĢınmasına yardımcı olurlar.  Diğer üyeler ise sadece organizma 

çeĢitli çevresel saldırılara maruz kaldığında sentezlenmektedir.  Bu nedenle 

proteolitik degredasyon veya degrede olmuĢ proteinlerin geri katlanmaları 

süreçlerine dâhil edilmektedirler.  Bunlara ek olarak bazı Hsp70 üyeleri düzenleyici 

proteinlerin biyolojik aktivitelerini kontrol etmede görevlidirler ve transkripsiyona 

müdahale eden ısı Ģoku faktörlerinin negatif baskılayıcıları olarak çalıĢırlar [5, 12, 

13]. 

 

Protein yapısına baktığımızda Hsp70 proteinleri, yüksek oranda korunmuĢ N 

- terminal ATPaz domaini ve C - terminal peptid bağlanma domaininden 

oluĢmaktadır (ġekil 1.1).  Peptid bağlanma - salınma döngüsü destekçi sistem ile 

birlikte Hsp70 proteinin içsel ATPaz aktivitesi ile bağıntılıdır [14]. 

 

 

 

Şekil 1.1 Hsp70 proteinlerinin korunmuĢ bölgeleri [15] 

 

 

Hsp70 ailesi üyeleri, Escherichia coli Homoloğu DnaK ve ökaryotik 

Hsp70‟ler arasında yaklaĢık %50 benzerlikle diğer Hsp‟lere kıyasla en yüksek 

oranda korunmuĢ proteinler olarak belirlenmektedir.  Bitki stoplazmik stres70 

proteinleri, memeli izologları ile daha yakın iliĢkili iken mitokondriyal ve plastidik 

proteinler prokaryotik stres70‟lere benzemektedir [8].  Ancak fonksiyonel özellikleri 

ve yapı benzerliklerine göre çeĢitli protein setleri (memeli sitosolik Hsp110, maya 
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SSE proteinleri ve onların ER‟deki kopyaları ve Grp170 memeli ortologları gibi) 

Hsp70 proteinlerinin alt ailesi olarak tanımlanmaktadır [16-19].  Her bir Hsp70 

protein grubunun görevleri, lokalize oldukları hücresel kompartmanlara [12, 13], 

farklı geliĢim seviyelerindeki ifade farklılıklarına [20] ya da Hsp70‟in iliĢkili olduğu 

protein setleri ile özgül etkileĢimlerine bağlı olarak belirlenir [21].  Örneğin sitosolik 

Hsp70, protein yığılmasını engeller ve yeni sentezlenmiĢ proteinlerin katlanmasına 

yardım ederken ER Bip protein, mitokondriyal ve kloroplastik Hsp70 proteinleri, 

öncül proteinlerin taĢınmasında görevlidir [9]. 

 

Bitkilerde farklı türlerden pek çok Hsp70 proteinleri tanımlanmıĢtır [22, 23].  

Arabidopsis genomunda Hsp70 ailesi üyelerini kodlayan en az 18 farklı gen 

bulunmuĢtur [20, 24].  Bunlardan 14‟ü DnaK alt ailesine, 4‟ü ise Hsp110 / SSE alt 

ailesine dâhildir.  Ispanak genomunda ise an az 12 Hsp70 üyesi bulunmuĢtur.  

Arabidopsis ve ıspanakta yapılan ekspresyon analizleri; sıcaklık, soğuk, kuraklık, 

kimyasal ve diğer koĢullar gibi çeĢitli çevresel stres koĢullarına karĢı hücresel 

cevabın oluĢmasında Hsp70 ifadesinin gerçekleĢtiğini göstermektedir [20, 24, 25]. 

 

Bitkilerde stres koĢulları altında Hsp70 iĢlevinin hücresel mekanizması tam 

olarak anlaĢılamamıĢtır.  Tütün‟de yapılan çalıĢmalar, protoplastta BiP‟in aĢırı 

ekspresyonu [26] UPR - uyarıcılı genlerin indüksiyonunu engellediği ve tunikamisin 

(kuvvetli katlanmamıĢ protein cevabı aktivatörü) uyarıcılı stres koĢullarına karĢı 

hücresel cevabı arttırdığı gözlenmiĢtir [27].  Bu durum BiP proteininin strese karĢı 

doğrudan hücreyi koruduğunu iĢaret etmektedir.  Bu sonuç su stresi ve tunikamisine 

maruz kalmayı takiben tütün bitkisinde BiP‟in aĢırı ifadesi ve baskılanması 

tarafından doğrulanmıĢtır.  Beklendiği gibi daha yüksek BiP seviyeli tütün bitkileri 

kontrol bitkilere kıyasla kuraklık ve tunikamisin stresine karĢı daha dayanıklıdır [28].  

Dolayısıyla bitki BiP proteini stres koĢullarında katlanmamıĢ protein cevabında 

gereklidir.  ÇeĢitli Hsp70 Ģaperon üyelerinin plazmodezma yoluyla virüs ve 

proteinlerin hücreden hücreye hareketinde olduğu gibi kloroplast ve mitokondriye 

[29] protein taĢınmasında gerekli olduğu rapor edilmiĢtir [30]. 
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Xiao-Ping Zhang ve Elzbieta Glaser, Hsp70 moleküler Ģaperonu ile bitki 

kloroplast ve mitokondri sinyal peptidin etkileĢimine ait bir model sunmuĢlardır [31].  

Diğer Ģaperonlarla iĢbirlikli çalıĢmada (çözünür asidik protein grubuna dâhil olan ve 

sinyal aktarım yollarının bileĢenleri arasındaki etkileĢimi düzenleyen proteinler) 

Sitosolik Hsp70 proteinleri, mitokondri ve kloroplast öncül proteinleri ile etkileĢime 

girer, onları açık konformasyonda tutarak taĢınmaya uyumlu hale getirir.  Hsp70‟ler 

öncül proteinlerin membran içerisinden taĢınmasında motor olarak 

kullanılabilmektedir. 

 

Genel Ģaperon iĢlevlerine ek olarak Hsp70‟ler diğer stres iliĢkili genlerin 

ifadesinde düzenleyici faktör olarak görev alırlar [32].  Isı Ģoku cevabında Hsp70 ve 

HSF arasındaki etkileĢim HSF arabuluculu transkripsiyonel aktivasyonda negatif 

düzenleyici mekanizma olarak önerilir [33].  Bu etkileĢim, trimerizasyonu ve 

HSF‟nin HSE‟ye (ısı Ģoku elementi) bağlanmasının engeller.  Bu sayede ısı Ģoku 

genlerinin HSF‟leri ile aktivasyonu bloklanır.  Ayrıca Hsp70 proteinleri, kinaz A, 

protein kinaz C ve protein fosfataz gibi sinyal dönüĢtürücülerin değiĢiminde 

gereklidir [34].  Bu açıdan Hsp70 Ģaperonlar hem stres koĢullarında hem de normal 

geliĢim koĢullarında sinyal dönüĢümünde birçok genin ifadesinin düzenlenmesinde 

geniĢ role sahiptir.  Maalesef Bitkilerde bu sinyal dönüĢüm mekanizması henüz 

aydınlatılmamıĢtır [9]. 

 

  

1.2.2 Şaperoninler (Hsp60) 

 

ġaperoninler, (Hsp60, E. coli GroEL homoloğu olan moleküler Ģaperon 

sınıfını ifade etmede kullanılan ilk terim) prokaryotlarda ve ökaryotların mitokondri 

ve kloroplastlarında bulunan moleküler Ģaperon sınıfıdır [5, 23].  ġaperoninler iki alt 

aileye ayrılır.  GroE Ģaperoninler (grup I) bakterilerde, mitokondri ve kloroplastta 

bulunur.  CCT Ģaperonları (t-kompleks polipeptid [TCP-1] içeren Ģaperonlar; Grup 
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II) ise Arkea‟da ve ökaryot sitosolünde mevcuttur [35].  ġaperoninler yeni 

sentezlenmiĢ veya yeni taĢınmıĢ proteinlerin olgun yapılarına kavuĢmasında oldukça 

önemli rollere sahiptirler [12, 14].  ġaperoninlerin yapıları ve iĢlevleri (özellikle 

Grup I Ģaperoninlerde) geniĢ ölçüde çalıĢılmıĢtır [5, 12, 14, 35, 36].  Prokaryotlarda 

Grup I Ģaperoninler iki ayrı aileden oluĢur, Ģaperonin 60 (Cpn60) ve yardımcı 

Ģaperon olarak Ģaperonin 10 (Cpn10).  Bu proteinler ATP‟ye ihtiyaç duymadan 

bağımsız olarak beraber çalıĢmaktadır.  

 

Hsp60 proteinleri, eĢ ya da yakın iliĢkili alt ünitelerin döngüsel olarak 

simetrik bir biçimde arka arkaya yığılmasıyla oluĢmuĢ çift halkalar Ģeklindedir [14].  

Grup I Ģaperoninler arasında birincil yapının oldukça korunmuĢ olması sebebiyle 

organellerde bulunan Ģaperoninlerin bakteriyel olanlarla benzer iĢlevlere sahip 

olduğu kabul edilmektedir.  Ancak önceki çalıĢmalar plastid Ģaperoninlerini diğer 

bakteriyel homologlarından ayıran yapısal ve fonksiyonel özelliğe sahip olduğunu 

göstermiĢtir [37].  Bitki kloroplast Ģaperoninleri iki ayrı polipeptidten oluĢur.  Bunlar 

sadece %50 aminoasit benzerliği gösteren Cpn60α ve Cpn60β‟dır.  Kloroplast 

Ģaperoninlerini karakterize eden bir diğer farklılık ise yardımcı Ģaperoninler ile 

yapısal iliĢkileridir [23].  Kloroplast yardımcı Ģaperoninler, iki adet GroES benzeri 

bakteriyel Cpn10‟un (GroES) yaklaĢık iki kat (20kDa) moleküler büyüklüğü olan 

domainlerden oluĢurlar.  Çift domainli yardımcı Ģaperoninlere ilave olarak 

Arabidopsis genomu en az bir normal büyüklükte Cpn10 içerir [38]. 

 

Grup I‟in tersine Grup II Ģaperoninler sekiz ya da dokuz halkasal üyeden 

oluĢurlar. Bu üyelerin her biri, birbiri ile iliĢkili fakat farklı genler tarafından 

kodlanmaktadır ve yardımcı Ģaperonlardan bağımsızdırlar.  CCT Ģaperoninleri aktin 

ve tübilinlerin katlanmasına yardım ederler [36]. 

 

Plastid Cpn60 proteini kodlama potansiyeline sahip olarak yedi Arabidopsis 

genomik dizisi tanımlanmıĢtır.  Bunlardan ikisinin Cpn60α alt ünitesini, dördünün ise 

Cpn60β alt ünitesini kodladığı görülmüĢtür.  Yedinci genomik dizi Cpn60β alt 
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ünitesi yalancı genine (pseudo gen) benzemektedir.  Dokuz Arabidopsis dizisinden 

ikisi ise CCT - δ‟ya karĢılık gelen CCT protein alt üniteleri α, β, γ, δ, ε, δ, ε ve ζ‟ya 

benzer proteinleri kodladığı tahmin edilmektedir [38]. 

 

Bitki Ģaperoninlerinin iĢlevsel karakterizasyonu oldukça sınırlıdır.  Bu 

yardımcı proteinlerin Rubisko gibi plastid proteinlerine eĢlik etmede önemli 

olduğuna inanılmaktadır [23, 39].  Mutasyona uğratılmıĢ Arabidopsis kloroplast 

Cpn60α‟nin, kloroplast geliĢiminde ve daha sonraki seviyede bitki embriyo ve tohum 

geliĢiminde bozukluklara yol açtığı rapor edilmiĢtir [40].  Antisens Cpn60 β 

transgenik tütün bitkisi ise geliĢimde yavaĢlama, çiçeklenmenin gecikmesi, 

yapraklarda sararma gibi Ģiddetli fenotipik değiĢiklikler göstermiĢtir.  LEN1‟in 

(Cpn60‟ı kodlayan gen) delesyonu Arabidopsis‟te hücre ölümünü tetiklemektedir 

[41]. Mangrov bitkisi Bruguiera sexangula‟dan CCTα, Grup II Ģaperonin, E. coli 

transformantlarında tuz ve osmotik strese karĢı etkilidir [42]. 

 

 

1.2.3 Hsp90 Ailesi 

 

Hsp90‟lar, bilinen substrat proteinlerinin çoğu streoid hormon reseptörleri ve 

sinyal kinazlar gibi transdüksiyon sinyal proteinleri olmaları yönüyle diğer pek çok 

Ģaperon proteinden ayrılırlar [43].  Hsp90‟ların temel rolleri protein katlanmasını 

yönetmektir [12, 44].  Fakat sinyal - transdüksiyon bağlantılarında, hücre 

döngüsünün kontrolünde, protein degredasyonu ve trafiğinde kritik görev 

almaktadırlar [45,46].  Ayrıca Arabidopsis ve Drosophila‟da stres adaptasyonu ve 

morfolojik geliĢimde rolleri vardır [47, 48].  Önceki çalıĢmalar Hsp90‟ın 26S 

proteozomla etkileĢime girdiğini ve proteozomun bakım ve montajında birincil rol 

oynadığını göstermiĢtir [49].  Hsp90 ATP‟ye ihtiyaç duyan moleküler Ģaperonların 

ana türlerinden biridir.  Total hücre proteinlerinin yaklaĢık %1 - 2‟sini oluĢturmasıyla 

hücrede en fazla bulunan proteinler arasındadır [12]. 
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ÇeĢitli bitki türlerinden sitosol, ER ve plastidde lokalize Hsp90 genleri izole 

edilmiĢtir.  Arabidopsis genomunda Hsp90 ailesinin yedi üyesi bulunmaktadır.  

AtHsp90 - 1, AtHsp90 - 2, AtHsp90 - 3 ve AtHsp90 - 4 sitoplazmik alt aileler iken 

AtHsp90 - 5, AtHsp90 - 6 ve AtHsp90 - 7‟nin ise sırasıyla plastid, mitokondri ve 

ER‟de lokalize olduğu düĢünülmektedir [50].  

 

Hsp90 proteinleri pek çok organizmada konstitütif olarak ifade edilmesine 

rağmen çoğunlukla stres cevabında ekspresyon seviyeleri artmaktadır.  

Drosophila‟da genetik mutasyonlarla veya Hsp90 inhibitörü jeldenamisin 

uygulamalarıyla iĢlevsel Hsp90 seviyesinin azalması geliĢimsel anormallikler ve 

morfolojik değiĢikliklere sebep olmaktadır [50, 51]. 

 

Hsp90 bağımsız Ģaperon aktivitesi gösterebilir ancak beraber foldozomları 

oluĢturdukları diğer proteinlerle ya da sitoplazmik Ģaperon heterokompleksleriyle 

beraber de aktivite gösterebilirler [44].  Hsp90, hormonsuz reseptörlerle kompleks 

oluĢturmuĢ en az altı proteinle etkileĢir.  Bu kompleksin oluĢması bir sonraki 

aĢamada hormon bağlanmasını gerektirir.  Ligand bağlanması ve CCH‟nin 

(sitoplazmik Ģaperon hetero kompleks)  ayrılmasından sonra hormon bağlı aktif 

reseptör transkripsiyon faktörü olarak iĢlev gösterir.  Ligand yokluğunda reseptörler 

yeni bir döngü baĢlatmak için Hsp70 ile etkileĢirler [44].  CCH‟deki yardımcı 

proteinler; stres70, Hip (Hsp70 etkileĢimli protein; p48), Hop (Hsp70 / Hsp90 

organizasyon proteini; p60 ya da Sti1p), DnaJ homoloğu, katlanma katalizleyici 

prolil - izomeraz (PPI) ve p23‟tür (mayada Sba1p).  CCH memeli sistemlerde 

karakterize edilmesine rağmen bitki hücreleri, in vitro memeli glukokortikoid 

reseptör aktivasyonu yeteneği olan CCH içermektedir.  Hsp70, Hsp90 ve FKBP - tip 

prolil - izomeraz, buğday CCH bileĢenleri olarak karakterize edilmiĢtir [52].  Mısır 

CCH‟ın DnaJ homoloğu ve siklofilin - tip prolil - izomeraz içerir.  Ancak memeli 

steroid hormon reseptörlerinin maya ve bitki homoloğu henüz rapor edilmemiĢtir ve 

bu hücrelerde CCH fonksiyonu için doğal hedefler henüz bilinmemektedir [8]. 
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1.2.4 Hsp100 / Clp Ailesi 

 

Hsp100 / Clp ailesi çok çeĢitli fonksiyonel özelliklere sahip geniĢ bir ATPaz 

süperfamilyasının üyeleridir [53, 54, 56].  Protein yığılması ya da yanlıĢ katlanmasını 

önleyici Ģaperon aktivitelerinden ziyade Hsp100 / Clp‟ler, protein çözünmesi ve / 

veya degredasyonunda görevlidir [9]. 

 

Hsp100 ailesi ilk olarak üyeleri düzenleyici ATPaz / Ģaperon (ClpA ve ClpX 

gibi) ve proteolitik ClpP‟den oluĢan iki alt üniteli olarak tanımlanmıĢtır [57].  Bu 

familya iki ana sınıfa ve bu sınıflar kendi içerisinde sekiz ayrı alt familyaya 

ayrılmaktadır.  Birinci sınıf üyeleri (A - D) iki nükleotid bağlanma domaini ( ATP 

bağlanma domaini) içeririler.  Ġkinci sınıfta ise (M, N, X, Y) [56] sadece bir adet 

nükleotid bağlanma domaini vardır.  Hsp100 / Clp proteinleri tipik olarak 

hekzamerik halkalardan meydana gelmiĢtir. 

 

Proteinlerin yığılmadan kurtulması mekanizması bir diğer ATP bağımlı 

Ģaperon sistemi olan Hsp70‟i gerektirir.  Hsp100 / Clp ailesi yığılmıĢ proteinlerin 

çözünmesini sağlar ve bu proteinlerin Hsp70 sistemi tarafından uygun 

konformasyonda katlanması için hazırlar [58, 59].  ClpP ile iliĢkili olduğunda 

Hsp100 proteinleri düzenleyici Ģaperon aktivite gösterirler.  Böylelikle ya tam olarak 

degredasyon sağlayarak [60] ya da katlanmamıĢ olarak salınımını gerçekleĢtirerek 

seçilmiĢ substrat proteinin nihai kaderini etkileyebilirler [61]. 

 

Hsp100 / Clp proteinleri Arabidopsis, soya fasülyesi, tütün, pirinç, mısır (Zea 

mays), lima fasülyesi (Phaseolus lunatus) ve buğday gibi pek çok bitki türünde 

tanımlanmıĢtır [42].  Diğer birçok Hsp / Ģaperonlar gibi, Hsp100 / Clp ailesi 

bitkilerde konstitütif olarak ifade edilir fakat ekspresyon seviyeleri geliĢimsel olarak 

düzenlenir ve ısı, soğuk, kuraklık, yüksek tuzluluk ve karanlığa bağlı etiolasyon gibi 

farklı çevresel tehditler tarafından uyarılır [47, 53, 64, 65]. 
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1.2.5 Küçük Hsp Ailesi 

 

sHsp‟ler düĢük molekül ağırlıklı ısı Ģoku proteinleridir (12-40 kDa).  

Bitkilerde diğer Hsp / Ģaperonlara kıyasla dizi benzerlikleri, hücre içi 

lokalizasyonları ve iĢlevleri bakımından daha fazla çeĢitlilik göstermektedirler [22, 

66].  Hem prokaryotik hem de ökaryotik organizmalarda ısı ve diğer stres koĢullarına 

karĢı hücresel cevabın oluĢmasında görevlidirler [23, 66].  α - kristallin (ACD) adı 

verilen ve omurgalılarda göz merceğinde bulunan α - kristallindeki bir domain ile 

iliĢkili olan C - terminaldeki 90 aminoasit uzunluğundaki yüksek oranda korunmuĢ 

bir bölge karakterisiktik özellikleridir [22, 66]. ACD‟ler buğday Hsp16.9‟un kristal 

yapısında ortaya çıkarılmıĢ ve dodekamer çift halkalar olarak ĢekillenmiĢ dimerlerin 

üçlü yapıları Ģeklinde organize olmuĢlardır [67]. 

 

sHsp‟ler tek baĢına substrat proteinin katlanmasını gerçekleĢtirebilme 

yeteneğine sahip değillerdir [68-71].  Bunun yerine muhtemel hidrofobik etkileĢimler 

yoluyla ham proteine bağlanırlar [72].  DnaK sistemi ya da ClpB / DnaK gibi 

sistemlerde, ATP - bağımlı protein katlanmasının gerçekleĢmesi için ham proteini 

stabilize eder ve protein yığılmasını engellerler [73]. 

 

Isı Ģoku proteinlerinin korunmuĢ beĢ ana ailesi arasında (Hsp70, Hsp60, 

Hsp90, Hsp100 ve sHsp), sHsp‟ler bitkiler aleminde en yaygın bulunanlarıdır [22].  

Bitkiler her biri farklı hücresel kompartmanda (sitosol, kloroplast, ER ve mitokondri) 

bulunan proteinleri kodlayan altı adet nükleer çoklu gen ailesi tarafından kodlanmıĢ 

sHsp‟leri sentezlemektedirler [66].  Arabidopsis‟te hücre içi lokalizasyonlarına ve 

dizi benzerliklerine göre 13 farklı sHsp, 6 sınıfta toplanmıĢtır.  Ayrıca ACD içeren 

proteinlerle homolojiye sahip bir ya da daha fazla bölge içeren multidomain 

proteinlerini kodlayan 6 açık okuma çerçevesi tanımlanmıĢtır [74].  Bitki 

sHsp‟lerindeki yüksek çeĢitlilik muhtemelen bitkilere özgü stres koĢullarına karĢı 

moleküler adaptasyonu yansıtmaktadır.  Elde edilen son veriler, sHsp‟ler ve strese 

karĢı tolerans arasında güçlü bağıntıyı iĢaret etmektedir.  Mısır sHsp‟lerinin (msHsp) 
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kompleks II ile iliĢkili enzimleri korumada baĢarısız olmalarına rağmen NADH: 

ubikinon oksidoredüktaz aktivitesini (kompleks I) koruyarak tuz stresi süresince 

mitokondriyel elektron taĢınmasını iyileĢtirdikleri gösterilmiĢtir [75]. 

 

  

1.3 Hsp / Şaperon Ağı 

 

Stres koĢulları süresince pek çok enzim ve protein yapısal ya da fonksiyonel 

olarak bazı zararlar görmektedir.  Bu nedenle proteinleri iĢlevsel 

konformasyonlarında tutmak, olgun olmayan proteinlerin kümelenmesini 

engellemek, denatüre olmuĢ proteinlerin tekrar üç boyutlu konformasyonel yapılarına 

kavuĢmalarını sağlamak, iĢlevsel olmayan zararlı polipeptid kalıntılarını ortadan 

kaldırmak bu koĢullar altında hücrenin hayatta kalabilmesi için oldukça önemlidir 

[9].  Hsp / Ģaperonların farklı sınıfları hücresel korumada birbirlerinin tamamlayıcısı 

olarak birlikte çalıĢmaktadır.  Bazı Hsp‟ler ise proteinlerin stres koĢullarından 

korunmasında örtüĢen görevlere sahiptirler. 

 

Hsp60, Hsp70 ve Hsp90 proteinleri spesifik substratlarının katlanmasında 

yardım eden ya da aktivitelerini düzenleyen yardımcı pek çok Ģaperonla etkileĢime 

girmektedirler [5, 12, 14, 44].  Hsp / Ģaperonların muhtemel fonksiyonları diğer pek 

çok organizmada geniĢ kapsamlı çalıĢılmıĢ olmasına rağmen bitkilerde bu proteinler 

hakkında çok az Ģey bilinmektedir [9].  Stres toleransı kazanmada direkt 

fonksiyonlarına ek olarak Hsp‟ler diğer hücresel mekanizmalarla etkileĢime girebilir 

ve hücresel yıkımı azaltmak amacıyla farklı komponentlerle sinerjik olarak 

fonksiyon gösterebilirler. 
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sHsp‟ler ham proteine bağlanır ve bu proteinlerin yığılmasını engeller.  

Böylece bir sonraki aĢamada Hsp70 / Hsp100 Ģaperon ailesi tarafından uygun 

konformasyonda katlanmasını sağlamak için substrat proteinin depolanmasını 

sağlarlar (ġekil 1.2).  Bu mekanizma E.coli‟den izole edilen IbpA ve IbpB‟de ve 

Synechocystis sp. PCC6803‟den izole edilen Hsp16.6‟da görülmüĢtür [73].  Farklı 

Ģaperon aileleri arasındaki iĢbirliği ısıya duyarlı E.coli mutantlarında plazmit 

kontrollü Ģaperon ekspresyonu kullanılarak doğrulanmıĢtır [76].  Bir diğer 

mekanizmada protein kümeleri Hsp100 / Clp ailesi Ģaperonlar tarafından çözünür ve 

daha sonra Hsp70 sistemi yardımıyla uygun konformasyonda katlanır.  ÇözünmüĢ 

proteinlerin olgun formlarına kavuĢmalarındaki en son basamak ise Hsp60 ailesi 

(GroEL - GroES) üyeleri tarafından tamamlanabilir [77].  Benzer araĢtırmalar bitki 

Ģaperonları için de rapor edilmiĢtir.  Örneğin (Pisum sativum) çam bitkisinden izole 

edilmiĢ Hsp18.1, ısı Ģoku ile denatüre olmuĢ proteinlere bağlanarak bir sonraki 

aĢamada Hsp70 / Hsp100 kompleksi tarafından uygun konformasyona kavuĢmasını 

sağlamak amacıyla katlanmaya yetenekli hale getirmektedir [68, 73]. 
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Şekil 1.2 Stres cevabında ısı Ģoku proteinleri [9] 

 

 



15 

 

1.4 Hsp / Şaperonlar ve Diğer Stres Cevabı Mekanizmaları  

 

Abiyotik stres koĢulları fizyoloji, biyokimyasal ve moleküler mekanizmaların 

dahil olduğu çoklu cevap mekanizmalarını uyarır.  Bitkilerde kazanılmıĢ stres cevabı, 

sıklıkla hücresel yıkımın engellenmesi ve iç dengenin tekrar kurulması için sinerjik 

ve koordine Ģekilde çalıĢan mekanizmaların sonucu olarak ortaya çıkmaktadır [7, 

78].  Hsp / Ģaperonlar hem stres koĢullarında hem de normal hücresel geliĢim 

koĢullarında oldukça önemli iĢlevlere sahiptirler.  Her geçen gün artan çalıĢmalar 

Hsp / Ģaperonların diğer stres cevabı mekanizmalarıyla etkileĢime girdiğini 

göstermektedir.  Ozmolitler ve uyumlu çözeltiler, ozmotik stres cevabında 

organizmada biriken düĢük molekül ağırlıklı gruplardır.  Mayada yapılan bir 

çalıĢmada [79] ozmolitlerin, denatüre olmuĢ proteinlerin kümelenmesini engellediği 

ve bu proteinleri moleküler Ģaperonlar tarafından tekrar aktive edileceği forma 

getirdiği tespit edilmiĢtir.  E. coli‟de çalıĢılmıĢ ozmolitlerin (glisin, betain, gliserol, 

prolin ve trehaloz) olgun proteinlerin karalılığını arttırarak ve polipeptid 

katlanmasına yardım ederek kimyasal Ģaperon görevi yapmaktadır [80].  Ġlkel 

kabuklu Arthemia franciscana’da trehaloz ve sHsp olan p26 termal stres süresince ve 

sonrasında sinerjik olarak görev yapmaktadır [81]. 

 

Ozmolitlere ek olarak Hsp70 ve Hsp90 Ģaperon ailesi üyelerinin ve yardımcı 

Ģaperon proteinlerinin nükleer hormon reseptöleri, tirozin- ve serin / treonin kinazlar, 

hücre döngüsü ve hücre ölümü düzenleyicileri gibi bazı sinyal molekülleri ile 

etkileĢime girdiği bulunmuĢtur [82].  Tiyol içeren moleküllerin redoks özellikleri, 

enzimlerin, reseptörlerin, transkripsiyon faktörlerinin aktivitesi ve yapılarının 

düzenlenmesinde, protein sentezi ve katlanması gibi hücresel fonksiyonları oldukça 

önemlidir.  Memelilerde sHsp‟lerin, stres koĢullarına karĢı korunmanın yanı sıra 

hücresel redoks tepkimelerinin düzenlenmesine katkıda bulunarak apoptosis gibi 

diğer hücresel fonksiyonların modülasyonunda da görev yaptığı bilinmektedir [83]. 

 

Yapılan çalıĢmaların çoğu bitkiler dıĢındaki diğer organizmalarda uygulanmıĢ 

olmasına rağmen aynı mekanizma bitkilerde de çalıĢılabilir.  Örneğin Arabidopsis‟te 
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[84] askorbat peroksidaz antioksidantlarının ısı Ģoku transkripsiyon faktörleri bağımlı 

ifadesi, HSF‟lerin sadece Hsp sentezinde değil ayrıca oksidatif streste antioksidant 

genlerinin ekspresyonunun düzenlenmesinde de gerekli olduğu gösterilmiĢtir. Dahası 

Arabidopsis‟de bazı Hsp genlerinin yüksek ıĢık altında uyarılması bu proteinlerin 

Ģaperon aktivitelerinin yanı sıra oksidatif cevaba dahil olduklarının göstergesidir [9, 

85]. 

 

 

1.5 Küçük Isı Şoku Proteinleri Hsp40’ların Yapısı ve İşlevi 

 

Hsp40‟lar, polipeptid konformasyonlarının düzenlenmesinde görevli küçük 

ısı Ģoku proteinlerinin yaklaĢık 40 kDa moleküler ağırlığa sahip alt ünitesidir.  

Normal geliĢim sıcaklıklarında (37 °C) DnaJ proteini hücrenin tüm 

kompartmanlarında düĢük konsantrasyonlarda bulunmaktadır.  Fakat ısı Ģoku 

durumunda molekülün sentezi artmakta ve bazı DnaJ proteinleri çekirdeğe 

yerleĢmektedir.  Isı Ģoku uyarımlı relokalizasyon özelliği Hsp70 ve Hsp26 

proteinlerinde de gözlenmektedir.  Bu nedenle DnaJ benzeri proteinler Hsp70 

proteinlerin çekirdekten salınımını gerçekleĢtirmektedirler.  Bir diğer muhtemel 

görevi ise çekirdek bileĢenlerine bağlanarak onları yığılma ve denatürasyona karĢı 

korumaktır. [86]  

 

DnaJ proteinleri çok çeĢitli üyeleriyle geniĢ bir aileye sahiptir.  Bu çeĢitlilik 

sürekli değiĢen çevre koĢullarına karĢı (ısı, sıcaklık, nem gibi) kolay adaptasyonun 

gerekliliğinden kaynaklanmaktadır.  Örneğin mayada 22, insanda 41 ve 

Arabidopsis’te en az 89 adet DnaJ proteini tanımlanmıĢtır [87].  Arabidopsis DnaJ 

proteinlerinin 26‟sının kloroplast hedefli sinyale sahip olduğu tahmin edilmektedir.  

Fakat bunlardan çok azı karakterize edilmiĢtir.  Yapılan çok az sayıdaki çalıĢmada 

kloroplast hedefli DnaJ proteinlerinin polipeptid katlanmasında ve degrede 

edilmesinde görev aldığı belirtilmiĢtir.  Ayrıca kloroplast hedefli DnaJ proteinlerinin 

pek çok fonksiyonu ve fizyolojik rolü henüz tam olarak açıklanabilmiĢ değildir [88]. 
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Hsp40 protein ailesi üyeleri tip I, tip II ve tip III olarak üç ana grupta 

sınıflandırılmıĢtır.  Hsp40 proteinlerinin bütün tipleri yaklaĢık 70 aminoasit 

uzunluğunda J - domaini içerirler.  J - domaini tip I ve tip II Hsp40 proteinlerinde N - 

terminalde bulunurken tip III Hsp40 ailesi üyelerinde protein dizisi içerisinde 

herhangi bir bölgede bulunabilmektedir.  J - domain, Hsp70‟e ait ATPaz domaini ile 

etkileĢime girerek ATPaz aktivitesini uyarır [15]. 

 

 

 

Şekil 1.3 Hsp40 protein çeĢitleri ve korunmuĢ bölgeleri. ġekil 15 nolu referanstan 

esinlenerek çizilmiĢtir [15] 

 

 

Tip I ve tip II Hsp40 proteinleri, C - terminalde lokalize peptid bağlanma 

domaini içerirler.  J - domaini, peptid bağlanma fragmentine tip I ve II‟de mevcut 

Glisin ve Fenilalanince zengin bölge sayesinde bağıntılıdır.  Tip I Hsp40 

proteinlerini Tip II‟den ayıran özellik Tip I‟de mevcut olan ve sayısı organizmaya 

göre değiĢiklik gösterebilen çinko parmak motifleridir [89-91].  TipIII Hsp40 
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proteinleri ise proteinin herhangi bir bölgesine yerleĢmiĢ J - domaininden ibarettir 

[92, 93]. 

 

 

1.5.1 Hsp40 Protein J – Domain Yapısı 

 

Ġlk çözülen J - domain yapısı E. coli Hsp40 DnaJ ve insan Hsp40 Hdj12 ait 

NMR solüsyon yapılarıdır [94-96].  Bu yapıları E. coli Hsc20, maya Pam16 gibi 

diğer Hsp40 proteinlerinden elde edilen J - domain kristal yapıları takip etmiĢtir [97-

100].  Bu yapılara göre Hsp40 J - domaini, dört adet sarmaldan (I - IV) ve II ile III. 

sarmallar arasına yerleĢmiĢ olan HIS - PRO - ASP motifinden meydana gelmektedir.  

Sentetik polipeptidler kullanılarak yapılan bağlanma inhibisyon deneyleri J - 

domainin N - terminal kısmının (I, II. Sarmal ve HIS – PRO - ASP motif) Hsp70 

ATPaz domaini ile etkileĢime girdiğini göstermiĢtir [101]. 
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Şekil 1.4 Hsp40 proteinine ait J - domain yapısı [117] 

 

 

1.5.2 Tip I ve Tip II Hsp40 Üyeleri Peptid Bağlanma Fragmentleri 

 

Tip I ve tip II Hsp40 proteinleri C - terminalde korunmuĢ peptid bağlanma 

domaini içermektedir.  Bu bölge ile öncül polipeptidler için ATP bağımsız moleküler 

Ģaperon aktivitesi gösterebilirler [6, 102].  Tip I ve tip II Hsp40 C - terminal 

fragmentleri arasındaki temel farklılık Tip I Hsp40 proteinlerinde bulunan çinko 

parmak motifleridir [103, 104].  Mevcut çinko parmak motifleri sayesinde Maya 

Hdj1 gibi tip I Hsp40 proteinleri tek baĢına protein yığılmasını baskılayabilirken tip 

II Hsp40 proteinleri bu amaç için Hsp70 proteinlerine ihtiyaç duymaktadır [105]. 
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Önceki çalıĢmalarda Saccharomyces cerevisiae‟den izole edilmiĢ tip II Hsp40 

proteini Sis1‟e ait peptid bağlanma fragmentinin kristal yapısı belirlenmiĢtir [103].  

Bu yapıya göre Sis1 iki adet monomerden meydana gelmiĢ bir homo - dimer yapısı 

gösterir.  Sis1 monomerleri ikiĢer adet eĢ katlanmalara sahip domainden 

oluĢmaktadır.  Her domain iki adet β tabaka içerir.  Sis1 monomerleri kısa bir C - 

terminal bölge sayesinde dimerize olurlar.  Bu dimerizasyon motifinde meydana 

gelen delesyonlar Ģaperon aktivitesinde çeĢitli eksikliklere neden olabilmektedir.  

Sis1 monomerleri, aralarında geniĢ bir yarık oluĢturarak U Ģeklinde dimerize yapı 

göstermektedirler.  Substrat polipeptide bağlanmada her iki monomerde bulunan 

domain 1‟deki hidrofobik çukurların etkili olduğu düĢünülmektedir (ġekil 1.5) [103]. 

 

Saccharomyces cerevisiae‟den izole edilen tip I Hsp40 Ydj1‟in kristal 

yapısına bakıldığında peptid bağlanma fragmentinin her bir monomeri üç adet 

domainden meydana geldiği görülmektedir.  Domain I, Domain III ile benzer 

katlanmalar gösterirken Domain II, iki adet çinko parmak motifi içermektedir.  

Substrat peptid ile etkileĢimin Domain I‟de bulunan ekstra β tabaka sayesinde 

gerçekleĢtiği sanılmaktadır [106]. 

 

 

 

Şekil 1.5 Maya tip II Hsp40 Sis1 proteinine ait peptid bağlanma fragmentinin kristal 

yapısı [117] 
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1.6 Hsp40 Protein ve Substrat Polipeptid Etkileşimi 

 

S. cerevisiae‟den izole edilmiĢ tip I Hsp40 Ydj1‟in kristal yapısında bağlı 

substrat peptid GWLYEIS motifi, Ydj1‟in peptid bağlanma fragmentinde bulunan β 

tabakasına anti - paralel konumlanmıĢ bir baĢka β tabakasını oluĢturur.  7 - mer 

subtrat peptid içerisinde altı amimoasit (GWLYEI) Ydj1‟e hidrojen bağları ile 

bağlanmaktadır.  Bu altı aminoasit içerisinde lösin aminoasiti temel etkileĢimi 

sağlamaktadır.  Bu aminoasitlerdeki hidrofobiklik tip I Hsp40 proteinlerinde oldukça 

iyi korunmuĢtur.  Bu hidrofobik aminoasitlerde meydana gelen mutasyonlar Ģaperon 

aktivitesinde ve supstrat polipeptide bağlanma etkinliğinde azalmaya sebep 

olabilmektedir [107]. 

 

 

1.7 Hsp40 – Hsp70 Şaperon Sistemi 

 

Hsp70 proteinleri bazı Arkea‟lar hariç yaĢayan tüm organizmalarda 

mevcuttur [108].  Hsp70 Ģaperonları, yeni sentezlenmiĢ proteinlerin katlanması, stres 

sonucunda degrede olmuĢ proteinlerin tekrar katlanması ve kalitesinin kontrolü, 

polipeptidlerin zardan taĢınması ve protein komplekslerinin oluĢturulması ya da 

ayrıĢtırılması gibi çeĢitli hücresel görevlere sahiptir [109].  Bu süreçte ki ilk adım 

Hsp70 proteine ait C terminalde bulunan bağlanma yarığında meydana gelen tanıma 

ve bağlanma reaksiyonlarıdır.  Bu amaçla Hsp40 J - domain Hsp70 ATPaz domaine 

bağlanır.  Bu bağlanma Hsp70 proteinin içsel ATPaz aktivitesini uyarır [110].  

Molekülün N - terminalindeki ATP hidrolizi, C - terminaldeki peptid bağlanma 

domaininde konformasyonel değiĢime neden olur.  N - terminal domaine ATP bağlı 

iken peptid bağlanma domaini substrat polipeptide düĢük afinite ile açık 

konformasyondadır.  ATP‟nin ADP‟ye hidrolizi ile peptid bağlanma domaini 

substrat polipeptide yüksek ilgiye sahip olduğu kapalı konformasyona geçer [111]. 

Hsp70‟in polipeptid bağlanması veya salınması döngüsünü gerçekleĢtirebilmesi için 

ATP - ADP değiĢiminin meydana gelmesi gereklidir.  Hsp70 ATPaz aktivitesi ATP - 

ADP değiĢimi ile de düzenlenmektedir.  Pek çok prokaryotik Hsp70 proteinde ATP / 
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ADP değiĢimi GrpE - tip nükleotid değiĢtirici faktör tarafından katalizlenir.  Fakat bu 

protein ökaryot organizmalarda mevcut değildir [112]. 

 

Hsp40‟a ait peptid bağlanma domaini substrat polipeptid ile etkileĢime 

girerek protein yığılmasını baskılar.  Hsp40 proteininin substrat polipeptide 

bağlanmasından sonra bu öncü proteinleri Hsp70‟e transfer ettikleri sanılmaktadır [6, 

102-104, 113].  Hsp40 proteinleri dimer olarak fonksiyon gösterir ve substrat 

polipeptide hidrofobik etkileĢimler sayesinde bağlanır.  Hsp40 proteinin bağlanması 

substrat polipeptidin Hsp70 proteini tarafından tanınması ve bağlanması için gerekli 

konformasyonu sağlamaktadır [103, 107, 113]. 

 

 

 

Şekil 1.6 Hsp40 - Hsp70 Ģaperon sistemi [114]  
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2.  MATERYAL VE METOD 

 

2.1 Biyoinformatik Analiz 

 

DnaJ geninin ve proteininin özellikleri hakkında bilgi edinmek için çeĢitli 

veri tabanlarındaki programlar kullanıldı.  

 

Zeytin Bitkisine ait cDNA kütüphanesinden alınan DnaJ geni nükleotid 

dizisinin neye benzediğini bulmak için NCBI veri tabanındaki BLAST (Basic Local 

Alignment Search Tool) [115] programının BLASTn veritabanında nükleotid 

dizisine benzerlik gösteren farklı bitki türlerine ait kayıtlar belirlendi.  cDNA dizisi 

kullanılarak BioEdit programındaki [116] Sorted Six-Frame Traslation fonksiyonu 

ile DnaJ geninin açık okuma çerçevesi (ORF) ve aminoasit dizisi bulundu.  

Aminoasit dizi ile NCBI veri tabanındaki BLAST (Basic Local Alignment Search 

Tool) [115] programının pBLAST sekmesi yardımıyla farklı bitki türlerinden DnaJ 

proteinlerine ait aminoasit benzerlikleri karĢılaĢtırıldı. 

 

DnaJ proteininin aktif bölgesini ve özelliklerini belirlemek için NCBI veri 

tabanındaki CDD (Conserved Domain Database) programı [117] kullanıldı.  DnaJ 

proteinin 3 - boyutlu yapısını ve korunmuĢ domain dizilerini belirlemek için ise 

Cn3D programından yararlanıldı [118-120]. 
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BioEdit programı [116] yardımıyla zeytin DnaJ cDNA‟sına ait nükleotid 

komposizyonu ile aminoasit dizisine göre aminoasit kompozisyonu belirlendi.  DnaJ 

geninin hem nükleotid hem de aminoasit dizisine göre zeytin çeĢitleri (Tablo 2.1) 

arasında farklılık gösterip göstermediği araĢtırıldı.  Bunun için DNA izolasyonu 

yapılan örneklerin REFGEN ticari firmasından (Ankara) gelen dizileme sonuçları 

BioEdit programında [116] iĢlenerek karĢılaĢtırıldı ve nükleotid farklılıkları analiz 

edildi.  Zeytin çeĢitleri arasındaki akrabalık derecelerini tespit etmek amacıyla 

BioEdit programı [116] ile hizalanan nükleotid dizisi kullanılarak PAUP programı 

[121] yardımı ile filogenik ağaç oluĢturuldu. 

 

Zeytin DnaJ proteinin translasyon sonrası özelliklerini anlamak için ExPASy 

web sayfasındaki (http://www.expasy.org) programlar kullanıldı.  Predator programı 

[122] ile DnaJ geninin hücre içi lokalizasyonu tahmin edildi.  DnaJ protein transit 

peptidin olup olmadığını belirlemek için TARGET-P programı [123] kullanıldı.  

Ayrıca proteinin hücre içi davranıĢlarının belirlenmesi için aynı sayfada bulunan 

SOSUI programından yararlanıldı [124]. 

 

 

2.2 Kullanılan Cam ve Plastik Malzemelerin Hazırlanması 

 

Bu çalıĢmada kullanılan pipet uçları, ependorf tüpleri, PCR tüpleri, cam 

malzemeler ve ısıya dayanıklı diğer malzemeler çalıĢmaya baĢlamadan önce 121 

°C‟de 20 dakika. süreyle 1 atmosfer basınçta otoklavlanarak steril edildi. 
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2.3 Polimorfizm Çalışmaları İçin Bitki Materyali Toplama 

 

Polimorfizm için toplanan zeytin (Olea europaea L.) çeĢitlerine ait yaprak 

örnekleri Edremit Zeytincilik Fidan Üretme Ġstasyonu‟nun zeytin bahçesinden temin 

edildi (Tablo 2.1).  Toplanan örnekler sıvı azot içerisinde laboratuara getirildi ve 

uzun süre muhafaza edebilmek için - 80 °C dolabına aktarıldı.  

 

 

2.4 DNA İzolasyonu 

 

DnaJ geni için zeytin (Olea europaea L.) çeĢitleri arasında nükleotid 

farklılıklarının olup olmadığını anlamak için Tablo 2.1‟deki zeytin çeĢitlerinden 

genomik DNA izolasyonunda Sigma firmasına (Taufkirchen, Almanya) ait Gen 

Elute Plant Genomic DNA Miniprep Kiti (Katalog No: G2N70-1KT) kullanıldı ve 

izolasyon kitin kullanma kılavuzu takip edilerek yapıldı.  Elde edilen gDNA‟ları 

kalıp olarak kullanarak gen özgül primerler (DnaJampF ve DnaJrev1) ile PCR 

reaksiyonları gerçekleĢtirildi.  PCR sonucunda tek bant elde ettiğimiz örnekler 

REFGEN (Ankara, Türkiye) isimli ticari firma aracılığıyla dizilendi. 

 

Tablo 2. 1 Toplanan zeytin çeĢitleri 

1) Ayvalık 2) Gordal 

3) Memeli 4) Memecik 

5) Domat 6) 0108 

7) UB1 8) Hojiblanca 

9) Picual 10) Ġzmir sofralık 

11) Kroneiki 12) Hermandos 

13) Uslu 14) Kiraz 



26 

 

Tablo 2. 1 (Devam) Toplanan zeytin çeĢitleri 

15) Çakır 16) Verdial 

17) Samanlı 18) 0308 

19) UB10 20) Negral 

21) UB3 22) Erkence 

23) Ascolano  24) Leccino  

25) Gordales 26) Edincik Su 

27) Karamürsel Su 28) Cormona 

 

 

2.5 Primer Dizaynı ve Sulandırması 

 

PCR deneylerimizde kullandığımız genlere özel primerler, Primer3 programı 

[125] ile dizayn edildi (Tablo 2.2).  Bu primerler yerli aracı Ģirketler yoluyla 

Integrated DNA Technologies (Leuvene, Belçika) firmasından temin edildi.  

Liyofilize haldeki primerler laboratuara geldikten sonra yaklaĢık 15 saniye 12000 

rpm‟de santrifüj yapılarak kuru çökeltinin tüpün dibinde toplanması sağlandı.  1 mL 

nükleazlardan arındırılmıĢ su ilavesini takiben 2 dakika alt - üst edildikten sonra 15 

saniye vorteks yapıldı.  Bu primerleri kullanıma hazır hale getirmek için 200 µL‟lik 

çalıĢma solüsyonları hazırlandı.  Bütün primerlere ait çalıĢma solüsyonlarının son 

konsantrasyonu 5 µM olarak ayarlandı.  Primerlerin çalıĢma solüsyonları uygun 

konsantrasyon hesaplamalarına göre hazırlandı (Tablo 2.3). 
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Tablo 2.2 PCR reaksiyonlarında kullanılan primerler, dizileri ve Tm değerleri. Altı 

çizili nükleotitler klonlama amaçlı primer dizilerine eklenen restriksiyon enzimi 

tanıma nükleotitlerini göstermektedir. 

 

 

Tablo 2.3 Primer çalıĢma solüsyonlarının hazırlanması 

Primerler Molaritesi Çalışma solüsyonu (200 µL) 

DnaJEcoR  5 µM 26.3 µL (38.1nm) primer + 173.7 µL distile su 

DnaJXba  5 µM 39.5 µL (25.3nm) primer + 160.5 µL distile su 

DnaJampF  5 µM 35.6 µL (28.1 nm) primer + 164.4 µL distile su 

DnaJampR 5 µM 33.3 µL (30 nm) primer + 166.7 µL distile su 

DnaJrtF 5 µM 40.2 µL (24.9 nm) primer + 159.8 µL distile su 

DnajrtR 5 µM 35.7 µL (28 nm) primer + 164.3 µL distile su 

DnaJintF 5 µM 10 µL (100 µM) primer + 190 µL distile su 

DnaJintR 5 µM 10 µL (100 µM) primer + 190 µL distile su 

DnaJrev1 5 µM 10 µL (100 µM) primer + 190 µL distile su 

DnaJrev2 5 µM 10 µL (100 mM) primer + 190 µL distile su 

DnaJint2F 5 µM 32 µL (31.3 nm) primer + 168 µL distile su 

Dnajint2R 5 µM 33.4 µL (29.9 nm) primer + 166.6 µL distile su 

 

Primerler Nükleotid dizileri (5’-3’) Tm 

DnaJEcoR CTTCAGTGAATTCAATGGCAA 56.6 °C 

DnaJXba CATCGATGTCTAGAGCGTAATAGAAAAA 54.8 °C 

DnaJampF AATCATACCTTGTGGAAGTACATGG 54.8 °C 

DnaJampR CTACAGTTGTAAGCAACACAGCATC 56.2 °C 

DnaJrtF ATGCTGAAGAGAAGTTTAAGG 54.7 °C 

DnajrtR TCAAATAATGACTCAAATAGATCAAAGG 52 °C 

DnaJintF AACTACCATCCTGATGTGAAC 54.4 °C 

DnaJintR ACTGGTCTCCCCTCATATTTCT 55.6 °C 

DnaJrev1 CCAAGCACAGTATAGTAATCT 56 °C 

DnaJrev2 TGAGTTATTGTATGATCCCAAT 52.3 °C 

DnaJint2F CTATACTGTGCTTGGTGTGTC 55.2 °C 

Dnajint2R TCAAATAATGACTCAAATAGAT 52.0 °C 
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2.6 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) 

 

PCR reaksiyonları 50 µL‟lik toplam hacim içerisinde gerekli komponentler 

belirli miktarlarda eklenerek (Tablo 2.4) uygun PCR programında gerçekleĢtirildi 

(Tablo 2.5).  Özellikle gDNA‟nın kalıp olarak kullanıldığı polimorfizm analizi ve 

intron tespiti için yapılan PCR reaksiyonlarında standart komponentlerin haricinde 

DMSO (dimetilsülfoksit) eklenmesinin verimi arttırdığı görüldü.  PCR programında 

eĢleĢme basamağı sıcaklığı primerlerin ortak çalıĢtığı sıcaklık belirlenerek yapıldı. 

 

 

Tablo 2.4 PCR komponentleri, kullanılan miktarlar ve konsantrasyonları 

Komponenetler  Miktar  Konsantrasyon 

Tampon çözelti  5 µL 10 X 

MgCl 3 µL 25 mM 

Primer F 5 µL 5 µM 

Primer R 5 µL 5 µM 

dNTP (2 mM) 5 µL 2.5 mM (her biri için) 

DMSO 2 µL - 

gDNA (kalıp genomik DNA) 1 µL - 

Taq Polimeraz 0.5 µL 5 ünite 

Distile su 23.5 µL - 

Toplam  50 µL - 

 

 

Tablo 2.5 PCR döngü koĢulları 

Basamak Sıcaklık Zaman Döngü 

Ön ısıtma 95 °C 1 dakika 1 

Denatürasyon 94 °C 30 saniye 

35 EĢleĢme 53 °C 45 saniye 

Sentez 72 °C 1 dakika 

Uzama 72 °C 5 dakika 1 

Saklama 4 °C 10 dakika - 
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2.7 Agaroz Jel Elektroforezi 

 

Agaroz jel elektroforezi için yerli firmalar aracılığıyla temin edilen Atto 

marka (Tokyo, Japonya) elektroforez sistemi kullanıldı.  Elektroforezde gerekli 

agaroz (Katalog No: A9539-100G), Sigma (Taufkirchen, Almanya) firmasından 

temin edilirken, TBE tampon çözelti için gerekli olan Tris - base (Katalog No: 0826-

500G) Amresco (Solon, OH) firmasından, borik asit (Katalog No: A0768,1000) ve 

EDTA (Katalog No: A5097,0250) Applichem (Darmstadt, Almanya) firmasından 

temin edildi.  TBE tampon çözeltisi hazırlamak için kullanılan bu bileĢenlerin 

miktarları Tablo 2.6‟da gösterilmiĢtir.  Zeytinden izole edilen gDNA ve RNA‟lar ile 

PCR örneklerinin yüklenmesi için %0.8‟lik agaroz jel hazırlandı.  Bu amaçla 0.4 g 

agaroz tartıldı ve 50 mL. TBE (0.5 X) tampon çözeltisi içerisine eklendi ve 

mikrodalga fırında kaynatılarak çözüldü.  KarıĢımın yaklaĢık 60 °C‟ye kadar 

soğuması için beklenen sürede elektroforez tankı ve taraklar DEPC‟li su ile yıkandı 

(özellikle RNA örnekleri için).  Soğuyan karıĢımın içerisine 0.5 µL EtBr (Etidyum 

bromid) ilave edilerek, önceden tarakları yerleĢtirilmiĢ jel kasetine döküldü.  Jel 

polimerleĢtikten sonra taraklar çekilerek çıkartıldı.  Böylece örnek yükleme 

kuyucukları oluĢturuldu.  Elektroforez tankına yerleĢtirilen jelin üzeri kaplanıncaya 

kadar TBE (0.5 X) tampon çözeltisi ile dolduruldu.  Ġlk kuyucuğa moleküler 

büyüklüğü belirlenmiĢ DNA standardı, Fermentas (Vilnius, Litvanya) GeneRuler™ 

1 kb Plus DNA Ladder (Katalog No: SM1333) yüklendi.  gDNA örnekleri için 5 µL 

gDNA‟ya 1 µL 6 X yükleme boyası ilave edilerek kuyucuklara yüklendi.  Örnekler 

120 V voltaj verilerek yaklaĢık 35 dakika yürütüldü.  DNA bantları, UV görüntüleme 

cihazında gözlendi ve fotoğrafları çekildi.  RNA örnekleri 3 µL RNA kalıbı, 2 µL 

distile su ve 1 µL 6 X yükleme boyası eklenerek agaroz jele yüklendi. 
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Tablo 2.6 Agaroz jel elektroforezinde kullanılan malzemeler 

Çözeltiler Kompozisyonu (1L için) 

TBE (5 X) Tampon Çözeltisi 

54 g Trizma –baz (Tris – base) 

27.5 g Borik Asit 

20 mL. 0,5 M EDTA ( pH:8) 

TBE (0.5 X) Tampon 

Çözeltisi 

100 mL TBE (5 X) 

900 mL distile su 

Yükleme boyası 

Fermentas GeneRuler™ DNA Ladders  

(Katalog No: SM0313) 

Marker 
Fermentas GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder               

(Katalog No: SM1333) 

 

 

2.8 Anlık Gösterimli (Real – time) PCR İçin Bitki Materyali Toplama 

 

Balıkesir merkezindeki ġekil 2.1‟de “var yılı” ve “yok yılı” olarak 

isimlendirilmiĢ zeytin ağaçlarından genin dokusal ve zamansal ekspresyon seviyesini 

belirlemek için çeĢitli doku örnekleri toplandı.  “Var yılı” ve “yok yılı” 

isimlendirmesi, zeytin bitkisinin sırasıyla çok meyveli ve az meyveli durumunu ifade 

etmektedir.  12 ay boyunca örnek toplama günlerine ait sıcaklık ve nem değerleri 

kaydedildi (Tablo 2.7).  Toplanan örnekler Balıkesir ili damızlık sığır yetiĢtiriciliği 

birliğinden temin edilen sıvı azot ile laboratuara getirilerek - 80‟ °C‟de muhafaza 

edildi. 
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Şekil 2.1 Dokusal ve zamansal ekspresyon seviyesinin belirlenmesinde kullanılan 

“var yılı” ve “yok yılı” ağaçları 

 

 

 

Şekil 2.2 Zeytin bitkisine ait farklı dokulardan örnek toplanması 

 

 

2.9 RNA İzolasyonu 

 

DnaJ geninin zamansal ve dokusal ekspresyon seviyelerini belirlemek için 12 

ay boyunca toplanan “var yılı” ve “yok yılı” zeytin ağaçları örneklerinden RNA 

izolasyonu yapıldı (Tablo 2.7).  Bu amaçla - 80 °C dolabında saklanan örnekler sıvı 

azot içerisinde tutularak mekanik parçalama için havanda toz haline getirildi.  Ezilen 

örneklerden RNA izole etmek için Sigma (Taufkirchen, Almanya) firmasına ait 
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Spectrum Plant Total RNA Kiti (Katalog No: STRN50-1KT) kullanıldı. Ġzolasyon 

kitin kullanma kılavuzu takip edilerek yapıldı.  Zeytin bitkisi yaprak örneklerinde 

izolasyon oldukça baĢarılı iken meyve dokuları ile yapılan izolasyonlar baĢarısız 

olduğu görüldü.  Bu nedenle meyve örnekleri için Qiagen firmasına (Qiagen, Hilden, 

Almanya) ait RNeasy Plant Mini Kit (Katalog No: 74904) kullanıldı ve izolasyon 

kitin kullanma kılavuzu takip edilerek yapıldı.  RNA örnekleri, gDNA‟dan 

arındırılarak saf RNA örnekleri elde etmek için DNaz ile muamele edildi.  Sigma 

(Taufkirchen, Almanya) marka RNA izolasyon kiti kullanılarak izole edilen RNA 

örnekleri, Sigma firmasına (Taufkirchen, Almanya) ait On-Column DNase I 

Digestion Set (Katalog No: DNASE70-1SET) ile Qiagen (Hilden, Almanya) marka 

RNA izolasyon kiti ile izole edilen meyve RNA örnekleri ise Qiagen firmasına 

(Hilden, Almanya) ait On-Column DNase Digestion with the RNase-Free Dnase 

Enzyme kiti (Katalog No: 79254) ile saflaĢtırıldı ve iĢlem protokollerine uygun 

Ģekilde gerçekleĢtirildi.  Ġzole edilen RNA‟ların verimlerini ölçmek için yukarıda 

belirtilen Ģekilde agaroz jel elektroforezi uygulandı.  Son olarak UV‟de 

görüntülenerek fotoğraflandı. 

 

 

2.10 DEPC’li Su Hazırlama 

 

RNA örneklerini nükleazlardan korumak için izolasyon yapılan ortamın, 

kullanılan pipetlerin ve elektroforez tanklarının temizlenmesi için DEPC‟li su 

kullanıldı.  DEPC‟li suyun hazırlanmasında Sigma firmasına (Taufkirchen, 

Almanya) ait DEPC (Katalog No: D5758) kullanıldı.  0.1 mL DEPC 100 mL suya 

eklendi ve alt üst edildi.  37 °C‟de 12 saat bekletildikten sonra 15 dakika otoklav 

yapılarak kullanıma hazır hale getirildi. 
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Tablo 2.7 Ekspresyon seviyelerini belirlemek için toplanan örnekler 

Tarih 
Sıcaklık 

Ortalama 

Nem 

Ortalama 
Örnekler 

19.08.2010 27 °C %55 

Yaprak (1.Ağaç) 

Meyve (1.Ağaç) 

Yaprak (2.Ağaç) 

22.09.2010 20 °C %61 

OlgunlaĢmamıĢ meyve (1.Ağaç) 

OlgunlaĢmıĢ meyve (1.Ağaç) 

Yaprak (1.Ağaç) 

OlgunlaĢmamıĢ meyve (2.Ağaç) 

Yaprak (2.Ağaç) 

19.10.2010 20 °C %71 

Yaprak (1.Ağaç) 

Pedisel (1.Ağaç) 

Meyve 

Yaprak (2.Ağaç) 

22.11.2010 7 °C %84 

Yaprak (1.Ağaç) 

Meyve (1.Ağaç) 

Yaprak (2.Ağaç) 

20.12.2011 11 °C %72 

Yaprak (1.Ağaç) 

Meyva (1.Ağaç) 

Yaprak (2.Ağaç) 

19.01.2011 2 °C %81 

Yaprak (1.Ağaç) 

Yaprak (2.Ağaç) 

Yaprak (3.Ağaç) 

21.02.2011 6 °C %63 
Yaprak (1.Ağaç) 

Yaprak (2.Ağaç) 

16.03.2011 12 °C %41 

Yaprak (1.Ağaç) 

Yaprak (2.Ağaç) 

Sürgün(3.Ağaç) 
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2.11 Reverse Transkriptaz - Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) 

 

RT-PCR, Fermentas firmasına (Vilnius, Litvanya) ait RevertAid™ First 

Strand cDNA Synthesis Kit (katalog no: K1622) kullanılarak yapıldı ve reaksiyon 

için kit protokolü takip edildi.  PCR reaksiyonları, 20 µL‟lik toplam hacim içerisinde 

Tablo 2.8‟deki komponentler belirtilen miktarlarda eklenerek gerçekleĢtirildi. 

 

 

Tablo 2.8 RT - PCR reaksiyonlarında kullanılan komponentler, konsantrasyonları ve 

PCR döngü koĢulları 

Bileşenler Miktar Konsantrasyon 

Kalıp RNA 5 µL - 

Oligo (dT)18 primer 1 µL - 

DEPC‟li su  6 µL - 

5 dakika 65 °C‟de inkübasyon 

Tampon çözelti çözelti 4 µL 5 X 

RNaz inhibitörü 1 µL 20 U / µL 

dNTP Mix 2 µL 10 mM 

Revers Transkriptaz 1 µL 200 U / µL 

60 dakika 42 °C‟de inkübasyon 

5 dakika 70 °C‟de inkübasyon 

 

 

2.12 Anlık Gösterimli (Real – time) PCR 

 

Zeytin bitkisine ait çeĢitli dokulardan izole ettiğimiz RNA örneklerinden RT - 

PCR ile elde edilen cDNA‟lar kalıp olarak kullanıldı ve anlık gösterimli (Real - time) 

PCR, Bioneer firmasına (Seoul, Korea) ait GreenStar qPCR PreMix (Katalog No: K-

6210) kiti kullanılarak gerçekleĢtirildi.  Anlık gösterimli PCR için gerekli 

malzemeler, kitin kullanma kılavuzunda belirtildiği Ģekilde ilave edilerek Tablo 

2.10‟daki döngü koĢullarında, Bioneer markalı anlık gösterimli PCR cihazı ile 

gerçekleĢtirildi.  Anlık gösterimli PCR reaksiyonları, her bir cDNA örneği için, hem 
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zeytin DnaJ geni hem de normalizör gen GAPDH‟e (GenBank eriĢim no: 

154260889) ait özgül primerler kullanılarak 3 tekrarlı olacak Ģekilde çalıĢıldı. 

 

 

Tablo 2.9 Anlık gösterimli (Real – time) PCR reaksiyonlarında kullanılan 

komponentler ve konsantrasyonları 

Bileşenler Miktar Konsantrasyon 

cDNA Kalıp 1 µL - 

Primer L 1 µL 5 μM 

Primer R 1 µL 5 μM 

DEPC‟li su 17 µL - 

GreenStar qPCR PreMix - - 

 

 

Tablo 2.10 Anlık gösterimli (Real – time) PCR döngü koĢulları 

Basamak Fonksiyon Sıcaklık Zaman Tekrar 

Basamak Ġnkübasyon 95 °C 5 dakika - 

Basamak Ġnkübasyon 94 °C 15 saniye - 

Basamak Ġnkübasyon 55 °C 15 saniye - 

Basamak Tarama - - - 

Basamak Ġnkübasyon 72 °C 15 saniye - 

Basamak 
Basamak 2‟ye 

dön 
- - 35 

Basamak Ġnkübasyon 72 °C 1 dakika - 

Basamak Ayrılma 70 °C - 94 °C 
Her 1 saniyede 

1 °C  
- 
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2.13 Standart Eğrinin Oluşturulması 

 

Standart PCR yöntemi ile çoğaltılmıĢ DnaJ cDNA‟sının konsantrasyonu 

spektrofotometrik ölçümler sonucunda 150 ng / μL olarak belirlendi.  Stanadart eğri 

elde etmek için Tablo 2.11„de gösterilen DnaJ PCR ürününe ait seyreltme serileri 

kullanılarak anlık gösterimli PCR reaksiyonları 3 tekrarlı olarak gerçekleĢtirildi. 

Standart eğriden elde edilen; 

 

   Y= - 0,2824X + 11,4722                                                                          (2.1) 

 

formülünden yola çıkarak GAPDH ve DnaJ genlerinin konsantrasyonları tespit 

edildi. 

 

 

Tablo 2.11 DnaJ genine ait dilüsyon serileri 

Dilution ng / μL g / μL Baz Çifti Kopya sayısı / μL 

1.00E+00 150 1.5E-07 1367 1.E+11 

1.00E+01 15 1.5E-08 1367 1.E+10 

1.00E+02 1.5 1.5E-09 1367 1.E+09 

1.00E+03 0.15 1.5E-10 1367 1.E+08 

1.00E+04 0.015 1.5E-11 1367 1.E+07 

1.00E+05 0.0015 1.5E-12 1367 1.E+06 

1.00E+06 0.00015 1.5E-13 1367 1.E+05 

1.00E+07 0.000015 1.5E-14 1367 1.E+04 

1.00E+08 1.5E-06 1.5E-15 1367 1000 

1.00E+09 1.5E-07 1.5E-16 1367 100 

1.00E+10 1.5E-08 1.5E-17 1367 10 
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2.14 Zeytin DnaJ Geninin Ekspresyon Vektörüne Klonlanması 

 

2.14.1 Sıvı Lauria Bertani (LB) ve Lauria Bertani Agar Hazırlanması 

 

500 mL Lauria Bertani (LB) veya LB agar hazırlamak için gerekli bileĢenler 

Tablo 2.12‟de belirtilen miktarlarda ilave edilerek 500 mL saf su ile çözüldü ve 121 

°C „de 20 dakika otoklavlandı.  55°C‟ye kadar soğutulan besi yerine Invitrogen 

firmasından (Carlsbad, CA) temin edilen zeozin (Katalog No: R25001) son 

konsantrasyon 25 μg / mL olacak Ģekilde eklenerek sıvı veya 25 mL‟lik hacimlerde 

katı besi yerleri hazırlandı. 

 

 

Tablo 2.12 Lauria Bertani sıvı ve agar besi yeri bileĢenleri 

LB Çözeltisi Kompozisyonu (500 mL için) 

Tripton 2.5 g 

Hefe Ekstraktı 1.25 g 

Sodyum klorid 2.5 g 

Agar Agar (Katı besiyeri için) 3.75 g 

Zeozin 125 μL 

 

 

2.14.2 Kompetan Hücre Hazırlanması 

 

ÇalıĢma kapsamında kullanılan E. coli DH10B ve DH5α suĢlarına ait 

kompetan hücreler kalsiyum - klorür metodu takip edilerek hazırlandı [126].  Bir 

gece önceden öze ile 5 mL LB besiyerine tek koloni seçilerek ekim yapıldı.  Sıvı 

kültür gece boyunca 210 rpm‟de çalkalanarak büyütüldü.  Hazırlanan kültür 

spektrofotometre‟de 600 nm dalga boyunda ölçülerek yoğunluğu belirlendi ve optik 

yoğunluk 600 nm‟de (OD600) 0.2 olacak Ģekilde tekrar 40 mL taze LB besiyerine 
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ekim yapıldı.  Optik yoğunluk 600 nm‟de 0.4 – 0.6 arasına ulaĢınca hücreler 4 °C‟de 

4000 rpm‟de 5 dakika santrifüj edilerek toplandı ve süpernatant uzaklaĢtırıldı.  Hücre 

pelleti 20 mL soğuk 0.1 M CaCl2 ilave edilerek çözüldü ve 30 dakika buzda 

bekletildi.  Sonrasında 4°C‟de 4000 rpm‟de 5 dakika santrifüj edildi ve çökelti 

(pellet) 5 mL 0.1 M CaCl2 ile çözülerek 1 - 4 saat arasında buzda bekletildi.  5 mL 

%40‟lık soğuk gliserol ilave edildikten sonra buz üzerinde soğutulmuĢ ependorflara 

50 μL olacak Ģekilde dağıtıldı ve - 80 °C‟de muhafaza edildi. 

 

 

2.14.3 Genin PCR İle Çoğaltılması 

 

Zeytin DnaJ geni restriksiyon endonükleazlar açısından incelendiğinde EcoRI 

ve XbaI resktriksiyon endonükleaz kesim bölgelerini içermediği gözlendi.  Bu 

nedenle genin, pPICZαC vektörünün EcoRI ve XbaI bölgesine klonlanması 

kararlaĢtırıldı.  Tüm genin PCR‟da amplifikasyonu için Primer3 programı [129] 

yardımıyla uygun primerler dizayn edildi.  ExpEcoR: (5‟-

CTTCAGTGAATTCAATGGCAATCATACC-3‟) ve ExpXba: (5‟-

TTTTTCTATTACGCTCTAGACATCGATG-3‟) primerlerinin 5‟uçlarına ilgili 

restriksiyon endonükleazlar için kesim bölgeleri ilave edildi (altı çizili bölgeler).  

Zeytin cDNA kütüphanesinde bulunan, Fermentas (Vilnius, Litvanya) firmasından 

temin ettiğimiz pJET1.2 / blunt (Katalog No: K1231) vektörüne klonlu DnaJ genini 

tam uzunlukta çoğaltmak için PCR reaksiyonu, 25 μL hacimde, 10 X Taq polimeraz 

tampon çözeltisi, 5‟ ve 3‟ primer, 2 μL DMSO, 3 μL gDNA ve 5 U / μL Taq 

polimeraz enzimi kullanılarak gerçekleĢtirildi.  Reaksiyon, termal cycler‟da Tablo 

2.13‟deki program kullanılarak yapıldı. 
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Tablo 2.13 PCR döngü koĢulları 

Basamak Sıcaklık Zaman Döngü 

Ön ısıtma  94 °C  5 dakika 1 devir 

Denatürasyon 94 °C  45 saniye 

35 devir Primer Bağlanma 50 °C  45 saniye 

Uzama 72 °C  2 dakika 

Son Uzama 72 °C  10 dakika 1 devir 

 

 

PCR ürünü, Sigma firmasına (Taufkirchen, Almanya) ait Gen Elute Gel 

Extraction Kiti (katalog No: NA1111-1KT) ile kullanma kılavuzu takip edilerek 

saflaĢtırıldı.  SaflaĢtırılmıĢ PCR ürünü, %0.8‟lik agaroz jelde Fermentas 

GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder (Katalog No: SM1333) ile yan yana 

kuyucuklarda yürütüldü ve miktarı tespit edildi. 

 

 

2.14.4 Zeytin DnaJ Geni ve pPICZαC Ekspresyon Vektörünün 

Restriksiyon Endonükleazlarla Kesilmesi 

 

Zeytin DnaJ gen ürününün, Invitrogen (Carlsbad, CA) firmasından temin 

edilmiĢ EasySelect Pichia Expression Kit (Katalog No: K1740-01) içinde mevcut 

pPICZαC ekspresyon vektörüne uygun çerçevede klonlanabilmesi için gen ürünü ve 

klonlama vektörü Fermentas firmasından (Vilnius, Litvanya) temin edilen 

FastDigest® EcoRI (Katalog No: FD027) ve FastDigest® XbaI (Katalog No: 

FD0684) restriksiyon endonükleazları ile kesim reaksiyonları gerçekleĢtirildi.  

Komponentler, Tablo 2.14‟de belirtilen miktarlarda eklenerek 37 C°‟de 30 dakika 

inkübe edildi.  Hem gen ürünü hemde ekspresyon vektörü için reaksiyonlar 30 μL‟lik 

toplam hacimlerde 5 ayrı mikrosantrifüj tüplerinde uygulandı.  
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FastDigest restriksiyon enzimleri ile yapılan kesim reaksiyonlarının düĢük 

verimlerde elde edilmesi sebebiyle Bioneer (Seoul, Korea) firmasına ait EcoRI (5 U / 

µL ) (Katalog No: E-1621) ve XbaI (5 U / µL ) (Katalog No: E-2151) enzimleri 

kullanılarak ayrı ayrı kesimler tekrarlandı.  Bunun için restriksiyon baĢına, DnaJ 

PCR ürünü ve ekspresyon vektöründen 1 µg DNA olacak Ģekilde kalıp eklenerek 30 

μL toplam hacimde Tablo 2.14„de belirtilen miktardaki bileĢenlerle ayrı ayrı 5‟er 

reaksiyon kuruldu.  37 °C‟de 2 saat inkübe edildikten sonra toplam hacmin 1 / 

10‟unu geçmeyecek Ģekilde 2 μL (5 U / µL) restriksiyon enzimi ve 2 μL 10 X 

tampon çözeltisi ilave edildi ve nükleaz içermeyen su eklenerek toplam hacim 50 

μL‟ye tamamlandı.  37 °C‟de bir gece inkübasyonun ardından restriksiyon ürünleri 

%0.8‟lik agaroz jelde yürütüldü ve jelden geri kazanılarak saflaĢtırıldı. 

 

 

Tablo 2.14 FastDigest çiftli kesim komponentleri ve miktarları 

Bileşen Miktar Konsantrasyon 

10X FastDigest tampon çözelti çözelti  3 μL - 

DnaJ PCR ürünü / pPICZαC ekspresyon vektörü 5 μL 150 ng / µL 

FastDigest EcoRI 1.5 μL  1 U / µL 

FastDigest XbaI 1.5 μL  1 U / µL 

Nükleaz Ġçermeyen Su 19 μL - 

TOPLAM 30 μL - 

 

 

2.14.5 Zeytin DnaJ Geni’nin pPICZαC Ekspresyon Vektörü’ne 

Ligasyonu 

 

EcoRI ve XbaI enzimleri ile kesilmiĢ zeytin DnaJ geni pPICZαC ekspresyon 

vektörünün aynı restriksiyon enzimleri ile kesilmiĢ klonlama bölgesine ligasyonu 

toplam 20 μL hacimde Fermentas (Vilnius, Litvanya) T4 DNA Ligaz, 5 U / μL 
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(Katalog No: EL001) kullanılarak yapıldı.  Ligasyon reaksiyonu 2 μL T4 DNA Ligaz 

tampon çözeltisi (10 X‟den), 1 μL T4 DNA ligaz (5 U / μL), 3 μL ekspresyon 

vektörü ve 14 μL gen ürünü kullanılarak 22 °C‟de 45 dakika olarak gerçekleĢtirildi. 

 

 

2.14.6 Rekombinant Ekspresyon Vektörünün E. coli DH10B Suşu 

Kompetan Hücresine Transformasyonu 

 

Zeytin DnaJ genini taĢıyan pPICZαC vektörü E. coli DH10B suĢu kompetan 

hücrelerine kimyasal yöntemle transforme edildi [126].  Transformasyon için, 3 μL 

ligasyon ürünü, - 80 °C dolabında muhafaza edilen 50 μL alıcı hücre içerisine ilave 

edildikten sonra 30 dakika buzda bekletildi.  Ġnkübasyon sonrasında hücreler 42 

°C‟de hazırlanan su banyosunda 1.5 dakika bekletilerek plazmitin hücre içerisine 

alınması sağlandı.  Isı Ģokunun ardından tüp içerisine 200 μL LB besiyeri (25 μg / 

mL zeozin içeren sıvı besi yeri) eklendi.  Alıcı hücreler iki saat çalkalayıcı 

inkübatörde bekletildikten sonra 250 μL LB agar katı besi yerine inoküle edildi.  

Transformasyon ürünlerinin ekildiği petriler 37 °C‟de bir gece inkübasyona bırakıldı. 

 

 

2.14.7 Rekombinat Kolonilerin Tespiti: Koloni PCR 

 

Ġnokülasyon sonrası petride büyüyen kolonilerden rastgele seçilerek koloni 

PCR reaksiyonları gerçekleĢtirildi.  Seçilen yüz koloniden her biri, 20 μL distile su 

içerisinde seyreltildi.  Bu seyreltik hücrelerden 3 μL zeozin‟li katı besiyerine ekilerek 

37 °C‟de bir gece inkübasyona bırakıldı.  2 μL‟si ise koloni PCR‟da kalıp olarak 

kullanıldı.  Koloniler, AOX primerleri kullanılarak yapılan standart PCR 
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reaksiyonları ile genin varlığı açısından tarandı.  PCR ürünleri %0.8 „lik agaroz jelde 

yürütüldü ve jel görüntüleme cihazında görüntülendi. 

 

 

2.14.8 Rekombinant pPICZαC Vektörünün İzolasyonu 

 

Koloni PCR sonucunda rekombinant olduğu düĢünülen kolonilerden plazmit 

DNA‟larını izole etmek amacıyla zeozinli (25 μg / mL) LB‟ye ekimler yapılarak 37 

°C‟de bir gece inkübe edildi.  Plazmit DNA‟sı Sigma firmasına (Taufkirchen, 

Almanya) ait Gen Elute HP Plazmit Miniprep Kiti (Katalog No: NA0150-1KT) 

kullanılarak izole edildi.  Ġzolasyonun ardından plazmit DNA ürünleri, klonlamada 

kullanılan restriksiyon enzimleri ile kesildi.  Kesim ürünleri %0.8‟lik agaroz jelde 

yürütülerek genin varlığı doğrulandı.  Ayrıca izole edilen plazmit DNA‟ları 

REFGEN (Ankara, Türkiye) aracılığıyla dizilendi.  Dizileme sonucunda pozitif 

sonuç veren klonlardan gliserol stoklar hazırlanarak - 80 °C dolabında muhafaza 

edildi. 
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3. BULGULAR 

 

3.1 Genomik DNA İzolasyonu ve PCR 

 

Farklı zeytin çeĢitlerinden (bkz. Tablo 2.1) izole edilen gDNA‟ların agaroz jel 

görüntüleri Ģekil 3.1‟de gösterilmiĢtir. 

 

 

 

Şekil 3.1 Genomik DNA örneklerine ait agaroz jel görüntüsü 

 

 

5 Kb 

1.5 Kb 



44 

 

 

3.2 İntron Tespiti 

 

DnaJ geninde intron bölgelerinin olup olmadığını belirlemek için geni tam 

uzunlukta çoğaltacak primerler (DnaJampF ve DnaJampR) ile hem gDNA‟dan hem 

de cDNA‟dan PCR yaptığımızda gDNA kalıplarından DnaJ genine ait bantlar elde 

edilemedi (ġekil 3.2).  Fakat cDNA‟dan 200 nükleotid çoğaltan primerler ile PCR 

yapıldığında 500 nükleotidlik bantlar elde edildi.  Bu nedenle intron bölgelerinin 

büyük olduğunu düĢünerek genin farklı kısımlarına has primerler dizayn edildi. 

 

 

 

Şekil 3.2 Genomik DNA ve cDNA'dan çoğaltılmıĢ PCR ürünlerinin agaroz jel 

görüntüsü 

 

 

ġekil 3.4 „de genin farklı bölgelerini çoğaltan primer çiftleri gösterilmiĢtir.  

Bu primerler geni 5‟uçtan 200 - 250 nükleotid çoğaltacak geri primerler, ortadan 

yaklaĢık 160 nükleotidlik bölgeyi çoğaltması beklenen primer çiftleri ve 3‟uça yakın 
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850 nükleotid çoğaltan özgül primerler Ģeklindedir.  DeğiĢik primer konbinasyonları 

ile PCR sonucunda cDNA‟ya göre 5‟uctan 200 – 250 nükleotitlik bir bölgeyi 

çoğaltan DnaJampF-DnaJrev1 primerleri ile genomik DNA‟dan yaklaĢık 1000 - 1500 

baz çifti büyüklüğünde DNA bantları elde edildi.  Aynı Ģekilde genin ortasından 800 

nükleotidlik kısmı çoğaltacak Ģekilde tasarlanan primerler ile 2 - 3 kb‟lık ürünler elde 

edildi.  DnaJrtF - DnaJampR primer çiftleri ise beklenen büyüklükte bantlar verdi. 

 

 

 

Şekil 3.3 Ġntron tespitinde farklı primer kombinasyonları kullanılarak elde edilen 

PCR ürünleri 1.DnaJEcoR - DnaJrev1, 2. DnaJEcoR - DnaJrev2, 3. DnaJampF - 

DnaJrev1, 4. DnaJampF - DnaJrev2, 5. DnajintF - DnaJintR, 6. DnaJrtF - DnaJampR, 

7. DnaJampF - DnaJrtR, 8. DnaJampF – DnaJampR 

 

 

Bu analizler sonucunda intron bölgeleri içerdiği sanılan bantlar dizilendi.  

Dizileme sonuçları Ģekil 3.4‟de gösterilmektedir.  Buna göre, genin 5‟uçuna yakın 

bölgede yaklaĢık 1 kb büyüklüğünde intron dizisi belirlendi.  3‟uçtan 1000 

nükleotid‟lik bir bölgenin dizileme sonuçlarında ise yaklaĢık 100 bç‟lik intron dizisi 

tespit edildi.  Diğer bölgenin 2 - 3 kb büyüklüğünde olması sebebiyle dizleme 

sonuçları verimli olarak elde edilemedi.  Fakat jel görüntülerine dayanarak bu 

bölgenin yaklaĢık 1,5 - 2 kb‟lık intron dizisi ihtiva ettiği düĢünülmektedir. 
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Şekil 3.4 Ġntron analizinde kullanılan primerlerin yerleĢimi ve intron bölgeleri 

 

 

3.3 Polimorfizm Analizi 

 

ġekil 3.5‟de, zeytin çeĢitleri arasında polimorfizim olup olmadığını araĢtırmak 

amacıyla gerçekleĢtirilen PCR ürünleri gösterilmektedir.  Polimorfizm tespiti için her 

bir çeĢitten gene has intron - ekzon bölgesi, intron analizinde de kullanılmıĢ 

DnaJampF-DnaJrev1 primerleri ile çoğaltıldı. 
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Şekil 3.5 Zeytin çeĢitlerine ait PCR ürünleri. 1.Ascolano, 2. Çakır, 3.Memecik, 4. 

Gordales, 5. Edincik Su, 6. Negral, 7. UB1, 8. Hojiblanca, 9. Erkence, 10. Ayvalık, 

11. 0308, 12. Karamürsel Su, 13. Ġzmir Sofralık, 14. Samanlı, 15. 0108, 16. UB10, 

17. UB3, 18. Hermandos, 19. Cormona, 20. Memeli, 21. Leccino, 22. Kiraz, 23. 

Domat, 24. Picual, 25. Uslu, 26. Koroneiki, 27. Gordal, 28, Verdial, 29, Kasım var, 

30. Gemlik  

 

ÇeĢitlere ait nükleotid dizileri BioEdit programı [116] ile hizalandı.  Dizileme 

sonuçlarına göre 400 bç‟lik bir bölgede 10 adet tek nükleotid polimorfizmlerine 

rastlanmıĢtır (Tablo 3.1).  Ayrıca Koroneiki, Çakır, Edincik Su, Gordales, Negral, 

Erkence, Samanlı, Memecik ve Karamürsel Su, Domat gibi çeĢitlerdeki pek çok 

heterozigot bölge tespit edilmiĢtir (Tablo 3.1) (ġekil 3.6). 
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ÇeĢitler arasında akrabalık iliĢkilerini gözlemlemek için PAUP programı 

[121] yardımıyla filogenetik ağaç oluĢturuldu (ġekil 3.7). 

 

 

 

Şekil 3. 6 Çakır çeĢitine ait kromotogramdaki heterozigot bölgeler 

 

 

Tablo 3. 1 Zeytin çeĢitlerindeki SNP noktaları ve heterozigot bölgeler 

Zeytin 

Çeşitleri 

Tek Nükleotid Polimorfizm (SNP) Noktaları 

100 161 261 292 327 328 331 351 412 433 

Ascolano T A T A G G A G A G 

Çakır 
T W 

(A/T) 

K 

(G/T) 

R 

(G/A) 

R 

(G/A) 

R 

(G/A) 

W 

(A/T) 

R 

(G/A) 

R 

(G/A) 

G 

Memecik 
T W 

(A/T) 

K 

(G/T) 

R 

(G/A) 

R 

(G/A) 

R 

(G/A) 

W 

(A/T) 

R 

(G/A) 

R 

(G/A) 

G 

Gordales 
Y 

(C/T) 

W 

(A/T) 

K 

(G/T) 

A R 

(G/A) 

R 

(G/A) 

A R 

(G/A) 

R 

(G/A) 

S 

(G/C) 

Edincik Su 
Y 

(C/T) 

W 

(A/T) 

K 

(G/T) 

A R 

(G/A) 

R 

(G/A) 

A R 

(G/A) 

R 

(G/A) 

S 

(G/C) 

Negral 
Y 

(C/T) 

W 

(A/T) 

K 

(G/T) 

A R 

(G/A) 

R 

(G/A) 

A R 

(G/A) 

R 

(G/A) 

S 

(G/C) 

UB1 T T G G A A T A G G 

Hojiblanca C T G A A A A A G C 

Erkence 
Y 

(C/T) 

T G R 

(G/A) 

A A W 

(A/T) 

A G S 

(G/C) 
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Tablo 3. 1 (Devam) Zeytin çeĢitlerindeki SNP noktaları ve heterozigot bölgeler 

Ayvalık T T G G A A T A G G 

0308 T T G G A A T A G G 

Karamürsel Su 
Y 

(C/T) 

T G R 

(G/A) 

A A W 

(A/T) 

A G S 

(G/C) 

Ġzmir Sofralık C T G A A A A A G C 

Samanlı 
Y 

(C/T) 

T G R 

(G/A) 

A A W 

(A/T) 

A G C 

0108 
T T G G A A T A G S 

(G/C) 

UB10 T T G G A A T A G G 

UB3 T T G G A A T G G G 

Hermandos T A T A G G A A A G 

Cormona C T G A A A A A G C 

Memeli C T G A A A A A G C 

Leccino C T G A A A A A G C 

Kiraz C T G A A A A A G C 

Domat 
Y 

(C/T) 

T G R 

(G/A) 

A A W 

(A/T) 

A G S 

(G/C) 

Picual T A T A G G A G A G 

Uslu C T G A A A A A G C 

Koroneiki 
T W 

(A/T) 

K 

(G/T) 

R 

(G/A) 

R 

(G/A) 

R 

(G/A) 

W 

(A/T) 

A R 

(G/A) 

G 

Gordal C T G A A A A A G C 

Verdial C T G A A A A A G C 
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Şekil 3.7 Zeytin çeĢitlerine ait neighbour - joining filogenetik ağaç 

 

 

3.4 Biyoinformatik Analiz 

 

3.4.1 BLAST Analizi 

 

Zeytin cDNA kütüphanesinde mevcut ck17 - 90 olarak isimlendirilmiĢ 

klonun NCBI veri tabanındaki BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) 

programı [115] nBLAST sekmesi ile yapılan analizin sonuçları ġekil 3.8‟ve ġekil 

3.9‟da gösterilmiĢtir. 
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Şekil 3.8 Ck17 - 90 klonunun BLAST analizi 

 

 

 

Şekil 3.9 BLAST ile tespit edilen benzer kayıtlar 
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Bu sonuçlara göre ck17 - 90 klonunun yüksek oranda DnaJ genine benzediği 

tespit edildi.  NCBI, pBLAST sekmesi ile yapılan analizin sonuçlarında ise gen 

ürününün hangi aileye ait olduğu belirlenmiĢ ve korunmuĢ bölgeleri 

gösterilmiĢtir.(ġekil 3.10). 

 

 

 

Şekil 3.10 Farklı türlere ait DnaJ proteinlerinin korunmuĢ bölgeleri 
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3.4.2 BioEdit Programı ile Yapılan Analizler 

 

Tahmini DnaJ geninin nükleotid kompozisyonu Ģekil 3.11‟de gösterilmiĢtir.  

Bu sonuçlara göre G - C içeriğinin %43.22, A - T yoğunluğunun ise %56.78 

oranında olduğu görülmektedir. 

 

 

 

Şekil 3.11 Ck17 - 90 klonunun nükleotid kompozisyonu 

 

 

ġekil 3.12, Zeytin DnaJ geni cDNA dizisinin açık okuma çerçevesini (ORF) 

göstermektedir.  Buna göre, zeytin tahmini DnaJ geni 433 aminoasit uzunluğunda bir 

proteine dönüĢmektedir.  Aminoasit kompozisyonu ġekil 3.13‟de gösterildiği gibidir. 



54 

 

 

Şekil 3.12 Zeytin DnaJ proteinine ait aminoasit dizisi 

 

 

 

Şekil 3.13 DnaJ proteinin aminoasit kompozisyonu 
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Farklı bitki türlerine ait DnaJ proteinlerinin hizalanması sonucunda J - 

domainini takip eden glisin / fenilalanin‟ce zengin bölge ile proteinin peptid 

bağlanma fragmentinde mevcut çinko parmak motifleri ġekil 3.14 „de gösterilmiĢtir. 

 

 

 

Şekil 3.14 ÇeĢitli bitki türlerinde mevcut DnaJ protein peptid bağlanma fragmentini 

oluĢturan aminoasit dizileri 
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3.4.3 ExPASy Analizleri 

 

ġekil 3.15, aminoasit dizisinin TMMOD Protein Topoloji Prediction 

programındaki analiz sonuçlarını göstermektedir.  Bu sonuçlara göre DnaJ gen 

ürününün transmembran proteini olmadığı tahmin edilmektedir. 

 

 

 

Şekil 3.15 Proteinin hücre içi yerleĢimi 
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TARGET - P programı analizlerde cTP ile gösterilen veri proteinin kloroplast 

transit peptid ihtiva ettiğini göstermektedir.  RC ifade edilen kısım analizin 

güvenilirliğini ölçmektedir.  1‟den 5‟e kadar derecelendirilmiĢ ölçekte değer 

düĢtükçe güvenilirlik artmaktadır.  ġekil 3.16‟ da görülen RC 1 değeri, analizin 

%80‟den fazla güvenilir olduğunu iĢaret etmektedir.  Ayrıca bu sonuçlar ExPASy 

web sayfasında mevcut farklı programlar ile desteklenmiĢtir (ġekil 3.17). 

 

 

 

Şekil 3.16 J-protein sinyal peptid analizi 

 

 

 

Şekil 3.17 DnaJ proteinin hücre içi lokalizasyonu 
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3.5 Dokusal ve Zamansal Ekspresyon Seviyesinin Belirlenmesi 

 

DnaJ geninin dokusal ve zamansal ekspresyon seviyelerinin tespiti için farklı 

dokulardan (bkz. Tablo 2.7) izole edilmiĢ RNA örneklerinin agaroz jel görüntüsü 

ġekil 3.18‟de gösterilmiĢtir. 

 

 

 

Şekil 3.18 Toplam RNA örneklerinin agaroz jel görüntüsü 

 

 

Standart eğri, konsantrasyonu bilinen dilüsyon serilerini kullanarak 3 tekrarlı 

çalıĢılan standartlara ait anlık gösterimli PCR sonucunda elde edilmiĢtir. (ġekil 3.19)  
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Şekil 3.19 Anlık gösterimli PCR analizlerinde kullanılan standart eğri 

 

 

12 ayda “var yılı” ve “yok yılı” ağaçlarından örnekler toplanmıĢ ve anlık 

gösterimli PCR sonucunda standart eğri baz alınarak normalizör gen GAPDH ile 

birlikte konsantrasyonlar hesaplanmıĢtır.  AĢağıdaki grafikler, zeytin bitkisinde 

konstitütif olarak ifade edilen normalizor gen GAPDH‟e göre farklı ay ve dokularda 

değiĢiklik göstermiĢ DnaJ mRNA düzeylerini göstermektedir.  
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Şekil 3.20 Zamansal ekspresyon grafiği 

 

 

 

Şekil 3.21 Dokusal ekspresyon grafiği 

 

  

K

A

T  

G

A

P

D

H 

K

A

T  

 

G

A

P

D

H 
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Şekil 3.22 Farklı meyve dokularında DnaJ ekspresyon seviyesi 

 

 

3.6 Ekspresyon Vektörü pPICZαC’ye Klonlama 

 

Biyokimyasal karakterizasyon çalıĢmalarının ilk basamağı DnaJ geninin 

pPICZαC ifade vektörüne klonlanmasıdır.  ġekil 3.23‟de bu amaçla gerçekleĢtirilen 

ligasyon sonuçları görülmektedir. 

 

 

K

A

T 

 

G

A

P

D

H 
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Şekil 3.23 Ligasyon ürünleri ve kontrolleri 

 

  

Geni taĢıyan pPICZαC ekspresyon vektörünün E.coli DH10B suĢuna 

transforme edilmiĢ ve kompatan hücreler zeozin‟li LB katı besiyerine ekilmiĢtir.  

ġekil 3.24 inkübasyonu takiben oluĢan kolonileri göstermektedir. 
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Şekil 3.24 Rekombinant plazmitleri içeren kolonilere ait petri görüntüsü 

 

 

Geni taĢıyan rekombinant kolonileri belirlemek amacıyla rastgele seçilen 

kolonilerden AOX primerleri ile PCR yapıldı.  ġekil 3.25‟de 10 farklı koloniden elde 

edilen PCR sonuçları verilmiĢtir.  9. koloni hariç diğer bantlarda boĢ vektördeki 600 

bç‟lik AOX bölgesinin çoğaldığı görülmektedir.  pPICZαC klonlama bölgesinde 

bulunan alkol oksidaz (AOX) içerisine klonlandığı düĢünülen gene ait 9. bant ise 

yaklaĢık 2 kb büyüklüğündedir. 
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Şekil 3.25 Koloni PCR ürünlerinin agaroz jel görüntüsü 

 

 

 

Şekil 3.26 Rekombinant plazmitin dizileme ile doğrulanması 

 

 

pPICZ’ye 

benzeyen 

bölge DnaJ’ye benzeyen bölge 
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9. koloniden plazmit izole edilerek restriksiyon kesimi ile klonlamanın 

baĢarılı olup olmadığı tespit edilmiĢtir.  ġekil 3.27‟de restriksiyon kesim sonucunda 

gene ait olduğu düĢünülen ve yaklaĢık 1.5 kb‟a karĢılık gelen bölgede bantlar olduğu 

görülmektedir.  Bu sonuçlar DnaJ klonlu vektörün dizilenmesi ile elde edilen veriler 

tarafından desteklenmektedir (ġekil 3.26).  

 

 

 

Şekil 3.27 Restriksiyon ürünlerinin agaroz jel görüntüsü 
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4.  SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Bitkilerde sıcaklık, tuzluluk, kimyasal toksitite, oksidatif stres gibi etkenler 

ciddi tehlikelere sebep olmaktadır.  Bu çevresel etkenler dünya çapında %50‟ye 

varan ürün kayıplarına yol açmaktadır.  Bitkiler bütün bu olumsuz koĢullarla baĢa 

çıkabilmek için çeĢitli adaptasyonlar geliĢtirmiĢlerdir.  Isı Ģoku proteinleri adı verilen 

yardımcı moleküller polipeptidlerin özgül fonksiyonel konformasyonlarına 

kavuĢması, yanlıĢ katlanmıĢ proteinlerin degrede edilmesi, hücre içerisine 

taĢınmasının yanı sıra ısı toksik maddeler ile azot ve su eksikliği gibi pek çok 

abiyotik stres koĢullarına karĢı hücresel cevabın oluĢturulmasında görevlidir [108]. 

 

Zeytin (Olea europaea L.), odunu ve meyvelerinin yanı sıra, yağından 

kozmetik sanayi ve tıp baĢta olmak üzere pek çok endüstriyel alanda faydalanılması 

sebebiyle yüksek ekonomik değere sahip bir bitki türüdür.  Bir tarım ülkesi olan 

Türkiye‟de de Akdeniz ve Ege baĢta olmak üzere çeĢitli bölgelerde yetiĢtiriciliği 

yapılmaktadır.  Bu nedenle, zeytine 500 - 1000 yıl yaĢayabilme yeteneği kazandıran 

abiyotik stres toleransında rol alan mekanizmanın aydınlatılması oldukça önemlidir. 

 

Isı Ģoku proteinleri E. coli ve mayadan insana prokaryot ve ökaryot pek çok 

organizmada çalıĢılmasına rağmen yüksek bitkilerde nispeten sınırlı sayıda 

çalıĢmaya rastlanmaktadır. 

 

GerçekleĢtirilen biyoinformatik analizler sonucunda (daha önce 

laboratuarımızda yapılmıĢ olan) kasım “var yılı” cDNA kütüphanesinden elde edilen 
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ck17 - 90 isimli klonun Ricinus communis, Populus trichocarpa, Oryza sativa, 

Arabidopsis lyrata gibi bitkilerdeki DnaJ genleriyle yüksek oranda benzerlik 

gösterdiği tespit edilmiĢtir.  ÇeĢitli programlar yardımıyla genin sentezlediği 

proteinin 433 aminoasit uzunluğunda olduğu görülmüĢtür.  Literatürde J - proteinin 

çeĢitli iĢlevlerinden dolayı hücre içerisinde kloroplast, mitokondri, ER gibi farklı 

organellerde lokalize olduğu belirtilmiĢtir [9].  Aminoasit komposizyonuna 

bakıldığında serin ve glisin gibi hidrofilik aninoasitlerin yanı sıra lösin ile valin gibi 

hidrofobik aminoasitlerin nispeten fazla olmasına bağlı olarak iki olasılık ön plana 

çıkmaktadır.  Bunlardan ilki zeytin DnaJ proteinin bir membran proteini 

olabileceğidir.  Diğer ihtimal ise bu proteinin hücre içerisinde, hidrofobik 

aminoasitlerin molekülün merkezinde yerleĢmiĢ kor bölgesini oluĢturduğu, hidrofilik 

aminoasitlerin ise yüzeyde bulunduğu, globüler bir protein olarak davranmasıdır.  

Nükleotid ve aminoasit dizileri kullanılarak çeĢitli programlar yardımıyla 

gerçekleĢtirilen analizlerde DnaJ proteinin kloroplast stromasında çözünmüĢ globüler 

bir protein olabileceği tahmin edilmiĢtir.  Arabidopsis ve Chlamydomonas 

reinhardtii gibi organizmalarda yapılan çalıĢmalarda kloroplast stroma ve tillakoid 

zarlarında DnaJ proteinlerine rastlanması [9, 108], elde edilen sonuçları destekler 

niteliktedir. 

 

Gen bankasından elde edilen farklı bitki türlerine ait J - proteinlerinin 

aminoasit dizileri hizalandığında kırmızı bayraklarla iĢaretlenen alanda çinko parmak 

motifleri görülmektedir (ġekil 3.14).  Burada ilginç olan nokta, diğer bitki türlerine 

ait peptid bağlanma fragmentleri dört adet çinko parmak motifi içerirken zeytin 

bitkisinde üçüncü çinko parmak motifinin bozulmuĢ olmasıdır.  Bir baĢka ifade ile 

diğer bitkilerde 4 adet çinko parmak motifi mevcut iken zeytin J-proteini 3 tane 

motife sahiptir.  Tip I DnaJ proteinlerini diğer tiplerden ayıran özellik C - terminal 

peptid bağlanma fragmentlerinde bulunan çinko parmak motifleridir.  Bu nedenle 

zeytin J - proteininin Tip I grubuna dahil olduğu düĢünülmektedir.  Dolayısıyla bu 

sonuçlar, zeytin tahmini J - proteinin Hsp70‟den farklı Ģaperon aktivitesine sahip 

olma ihtimalini düĢündürmektedir. 
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Ġntron bölgelerinin tespiti amacıyla değiĢik primer konbinasyonları 

kullanılarak yapılan PCR sonucunda bu genin toplamda yaklaĢık 3 kb büyüklüğünde 

en az 2 introna sahip olduğu tespit edilmiĢtir.  Genin 5‟ucuna yakın bölgede 

yerleĢmiĢ olan 1 kb büyüklüğündeki intron dizilenmiĢtir.  Fakat 3‟uca yaklaĢık 1000 

nükleotid uzaklıktaki intron ise 2 kb‟a yakın olması nedeniyle henüz 

dizilenememiĢtir.  Ancak zeytin DnaJ geninin laboratuarımızda çalıĢılan 8 farklı 

gene kıyasla en büyük intronu içerdiği görülmüĢtür. 

 

ÇalıĢmaların diğer bir basamağı zeytin çeĢitleri arasında polimorfizm olup 

olmadığını araĢtırmaktı.  30 farklı çeĢitten izole edilmiĢ gDNA‟lardan PCR ile 

çoğaltılan intron bölgeleri SNP analizlerinde kullanılmıĢtır.  Dizileme sonuçlarına 

göre 400 bç‟lik intron bölgesinde çok sayıda tek nükleotid polimorfizmlerine 

rastlandı.  Özellikle Koroneiki, Samanlı, Edincik Su, Karamürsel Su, Çakır 

çeĢitlerinde SNP‟lerin bulunduğu bölgede çok sayıda heterozigot nokta tespit 

edilmiĢtir. 

 

Önceki çalıĢmalarda DnaJ geninin konstitütif ifadesi, proteininin yüksek 

oranda korunmuĢ J - domainin yanı sıra çeĢitli uzunluklarda az korunmuĢ C - 

terminal domaine sahip olması sebepleri ile prokaryotlarda yakın türleri birbirinden 

ayırmada 16S‟lik rRNA genine alternatif filogenetik markır olarak kullanıldığı 

bilinmektedir [127].  Bitkiler aleminde ise, çoğunlukla 28, 18 ve 5,8S rRNA genleri 

arasına yerleĢmiĢ ITS bölgeleri bu amaçla kullanılmaktadır [127].  Zeytinde olduğu 

gibi genin korunmuĢ J - domainini kodlayan nükleotidler arasındaki polimorfik 

intron bölgeleri, bu genin bitkiler aleminde de filogenetik markır olarak 

kullanılabileceğini düĢündürmektedir.  Fakat bu konuda kesin verilere sahip olmak 

için daha fazla çeĢit üzerinde genin farklı bölgelerine ait detaylı çalıĢmalar yapılması 

gereklidir. 
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Zeytin DnaJ geninin dokusal ve zamansal ekspresyon seviyesindeki 

değiĢmelere bağlı olarak proteinin fonksiyonu hakkında fikir sahibi olabilmek 

amacıyla anlık gösterimli PCR çalıĢmaları gerçekleĢtirilmiĢtir.  12 ay boyunca “var 

yılı” ve “yok yılı” ağaçlarına ait yaprak dokularındaki ekspresyon analizlerinde 

Aralık ve Ocak aylarında gen ifadesinin arttığı gözlenmektedir (ġekil 3.20).  Isı Ģoku 

proteinlerinin sadece ekstrem sıcaklık stresinde değil aynı zamanda su stresi, 

tuzluluk, soğuk stresi ve oksidatif stres gibi koĢullarda da görev aldığı bilinmektedir 

[9].  Her ne kadar meyvedeki mRNA seviyelerinin çok altında olsa da anlık 

gösterimli PCR analizlerimiz zeytin DnaJ geninin soğuk stresinde daha fazla 

sentezlendiği sonucunu iĢaret etmektedir (ġekil 3.20).  Yaprak, çiçek, tomurcuk ve 

sürgün gibi dokularda ise DnaJ ifade seviyeleri arasında belirgin bir farklılığa 

rastlanmazken (ġekil 3.21) meyve dokusundaki analizlerde, mRNA seviyesinin çok 

yüksek olduğu ve meyve olgunlaĢması ile DnaJ mRNA ifadesi arasında pozitif 

korelasyon olduğu göze çarpmaktadır.  Özellikle kasım ayında toplanmıĢ olgun 

meyve örneklerinin gen ifadesi oldukça yüksektir (ġekil 3.22). 
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