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OZET

ZEYTIN TAHMINi DNAJ GENININ MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU

) Senay SUNGU
Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal

(Yiiksek Lisans Tezi / Tez Damsmani: Yard. Do¢. Dr. Ekrem DUNDAR)
Balikesir, 2011

Bu c¢aligmada zeytin bitkisinde (Olea europaea L.) kasim ay1r meyveli
yapraklardan olusturulmus cDNA kiitiiphanesinden izole edilen tahmini Dnald
geninin molekiiler analizi yapildi. Gen, gesitli biyoinformatik araglar yardimiyla
analiz edilerek niikleotid ve aminoasit kompozisyonlar1 ve acik okuma cercevesi
belirlendi. Ayrica proteinin korunmus bolgeleri ile hiicre igerisindeki lokalizasyonu
tahmin edildi. intron bolgelerinin tespiti amaciyla degisik primer kombinasyonlar
kullanilarak PCR reaksiyonlar1 gergeklestirdi.  Polimorfizm analizi igin zeytin
cesitlerine ait yaprak ornekleri Edremit Zeytincilik Fidan Uretme Istasyonu’nun
zeytin bahgesinden toplandi ve 6zgiil primerlerle PCR yapildi. Var yili1 ve yok yili
olarak isimlendirilmis zeytin agaclarindan 12 ay boyunca doku 6rnekleri toplanda.
Dokusal ve zamansal ekspresyon seviyesini belirlemek amaciyla ¢esitlerden RNA
izole edilerek anlik gosterimli (real - time) PCR c¢alismalar1 gergeklestirildi.
Analizler sonucunda tahmini DnaJ geninin 433 aminoasit uzunlugunda bir protein
kodladig: tespit edildi. Bu genin kodladig1 proteinin yiliksek oranda serin ve glisin
aminoasitleri ihtiva ettigi goriildii. Intron analizi sonucunda biri yaklasik 1 kb digeri
de yaklasik 2 kb biiyiikliigiinde 2 intron tespit edildi. 400 bg¢’lik bdlgede ¢ok sayida
tek niikleotid polimorfizmlerine rastlandi. Ozellikle Koroneiki, Samanli, Edincik su,
Karamiirsel Su, Cakir ¢esitlerinde SNP’lerin bulundugu bolgede heterozigot noktalar
tespit edildi. Anlik gosterimli (real — time) PCR analizleri zeytin DnaJ geninin
soguk stresinde gorevli olabilecegi sonucunu isaret etmektedir. Yaprak, cicek,
tomurcuk ve siirgiin gibi dokularda DnaJ geni ifade seviyeleri arasinda belirgin bir
farkliliga rastlanmazken meyve dokusundaki analizlerde ise ¢ok daha yiiksek
seviyelerde mRNA sentezinin oldugu ve meyve olgunlastikca mRNA miktarinin
arttig1 tespit edildi.

ANAHTAR SOZCUKLER: Zeytin, Dnal, 1s1 soku proteini, intron, anlik
gosterimli (real — time) PCR, polimorfizm analizi, SNP.



ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF OLIVE
PUTATIF DNAJ GENE

Senay SUNGU
Balikesir University, Institute of Science, Biology

MSc Thesis / Supervisor: Assistant Prof. Dr. Ekrem DUNDAR
Balikesir — Turkey, 2011

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, Karamiirsel Su and Cakir 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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1. GIRIS

Genom projesi biyolojik arastirmalarin rotasinin farkli bir yone kaymasina
sebep oldu. Bu alanda genomik, genomla ilgili aragtirmalar, proteomik,
organizmadaki proteinlerin tanimlanmasi ve karakterizasyonu, biyoinformatik,
biyolojik bilgilerin toplanmasi ve yorumlanmasi gibi yeni terimler ortaya ¢ikti [1].
Fakat genlerin niikleotid dizisine ait bilgiyi elde etmek genom projesinin son
basamagi degildi. Bir sonraki adim dizisi belirlenen bu genlerin sifreledigi
proteinlerin tanimlanmasi, fizyolojik dnemlerinin ve biyolojik islevlerinin kesfinin de

dahil oldugu oldukca genis alani kapsamaktadir [2].

1.1 Proteinlerin Katlanmasi ve Yigilmasi

Protein katlanmasi neredeyse son 50 yildir ¢alisiliyor olmasina ragmen yeni
sentezlenen polipeptide ait {i¢ boyutlu islevsel yapinin nasil belirlendigi biyolojide en
onemli problemlerden birini olusturmaktadir. Anfinsen’in 1972’de Nobel 6diiliinii
almasina yol agan in vitro protein katlanmasi ¢alismalari, birincil yapidaki aminoasit
dizisinin {i¢ boyutlu yapinin olusturulmasi igin gerekli bilgiyi tasidigini gostermistir
[3]. Bu galigmalar genellikle diisiik sicaklik, yiiksek protein diliisyonlar: gibi protein
yigilmasini engelleyen optimum kosullarda gerceklestirilmistir.  Fakat hiicresel
ortamda sicaklik ve pH kosullari, tuz konsantrasyonu ve ozellikle toplam protein
yogunlugu gibi kosullar dogru protein yapisinin olusturulmasini saglayan fizyolojik
yollarla yarigsma igerisindedir. ~ Ayrica translasyon polizom denilen pek c¢ok
ribozomun aymi mRNA {izerinde Ger¢ek zamanli ilerlemesi sonucu yeni
sentezlenmis polipeptidlerin  yogunlasmasi ile lokal kiimelenmeye egilimi

artmaktadir [4]. Biitiin bu istenmeyen kosullarla basa g¢ikabilmek i¢in hiicreler

1



molekiiler saperon adi verilen, yeni sentezlenmis ya da stres kosullar1 sonucunda
denatiire olmus proteinlerin fonksiyonel ii¢ boyutlu yapilarina kavusmasina yardim

eden enzim setlerini gelistirmislerdir [5, 6].

1.2 Is1 Soku Proteinleri

Ekstrem sicaklik, kuraklik, tuzluluk, kimyasal toksisite, oksidatif stres gibi
abiyotik stres kosullar1 ciddi ¢evresel tehditlere sebep olmaktadir. Diinya ¢apinda
abiyotik stres baslica iiriin kaybina ve mahsiilde %50°den fazla verim diismesine yol
acan birincil faktorlerdendir. Bu nedenle stres cevabinda ve stres toleransinda rol

alan molekiiler mekanizmay1 agiklamak olduk¢a 6nemlidir [7].

Cigekli bitkiler gibi kompleks 6karyotlarda, tek bir hiicrede yaklasik 5x10%
gen segici olarak ifade edilmektedir [8]. Biitiin bu genlerin protein triinleri hiicre
islevini belirlemektedir. Normal gelisim kosullar1 altinda ya da stres sonrasinda
denatiire olmus proteinlerin kaderi Hsp / saperon mekanizmasi tarafindan
belirlenmektedir. Fakat bu mekanizma ile ilgili pek ¢ok soru hala yanitlanamamuistir.
Ornegin hiicre igerisindeki kalabalik ¢evrede saperon proteinleri kendine o6zgii
substratini nasil tantyabilmektedir? Denatiire olmus bir proteinin katlanmasina ya da
bozunmasi i¢in hazirlanmasi sonucuna bu saperon proteinler nasil ve ne zaman karar

vermektedir? Hsp / saperon aginin merkezinde bir belirleyici faktor var midir [9]?

Pek ¢ok protein grubunun saperon aktivitesi tanimlanmistir. Dahas1 ¢ogu
molekiiler saperon stres proteinleridir ve orijinal olarak 1s1 soku proteini olarak
tanimlanmiglardir. Bu nedenle biitiin bu grup proteinler 1s1 soku proteini olarak
isimlendirilmiglerdir. ~ Ancak bu yardimci molekiiller sadece ekstrem sicaklik
stresinde degil su stresi, tuzluluk, ozmotik stres, soguk stresi ve oksidatif stres gibi

kosullara kars1 cevapta da rol almaktadir [10].



Is1 soku proteinleri ile ilgili yapilan pek ¢ok arastirma iyon taginmasi, serbest
radikallerin yok edilmesi, ileri embriyogenezde transkripsiyonel kontrolde gorev alan
protein ve faktorleri iceren temel mekanizmalarin aydinlatilmasina adanmistir [7].
Ancak sHsp’ler harig bitkilerde abiyotik strese cevapta rol alan diger Hsp’lerle ilgili

caligmalar nispeten sinirlidir [11].

Hsp’ler 5 temel aile igerisinde toplanmaktadir. Bunlar Hsp70 (DnaK) ailesi,
saperoninler (GroEL ve Hsp60), Hsp90 ailesi, Hsp100 / Clp ailesi ve kiigiik Hsp
ailesidir.  Bu ana ailelerin yaninda protein disiilfid izomeraz ve endoplazmik
retikulumda protein katlanmasinda gorev yapan calnexin / calreticulin gibi bazi
proteinler de saperon aktivitesine sahiptirler. Farkli smif saperon proteinler farkli
substrat proteinlere 6zgiilliikk gosterir. Bu siniflardan en iyi ¢alisilmis olanlar1 Hsp70

ve saperoninlerdir [9].

1.2.1 Hsp70 Ailesi

Hsp70 proteinleri, yardimci saperon proteinlerle beraber (Dnal / Hsp40,
GrpE) hemen hemen biitiin hiicresel kompartmanlarda protein katlanma siirecinin
biiyiik boliimiinde etkili olan hiicresel mekanizmay1 diizenler. Hsp70’ler normal
kosullarda ya da stres altinda olgun olmayan proteinlerin katlanmasma yardim
etmede ve proteinlerin kiimelenmesini engellemede temel fonksiyona sahiptirler [5,
12].  Ayrica membranlar arasmma ya da hiicresel kompartmanlara protein
tasinmasinda ve lizozom ile proteozomlara yonlendirilmesiyle kararsiz proteinlerin

degredasyonunun gergeklestirilmesi siireglerinde rol almaktadirlar [5].

Hsp70 ailesinin bazi iiyeleri konstitiitif olarak ifade edilirler. Dolayisiyla

yeni sentezlenmis polipeptidlerin katlanmasina ve bu proteinlerin gorev alacaklar
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hiicresel bolgelere tasinmasina yardimci olurlar. Diger iiyeler ise sadece organizma
cesitli gevresel saldirilara maruz kaldiginda sentezlenmektedir.  Bu nedenle
proteolitik degredasyon veya degrede olmus proteinlerin geri katlanmalar
siireclerine dahil edilmektedirler. Bunlara ek olarak bazi Hsp70 iiyeleri diizenleyici
proteinlerin biyolojik aktivitelerini kontrol etmede gorevlidirler ve transkripsiyona
miidahale eden 1s1 soku faktorlerinin negatif baskilayicilart olarak c¢alisirlar [5, 12,

13].

Protein yapisina baktigimizda Hsp70 proteinleri, yiiksek oranda korunmus N
- terminal ATPaz domaini ve C - terminal peptid baglanma domaininden
olugmaktadir (Sekil 1.1). Peptid baglanma - salinma dongiisii destek¢i sistem ile
birlikte Hsp70 proteinin i¢sel ATPaz aktivitesi ile bagintilidir [14].

ATPase korunmus

bileesi Peptit baglanma fragmenti

Hsp 70

Sekil 1.1 Hsp70 proteinlerinin korunmus bolgeleri [15]

Hsp70 ailesi iiyeleri, Escherichia coli Homologu DnaK ve Okaryotik
Hsp70’ler arasinda yaklasik %50 benzerlikle diger Hsp’lere kiyasla en yiiksek
oranda korunmus proteinler olarak belirlenmektedir.  Bitki stoplazmik stres70
proteinleri, memeli izologlari ile daha yakin iliskili iken mitokondriyal ve plastidik
proteinler prokaryotik stres70’lere benzemektedir [8]. Ancak fonksiyonel 6zellikleri

ve yapi benzerliklerine gore cesitli protein setleri (memeli sitosolik Hsp110, maya



SSE proteinleri ve onlarin ER’deki kopyalar1 ve Grp170 memeli ortologlar1 gibi)
Hsp70 proteinlerinin alt ailesi olarak tanimlanmaktadir [16-19]. Her bir Hsp70
protein grubunun gorevleri, lokalize olduklar1 hiicresel kompartmanlara [12, 13],
farkli gelisim seviyelerindeki ifade farkliliklarina [20] ya da Hsp70’in iliskili oldugu
protein setleri ile 6zgiil etkilesimlerine bagl olarak belirlenir [21]. Ornegin sitosolik
Hsp70, protein yigilmasini engeller ve yeni sentezlenmis proteinlerin katlanmasina
yardim ederken ER Bip protein, mitokondriyal ve kloroplastik Hsp70 proteinleri,

onciil proteinlerin tasinmasinda gorevlidir [9].

Bitkilerde farkli tiirlerden pek ¢ok Hsp70 proteinleri tanimlanmustir [22, 23].
Arabidopsis genomunda Hsp70 ailesi iiyelerini kodlayan en az 18 farkli gen
bulunmustur [20, 24]. Bunlardan 14’1 DnaK alt ailesine, 4’#i ise Hsp110 / SSE alt
ailesine dahildir. Ispanak genomunda ise an az 12 Hsp70 iiyesi bulunmustur.
Arabidopsis ve 1spanakta yapilan ekspresyon analizleri; sicaklik, soguk, kuraklik,
kimyasal ve diger kosullar gibi cesitli cevresel stres kosullarina karsi hiicresel

cevabin olusmasinda Hsp70 ifadesinin gergeklestigini gostermektedir [20, 24, 25].

Bitkilerde stres kosullar1 altinda Hsp70 islevinin hiicresel mekanizmasi tam
olarak anlasilamamistir.  Tiitlin’de yapilan ¢aligsmalar, protoplastta BiP’in asir1
ekspresyonu [26] UPR - uyaricili genlerin indiiksiyonunu engelledigi ve tunikamisin
(kuvvetli katlanmamis protein cevabi aktivatorii) uyaricili stres kosullarna karsi
hiicresel cevabi arttirdigi goézlenmistir [27]. Bu durum BiP proteininin strese karsi
dogrudan hiicreyi korudugunu isaret etmektedir. Bu sonug su stresi ve tunikamisine
maruz kalmayi takiben tiitlin bitkisinde BiP’in asir1 ifadesi ve baskilanmasi
tarafindan dogrulanmistir. Beklendigi gibi daha yiiksek BiP seviyeli tiitiin bitkileri
kontrol bitkilere kiyasla kuraklik ve tunikamisin stresine kars1 daha dayaniklidir [28].
Dolayisiyla bitki BiP proteini stres kosullarinda katlanmamis protein cevabinda
gereklidir.  Cesitli Hsp70 saperon iiyelerinin plazmodezma yoluyla virlis ve
proteinlerin hiicreden hiicreye hareketinde oldugu gibi kloroplast ve mitokondriye

[29] protein tasinmasinda gerekli oldugu rapor edilmistir [30].



Xiao-Ping Zhang ve Elzbieta Glaser, Hsp70 molekiiler saperonu ile bitki
kloroplast ve mitokondri sinyal peptidin etkilesimine ait bir model sunmuslardir [31].
Diger saperonlarla isbirlikli ¢alismada (¢oziiniir asidik protein grubuna dahil olan ve
sinyal aktarim yollarinin bilesenleri arasindaki etkilesimi diizenleyen proteinler)
Sitosolik Hsp70 proteinleri, mitokondri ve kloroplast onciil proteinleri ile etkilesime
girer, onlar1 agik konformasyonda tutarak taginmaya uyumlu hale getirir. Hsp70’ler
onciill  proteinlerin  membran  igerisinden  taginmasinda  motor  olarak

kullanilabilmektedir.

Genel saperon islevlerine ek olarak Hsp70’ler diger stres iliskili genlerin
ifadesinde diizenleyici faktor olarak gorev alirlar [32]. Isi soku cevabinda Hsp70 ve
HSF arasindaki etkilesim HSF arabuluculu transkripsiyonel aktivasyonda negatif
diizenleyici mekanizma olarak Onerilir [33]. Bu etkilesim, trimerizasyonu ve
HSF’nin HSE’ye (1s1 soku elementi) baglanmasinin engeller. Bu sayede 1s1 soku
genlerinin HSF’leri ile aktivasyonu bloklanir. Ayrica Hsp70 proteinleri, kinaz A,
protein kinaz C ve protein fosfataz gibi sinyal doniistiiriiciilerin degisiminde
gereklidir [34]. Bu agidan Hsp70 saperonlar hem stres kosullarinda hem de normal
gelisim kosullarinda sinyal doniisiimiinde bir¢cok genin ifadesinin diizenlenmesinde
genis role sahiptir. Maalesef Bitkilerde bu sinyal doniisiim mekanizmasi heniiz

aydilatilmamistir [9].

1.2.2 Saperoninler (Hsp60)

Saperoninler, (Hsp60, E. coli GroEL homologu olan molekiiler saperon
siifin1 ifade etmede kullanilan ilk terim) prokaryotlarda ve dkaryotlarin mitokondri
ve kloroplastlarinda bulunan molekiiler saperon sinifidir [5, 23]. Saperoninler iki alt
aileye ayrilir. GroE saperoninler (grup 1) bakterilerde, mitokondri ve kloroplastta

bulunur. CCT saperonlar1 (t-kompleks polipeptid [TCP-1] iceren saperonlar; Grup
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I1) ise Arkea’da ve Okaryot sitosoliinde mevcuttur [35].  Saperoninler yeni
sentezlenmis veya yeni taginmis proteinlerin olgun yapilarina kavugmasinda oldukga
onemli rollere sahiptirler [12, 14]. Saperoninlerin yapilar1 ve islevleri (6zellikle
Grup I saperoninlerde) genis dlgiide ¢alisilmustir [5, 12, 14, 35, 36]. Prokaryotlarda
Grup I saperoninler iki ayr1 aileden olusur, saperonin 60 (Cpn60) ve yardimci
saperon olarak saperonin 10 (Cpnl0). Bu proteinler ATP’ye ihtiya¢ duymadan

bagimsiz olarak beraber ¢alismaktadir.

Hsp60 proteinleri, es ya da yakin iligkili alt iinitelerin dongiisel olarak
simetrik bir bi¢imde arka arkaya yigilmasiyla olusmus cift halkalar seklindedir [14].
Grup I saperoninler arasinda birincil yapinin olduk¢a korunmus olmasi sebebiyle
organellerde bulunan saperoninlerin bakteriyel olanlarla benzer islevlere sahip
oldugu kabul edilmektedir. Ancak Onceki ¢alismalar plastid saperoninlerini diger
bakteriyel homologlarindan ayiran yapisal ve fonksiyonel 6zellige sahip oldugunu
gostermistir [37]. Bitki kloroplast saperoninleri iki ayr1 polipeptidten olusur. Bunlar
sadece %50 aminoasit benzerligi gosteren Cpn60a ve Cpn60p’dir.  Kloroplast
saperoninlerini karakterize eden bir diger farklilik ise yardimci saperoninler ile
yapisal iligkileridir [23]. Kloroplast yardimci saperoninler, iki adet GroES benzeri
bakteriyel Cpnl0’un (GroES) yaklasik iki kat (20kDa) molekiiler biiyiikliigii olan
domainlerden olusurlar.  Cift domainli yardimci saperoninlere ilave olarak

Arabidopsis genomu en az bir normal biiyiikliikte Cpn10 igerir [38].

Grup P’in tersine Grup Il saperoninler sekiz ya da dokuz halkasal {iyeden
olusurlar. Bu fiyelerin her biri, birbiri ile iliskili fakat farkli genler tarafindan
kodlanmaktadir ve yardimci saperonlardan bagimsizdirlar. CCT saperoninleri aktin

ve tlibilinlerin katlanmasina yardim ederler [36].

Plastid Cpn60 proteini kodlama potansiyeline sahip olarak yedi Arabidopsis
genomik dizisi tanimlanmistir. Bunlardan ikisinin Cpn60a alt {initesini, dordiiniin ise

Cpn60pB alt iinitesini kodladigr goriilmiistiir. Yedinci genomik dizi Cpn60p alt



tinitesi yalanci genine (pseudo gen) benzemektedir. Dokuz Arabidopsis dizisinden
ikisi ise CCT - (’ya karsilik gelen CCT protein alt tiniteleri a, B, v, 6, €, {, n ve 0’ya
benzer proteinleri kodladigi tahmin edilmektedir [38].

Bitki saperoninlerinin islevsel karakterizasyonu olduk¢a smirhdir. Bu
yardimc1 proteinlerin Rubisko gibi plastid proteinlerine eslik etmede Onemli
olduguna inanilmaktadir [23, 39]. Mutasyona ugratilmis Arabidopsis kloroplast
Cpn600.’nin, kloroplast gelisiminde ve daha sonraki seviyede bitki embriyo ve tohum
gelisiminde bozukluklara yol agtigi rapor edilmistir [40]. Antisens Cpn60 [
transgenik tiitiin bitkisi ise gelisimde yavaslama, c¢iceklenmenin gecikmesi,
yapraklarda sararma gibi siddetli fenotipik degisiklikler gostermistir. LENZL’in
(Cpn60’1 kodlayan gen) delesyonu Arabidopsis’te hiicre 6limiinii tetiklemektedir
[41]. Mangrov bitkisi Bruguiera sexangula’dan CCTa, Grup II saperonin, E. coli

transformantlarinda tuz ve osmotik strese karsi etkilidir [42].

1.2.3 Hsp90 Aiilesi

Hsp90’lar, bilinen substrat proteinlerinin ¢ogu streoid hormon reseptorleri ve
sinyal kinazlar gibi transdiiksiyon sinyal proteinleri olmalar1 yoniiyle diger pek ¢ok
saperon proteinden ayrilirlar [43]. Hsp90’larin temel rolleri protein katlanmasini
yonetmektir [12, 44]. Fakat sinyal - transdiiksiyon baglantilarinda, hiicre
dongiisiinlin  kontroliinde, protein degredasyonu ve trafiginde kritik gorev
almaktadirlar [45,46]. Ayrica Arabidopsis ve Drosophila’da stres adaptasyonu ve
morfolojik gelisimde rolleri vardir [47, 48]. Onceki ¢alismalar Hsp90’in 26S
proteozomla etkilesime girdigini ve proteozomun bakim ve montajinda birincil rol
oynadigini gostermistir [49]. Hsp90 ATP’ye ihtiyag duyan molekiiler saperonlarin
ana tiirlerinden biridir. Total hiicre proteinlerinin yaklasik %1 - 2’sini olugturmasiyla

hiicrede en fazla bulunan proteinler arasindadir [12].
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Cesitli bitki tiirlerinden sitosol, ER ve plastidde lokalize Hsp90 genleri izole
edilmistir.  Arabidopsis genomunda Hsp90 ailesinin yedi {iyesi bulunmaktadir.
AtHsp90 - 1, AtHsp90 - 2, AtHsp90 - 3 ve AtHsp90 - 4 sitoplazmik alt aileler iken
AtHsp90 - 5, AtHsp90 - 6 ve AtHsp90 - 7’nin ise sirasiyla plastid, mitokondri ve
ER’de lokalize oldugu diisiiniilmektedir [50].

Hsp90 proteinleri pek ¢ok organizmada konstitiitif olarak ifade edilmesine
ragmen c¢ogunlukla stres cevabinda ekspresyon seviyeleri artmaktadir.
Drosophila’da genetik mutasyonlarla veya Hsp90 inhibitorii jeldenamisin
uygulamalariyla islevsel Hsp90 seviyesinin azalmasi gelisimsel anormallikler ve

morfolojik degisikliklere sebep olmaktadir [50, 51].

Hsp90 bagimsiz saperon aktivitesi gosterebilir ancak beraber foldozomlari
olusturduklar1 diger proteinlerle ya da sitoplazmik saperon heterokompleksleriyle
beraber de aktivite gosterebilirler [44]. Hsp90, hormonsuz reseptorlerle kompleks
olusturmus en az alt1 proteinle etkilesir. Bu kompleksin olusmast bir sonraki
asamada hormon baglanmasimi gerektirir.  Ligand baglanmasi ve CCH’nin
(sitoplazmik saperon hetero kompleks) ayrilmasindan sonra hormon bagli aktif
reseptOr transkripsiyon faktorii olarak iglev gosterir. Ligand yoklugunda reseptorler
yeni bir dongii baslatmak i¢in Hsp70 ile etkilesirler [44]. CCH’deki yardimci
proteinler; stres70, Hip (Hsp70 etkilesimli protein; p48), Hop (Hsp70 / Hsp90
organizasyon proteini; p60 ya da Stilp), DnaJ homologu, katlanma katalizleyicCi
prolil - izomeraz (PPl) ve p23’tir (mayada Sbalp). CCH memeli sistemlerde
karakterize edilmesine ragmen bitki hiicreleri, in vitro memeli glukokortikoid
reseptOr aktivasyonu yetenegi olan CCH igermektedir. Hsp70, Hsp90 ve FKBP - tip
prolil - izomeraz, bugday CCH bilesenleri olarak karakterize edilmistir [52]. Misir
CCH’in DnaJ homologu ve siklofilin - tip prolil - izomeraz igerir. Ancak memeli
steroid hormon reseptorlerinin maya ve bitki homologu heniiz rapor edilmemistir ve

bu hiicrelerde CCH fonksiyonu i¢in dogal hedefler heniiz bilinmemektedir [8].



1.2.4 Hsp100 / Clp Ailesi

Hsp100 / Clp ailesi ¢ok gesitli fonksiyonel 6zelliklere sahip genis bir ATPaz
stiperfamilyasinin tiyeleridir [53, 54, 56]. Protein y1gilmasi ya da yanlis katlanmasini
Onleyici saperon aktivitelerinden ziyade Hsp100 / Clp’ler, protein ¢oziinmesi ve /

veya degredasyonunda gorevlidir [9].

Hsp100 ailesi ilk olarak iiyeleri diizenleyici ATPaz / saperon (ClpA ve ClpX
gibi) ve proteolitik ClpP’den olusan iki alt niteli olarak tanimlanmistir [57]. Bu
familya iki ana siifa ve bu smiflar kendi icerisinde sekiz ayri alt familyaya
ayrilmaktadir. Birinci sinif iyeleri (A - D) iki niikleotid baglanma domaini ( ATP
baglanma domaini) igeririler. Ikinci smifta ise (M, N, X, Y) [56] sadece bir adet
niikleotid baglanma domaini vardir.  Hspl00 / Clp proteinleri tipik olarak

hekzamerik halkalardan meydana gelmistir.

Proteinlerin yigilmadan kurtulmast mekanizmasi bir diger ATP bagimh
saperon sistemi olan Hsp70’i gerektirir. Hsp100 / Clp ailesi yigilmig proteinlerin
¢ozlinmesini saglar ve bu proteinlerin Hsp70 sistemi tarafindan uygun
konformasyonda katlanmasi i¢in hazirlar [58, 59]. ClIpP ile iliskili oldugunda
Hsp100 proteinleri diizenleyici saperon aktivite gosterirler. Boylelikle ya tam olarak
degredasyon saglayarak [60] ya da katlanmamis olarak salinimini gergeklestirerek

se¢ilmis substrat proteinin nihai kaderini etkileyebilirler [61].

Hsp100 / Clp proteinleri Arabidopsis, soya fasiilyesi, tiitiin, piring, misir (Zea
mays), lima fasiilyesi (Phaseolus lunatus) ve bugday gibi pek ¢ok bitki tiiriinde
tanimlanmistir [42]. Diger bircok Hsp / saperonlar gibi, Hsp100 / Clp ailesi
bitkilerde konstitiitif olarak ifade edilir fakat ekspresyon seviyeleri gelisimsel olarak
diizenlenir ve 1s1, soguk, kuraklik, yiiksek tuzluluk ve karanliga bagl etiolasyon gibi
farkli gevresel tehditler tarafindan uyarilir [47, 53, 64, 65].
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1.2.5 Kiiciik Hsp Ailesi

sHsp’ler diisiik molekiil agirlikli 1s1 soku proteinleridir (12-40 kDa).
Bitkilerde diger Hsp / saperonlara kiyasla dizi benzerlikleri, hiicre igi
lokalizasyonlar1 ve islevleri bakimindan daha fazla gesitlilik gostermektedirler [22,
66]. Hem prokaryotik hem de 6karyotik organizmalarda 1s1 ve diger stres kosullarina
kars1 hiicresel cevabin olusmasinda goérevlidirler [23, 66]. a - kristallin (ACD) adi
verilen ve omurgalilarda g6z merceginde bulunan a - kristallindeki bir domain ile
iliskili olan C - terminaldeki 90 aminoasit uzunlugundaki yiiksek oranda korunmus
bir bolge karakterisiktik 6zellikleridir [22, 66]. ACD’ler bugday Hsp16.9’un kristal
yapisinda ortaya ¢ikarilmig ve dodekamer ¢ift halkalar olarak sekillenmis dimerlerin

tiglii yapilar1 seklinde organize olmuslardir [67].

SHsp’ler tek basina substrat proteinin katlanmasini gerceklestirebilme
yetenegine sahip degillerdir [68-71]. Bunun yerine muhtemel hidrofobik etkilesimler
yoluyla ham proteine baglanirlar [72]. DnaK sistemi ya da ClpB / DnaK gibi
sistemlerde, ATP - bagimli protein katlanmasinin gergeklesmesi i¢in ham proteini

stabilize eder ve protein yigilmasini engellerler [73].

Ist soku proteinlerinin korunmus bes ana ailesi arasinda (Hsp70, Hsp60,
Hsp90, Hsp100 ve sHsp), sHsp’ler bitkiler aleminde en yaygin bulunanlaridir [22].
Bitkiler her biri farkli hiicresel kompartmanda (sitosol, kloroplast, ER ve mitokondri)
bulunan proteinleri kodlayan alt1 adet niikleer ¢coklu gen ailesi tarafindan kodlanmis
sHsp’leri sentezlemektedirler [66]. Arabidopsis’te hiicre igi lokalizasyonlarina ve
dizi benzerliklerine gore 13 farkli sHsp, 6 sinifta toplanmistir. Ayrica ACD igeren
proteinlerle homolojiye sahip bir ya da daha fazla bolge igeren multidomain
proteinlerini kodlayan 6 acik okuma g¢ercevesi tanimlanmistir [74].  Bitki
sHsp’lerindeki yiiksek cesitlilik muhtemelen bitkilere 6zgii stres kosullarina karsi
molekiiler adaptasyonu yansitmaktadir. Elde edilen son veriler, sHsp’ler ve strese

kars1 tolerans arasinda giiglii bagintiy1 isaret etmektedir. Misir sHsp’lerinin (msHsp)
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kompleks 1I ile iligkili enzimleri korumada basarisiz olmalarmma ragmen NADH:
ubikinon oksidorediiktaz aktivitesini (kompleks I) koruyarak tuz stresi siiresince

mitokondriyel elektron tasinmasini iyilestirdikleri gosterilmistir [75].

1.3 Hsp / Saperon Ag1

Stres kosullar siiresince pek ¢ok enzim ve protein yapisal ya da fonksiyonel
olarak bazi  zararlar  gormektedir. Bu nedenle proteinleri islevsel
konformasyonlarinda  tutmak, olgun olmayan proteinlerin kiimelenmesini
engellemek, denatiire olmus proteinlerin tekrar ii¢ boyutlu konformasyonel yapilarina
kavusmalarin1 saglamak, islevsel olmayan zararli polipeptid kalintilarini ortadan
kaldirmak bu kosullar altinda hiicrenin hayatta kalabilmesi i¢in olduk¢a Snemlidir
[9]. Hsp / saperonlarin farkli siniflari hiicresel korumada birbirlerinin tamamlayicisi
olarak birlikte ¢aligmaktadir. Bazi Hsp’ler ise proteinlerin stres kosullarindan

korunmasinda ortiisen gorevlere sahiptirler.

Hsp60, Hsp70 ve Hsp90 proteinleri spesifik substratlarinin katlanmasinda
yardim eden ya da aktivitelerini diizenleyen yardimci pek ¢ok saperonla etkilesime
girmektedirler [5, 12, 14, 44]. Hsp / saperonlarin muhtemel fonksiyonlar: diger pek
cok organizmada genis kapsamli ¢alisilmis olmasina ragmen bitkilerde bu proteinler
hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir [9].  Stres toleransi kazanmada direkt
fonksiyonlarina ek olarak Hsp’ler diger hiicresel mekanizmalarla etkilesime girebilir
ve hiicresel yikimi azaltmak amaciyla farkli komponentlerle sinerjik olarak

fonksiyon gosterebilirler.
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sHsp’ler ham proteine baglanir ve bu proteinlerin yigilmasin1 engeller.
Boylece bir sonraki asamada Hsp70 / Hspl00 saperon ailesi tarafindan uygun
konformasyonda katlanmasini saglamak igin substrat proteinin depolanmasini
saglarlar (Sekil 1.2). Bu mekanizma E.coli’den izole edilen IbpA ve lbpB’de ve
Synechocystis sp. PCC6803’den izole edilen Hspl6.6’da goriilmiistiir [73]. Farkli
saperon aileleri arasindaki isbirligi 1siya duyarli E.coli mutantlarinda plazmit
kontrollii saperon ekspresyonu kullanilarak dogrulanmustir [76].  Bir diger
mekanizmada protein kiimeleri Hsp100 / Clp ailesi saperonlar tarafindan ¢oziiniir ve
daha sonra Hsp70 sistemi yardimiyla uygun konformasyonda katlanir. Cdziinmiis
proteinlerin olgun formlarina kavusmalarindaki en son basamak ise Hsp60 ailesi
(GroEL - GroES) iiyeleri tarafindan tamamlanabilir [77]. Benzer arastirmalar bitki
saperonlari icin de rapor edilmistir. Ornegin (Pisum sativum) cam bitkisinden izole
edilmis Hspl18.1, 1s1 soku ile denatiire olmus proteinlere baglanarak bir sonraki
asamada Hsp70 / Hsp100 kompleksi tarafindan uygun konformasyona kavusmasini

saglamak amaciyla katlanmaya yetenekli hale getirmektedir [68, 73].
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Hsp70,Hsp90
Saperon sinvali ve
transkripsivon aktivasyonu

Hsp/saperon ve diger stres
cevabi proteinleri sentezi

sHsp, Hsp70
Yigilmanm
inlenmesi

- g
rotein eﬁms}unu

Hsp60,Hsp70,Hsp20
Gerl katlanma

Hsp 100/Clp
Geri ciziinme

Sekil 1.2 Stres cevabinda 1s1 soku proteinleri [9]
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1.4 Hsp / Saperonlar ve Diger Stres Cevab1 Mekanizmalari

Abiyotik stres kosullar fizyoloji, biyokimyasal ve molekiiler mekanizmalarin
dahil oldugu coklu cevap mekanizmalarini uyarir. Bitkilerde kazanilmis stres cevabi,
siklikla hiicresel yikimin engellenmesi ve i¢ dengenin tekrar kurulmasi i¢in sinerjik
ve koordine sekilde galisan mekanizmalarin sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir [7,
78]. Hsp / saperonlar hem stres kosullarinda hem de normal hiicresel gelisim
kosullarinda oldukc¢a 6nemli islevlere sahiptirler. Her gecen giin artan ¢alismalar
Hsp / saperonlarin diger stres cevabi mekanizmalariyla etkilesime girdigini
gostermektedir.  Ozmolitler ve uyumlu ¢ozeltiler, ozmotik stres cevabinda
organizmada biriken diisik molekiil agirlikli gruplardir. Mayada yapilan bir
calismada [79] ozmolitlerin, denatiire olmus proteinlerin kiimelenmesini engelledigi
ve bu proteinleri molekiiler saperonlar tarafindan tekrar aktive edilecegi forma
getirdigi tespit edilmistir. E. coli’de ¢alisilmis ozmolitlerin (glisin, betain, gliserol,
prolin ve trehaloz) olgun proteinlerin karaliligin1 arttirarak ve polipeptid
katlanmasina yardim ederek kimyasal saperon gorevi yapmaktadir [80]. Ilkel
kabuklu Arthemia franciscana 'da trehaloz ve sHsp olan p26 termal stres siiresince ve

sonrasinda sinerjik olarak gorev yapmaktadir [81].

Ozmolitlere ek olarak Hsp70 ve Hsp90 saperon ailesi {iyelerinin ve yardimci
saperon proteinlerinin niikleer hormon reseptdleri, tirozin- ve serin / treonin kinazlar,
hiicre dongiisii ve hiicre 6liimii diizenleyicileri gibi bazi1 sinyal molekiilleri ile
etkilesime girdigi bulunmustur [82]. Tiyol igeren molekiillerin redoks 6zellikleri,
enzimlerin, reseptorlerin, transkripsiyon faktorlerinin aktivitesi ve yapilarinin
diizenlenmesinde, protein sentezi ve katlanmasi gibi hiicresel fonksiyonlar1 oldukga
onemlidir. Memelilerde sHsp’lerin, stres kosullarina karsi korunmanin yani sira
hiicresel redoks tepkimelerinin diizenlenmesine katkida bulunarak apoptosis gibi

diger hiicresel fonksiyonlarin modiilasyonunda da gorev yaptigi bilinmektedir [83].

Yapilan ¢alismalarin ¢ogu bitkiler digindaki diger organizmalarda uygulanmis

olmasina ragmen ayn1 mekanizma bitkilerde de calisilabilir. Ornegin Arabidopsis’te

15



[84] askorbat peroksidaz antioksidantlarinin 1s1 soku transkripsiyon faktérleri bagimli
ifadesi, HSF’lerin sadece Hsp sentezinde degil ayrica oksidatif streste antioksidant
genlerinin ekspresyonunun diizenlenmesinde de gerekli oldugu gosterilmistir. Dahasi
Arabidopsis’de baz1 Hsp genlerinin yiiksek 1sik altinda uyarilmasi bu proteinlerin
saperon aktivitelerinin yani sira oksidatif cevaba dahil olduklarinin gostergesidir [9,

85].

1.5 Kiiciik Is1 Soku Proteinleri Hsp40’larin Yapisi ve islevi

Hsp40’lar, polipeptid konformasyonlarinin diizenlenmesinde gorevli kiiglik
1s1 soku proteinlerinin yaklasik 40 kDa molekiiler agirliga sahip alt {initesidir.
Normal gelisim sicakliklarinda (37 ©°C) Dnal proteini hiicrenin  tiim
kompartmanlarinda diisiik konsantrasyonlarda bulunmaktadir.  Fakat 1s1 soku
durumunda molekiiliin sentezi artmakta ve bazi Dnal proteinleri ¢ekirdege
yerlesmektedir.  Is1 soku uyarimli relokalizasyon o&zelligi Hsp70 ve Hsp26
proteinlerinde de gozlenmektedir. Bu nedenle Dnal benzeri proteinler Hsp70
proteinlerin ¢ekirdekten salimimini gergeklestirmektedirler. Bir diger muhtemel
gorevi ise ¢ekirdek bilesenlerine baglanarak onlar1 yigilma ve denatiirasyona karsi

korumaktir. [86]

Dnal proteinleri ¢ok c¢esitli tiyeleriyle genis bir aileye sahiptir. Bu gesitlilik
stirekli degisen c¢evre kosullarina karsi (1s1, sicaklik, nem gibi) kolay adaptasyonun
gerekliliginden kaynaklanmaktadir. Omnegin mayada 22, insanda 41 ve
Arabidopsis’te en az 89 adet Dnal proteini tanimlanmistir [87]. Arabidopsis Dnal
proteinlerinin 26’sinin kloroplast hedefli sinyale sahip oldugu tahmin edilmektedir.
Fakat bunlardan ¢ok az1 karakterize edilmistir. Yapilan ¢ok az sayidaki ¢aligmada
kloroplast hedefli Dnal proteinlerinin polipeptid katlanmasinda ve degrede
edilmesinde gorev aldigi belirtilmistir. Ayrica kloroplast hedefli Dnal proteinlerinin

pek ¢ok fonksiyonu ve fizyolojik rolii heniiz tam olarak agiklanabilmis degildir [88].
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Hsp40 protein ailesi tyeleri tip I, tip Il ve tip III olarak {i¢ ana grupta
smiflandirilmigtir.  Hsp40 proteinlerinin  biitiin tipleri yaklasitk 70 aminoasit
uzunlugunda J - domaini igerirler. J - domaini tip | ve tip 11 Hsp40 proteinlerinde N -
terminalde bulunurken tip III Hsp40 ailesi iiyelerinde protein dizisi igerisinde
herhangi bir bolgede bulunabilmektedir. J - domain, Hsp70’e ait ATPaz domaini ile

etkilesime girerek ATPaz aktivitesini uyarir [15].

J bolgesi Peptit baglanma fragmenti

Cinko parmak motifi

J bolgesi
Tip 2 Hsp40 o_l |
G/F bdlgesi
Tip 3 Hsp40 ‘ |

Sekil 1.3 Hsp40 protein ¢esitleri ve korunmus bolgeleri. Sekil 15 nolu referanstan
esinlenerek ¢izilmistir [15]

Tip | ve tip Il Hsp40 proteinleri, C - terminalde lokalize peptid baglanma
domaini icerirler. J - domaini, peptid baglanma fragmentine tip I ve 1I’de mevcut
Glisin ve Fenilalanince zengin bolge sayesinde bagintilidir.  Tip | Hsp40
proteinlerini Tip I’den ayiran 6zellik Tip I’de mevcut olan ve sayisi organizmaya

gore degisiklik gosterebilen ¢inko parmak motifleridir [89-91]. Tiplll Hsp40
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proteinleri ise proteinin herhangi bir bolgesine yerlesmis J - domaininden ibarettir
[92, 93].

1.5.1 Hsp40 Protein J — Domain Yapisi

[k ¢oziilen J - domain yapist E. coli Hsp40 Dnal ve insan Hsp40 Hdj12 ait
NMR soliisyon yapilaridir [94-96]. Bu yapilar1 E. coli Hsc20, maya Pam16 gibi
diger Hsp40 proteinlerinden elde edilen J - domain kristal yapilari takip etmistir [97-
100]. Bu yapilara gore Hsp40 J - domaini, dort adet sarmaldan (I - 1V) ve Il ile 1lI.
sarmallar arasina yerlesmis olan HIS - PRO - ASP motifinden meydana gelmektedir.
Sentetik polipeptidler kullanilarak yapilan baglanma inhibisyon deneyleri J -
domainin N - terminal kisminin (I, II. Sarmal ve HIS — PRO - ASP motif) Hsp70
ATPaz domaini ile etkilesime girdigini gostermistir [101].
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Sekil 1.4 Hsp40 proteinine ait J - domain yapis1 [117]

1.5.2 Tip I ve Tip II Hsp40 Uyeleri Peptid Baglanma Fragmentleri

Tip | ve tip 11 Hsp40 proteinleri C - terminalde korunmus peptid baglanma
domaini icermektedir. Bu bolge ile dnciil polipeptidler i¢gin ATP bagimsiz molekiiler
saperon aktivitesi gosterebilirler [6, 102]. Tip | ve tip Il Hsp40 C - terminal
fragmentleri arasindaki temel farklilik Tip 1 Hsp40 proteinlerinde bulunan c¢inko
parmak motifleridir [103, 104]. Mevcut ¢inko parmak motifleri sayesinde Maya
Hdj1 gibi tip I Hsp40 proteinleri tek basina protein yigilmasini baskilayabilirken tip
I1 Hsp40 proteinleri bu amag i¢in Hsp70 proteinlerine ihtiyag duymaktadir [105].
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Onceki ¢alismalarda Saccharomyces cerevisiae’den izole edilmis tip 11 Hsp40
proteini Sisl’e ait peptid baglanma fragmentinin kristal yapisi belirlenmistir [103].
Bu yapiya gore Sisl iki adet monomerden meydana gelmis bir homo - dimer yapisi
gosterir. Sisl monomerleri ikiser adet es katlanmalara sahip domainden
olusmaktadir. Her domain iki adet B tabaka icerir. Sisl monomerleri kisa bir C -
terminal bolge sayesinde dimerize olurlar. Bu dimerizasyon motifinde meydana
gelen delesyonlar saperon aktivitesinde cesitli eksikliklere neden olabilmektedir.
Sis1 monomerleri, aralarinda genis bir yarik olusturarak U seklinde dimerize yapi
gostermektedirler. Substrat polipeptide baglanmada her iki monomerde bulunan
domain 1’deki hidrofobik ¢ukurlarin etkili oldugu diistiniilmektedir (Sekil 1.5) [103].

Saccharomyces cerevisiae’den izole edilen tip | Hsp40 Ydjl’in kristal
yapisina bakildiginda peptid baglanma fragmentinin her bir monomeri {i¢ adet
domainden meydana geldigi goriilmektedir. Domain I, Domain Il ile benzer
katlanmalar gosterirken Domain II, iki adet ¢inko parmak motifi icermektedir.
Substrat peptid ile etkilesimin Domain I’de bulunan ekstra B tabaka sayesinde

gerceklestigi sanilmaktadir [106].

Sekil 1.5 Maya tip II Hsp40 Sis1 proteinine ait peptid baglanma fragmentinin kristal
yapisi [117]
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1.6 Hsp40 Protein ve Substrat Polipeptid Etkilesimi

S. cerevisiae’den izole edilmis tip I Hsp40 Ydj1’in kristal yapisinda bagl
substrat peptid GWLYEIS motifi, Ydj1’in peptid baglanma fragmentinde bulunan f
tabakasina anti - paralel konumlanmis bir baska B tabakasini olusturur. 7 - mer
subtrat peptid igerisinde altt amimoasit (GWLYEI) Ydjl’e hidrojen baglar1 ile
baglanmaktadir. Bu alt1 aminoasit igerisinde 10sin aminoasiti temel etkilesimi
saglamaktadir. Bu aminoasitlerdeki hidrofobiklik tip I Hsp40 proteinlerinde oldukga
1yl korunmustur. Bu hidrofobik aminoasitlerde meydana gelen mutasyonlar saperon
aktivitesinde ve supstrat polipeptide baglanma etkinliginde azalmaya sebep

olabilmektedir [107].

1.7 Hsp40 — Hsp70 Saperon Sistemi

Hsp70 proteinleri bazi Arkea’lar hari¢ yasayan tiim organizmalarda
mevcuttur [108]. Hsp70 saperonlari, yeni sentezlenmis proteinlerin katlanmasi, stres
sonucunda degrede olmus proteinlerin tekrar katlanmasi ve kalitesinin kontrolii,
polipeptidlerin zardan tasinmasi ve protein komplekslerinin olusturulmasi ya da
ayristirilmast gibi cesitli hiicresel gorevlere sahiptir [109]. Bu siiregte ki ilk adim
Hsp70 proteine ait C terminalde bulunan baglanma yariginda meydana gelen tanima
ve baglanma reaksiyonlaridir. Bu amagla Hsp40 J - domain Hsp70 ATPaz domaine
baglanir. Bu baglanma Hsp70 proteinin igsel ATPaz aktivitesini uyarir [110].
Molekiilin N - terminalindeki ATP hidrolizi, C - terminaldeki peptid baglanma
domaininde konformasyonel degisime neden olur. N - terminal domaine ATP bagh
iken peptid baglanma domaini substrat polipeptide diisiik afinite ile acik
konformasyondadir.  ATP’nin ADP’ye hidrolizi ile peptid baglanma domaini
substrat polipeptide yiiksek ilgiye sahip oldugu kapali konformasyona gecer [111].
Hsp70’in polipeptid baglanmasi1 veya salinmasi dongiisiinii gerceklestirebilmesi i¢in
ATP - ADP degisiminin meydana gelmesi gereklidir. Hsp70 ATPaz aktivitesi ATP -
ADP degisimi ile de diizenlenmektedir. Pek ¢ok prokaryotik Hsp70 proteinde ATP /
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ADP degisimi GrpE - tip niikleotid degistirici faktor tarafindan katalizlenir. Fakat bu

protein 0karyot organizmalarda mevcut degildir [112].

Hsp40’a ait peptid baglanma domaini substrat polipeptid ile etkilesime
girerek protein yigilmasimi baskilar.  Hsp40 proteininin substrat polipeptide
baglanmasindan sonra bu 6ncii proteinleri Hsp70’e transfer ettikleri sanilmaktadir [6,
102-104, 113]. Hsp40 proteinleri dimer olarak fonksiyon gosterir ve substrat
polipeptide hidrofobik etkilesimler sayesinde baglanir. Hsp40 proteinin baglanmasi
substrat polipeptidin Hsp70 proteini tarafindan taninmasi ve baglanmasi igin gerekli

konformasyonu saglamaktadir [103, 107, 113].

Hsp4d0 PBF
J L\.

(¥

Hsp70 PBD

Sekil 1.6 Hsp40 - Hsp70 saperon sistemi [114]
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2. MATERYAL VE METOD

2.1 Biyoinformatik Analiz

DnaJ geninin ve proteininin 6zellikleri hakkinda bilgi edinmek i¢in ¢esitli

veri tabanlarindaki programlar kullanildu.

Zeytin Bitkisine ait ¢cDNA kiitiiphanesinden alinan DnaJ geni niikleotid
dizisinin neye benzedigini bulmak i¢in NCBI veri tabanindaki BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) [115] programmin BLASTn veritabaninda niikleotid
dizisine benzerlik gosteren farkli bitki tiirlerine ait kayitlar belirlendi. cDNA dizisi
kullanilarak BioEdit programindaki [116] Sorted Six-Frame Traslation fonksiyonu
ile Dnal geninin agik okuma cergevesi (ORF) ve aminoasit dizisi bulundu.
Aminoasit dizi ile NCBI veri tabanindaki BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) [115] programimin pBLAST sekmesi yardimiyla farkli bitki tiirlerinden Dnal

proteinlerine ait aminoasit benzerlikleri karsilastirildi.

DnaJ proteininin aktif bolgesini ve 6zelliklerini belirlemek i¢cin NCBI veri
tabanindaki CDD (Conserved Domain Database) programi [117] kullanildi. Dnal
proteinin 3 - boyutlu yapisint ve korunmus domain dizilerini belirlemek icin ise

Cn3D programindan yararlanildi [118-120].
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BioEdit programi [116] yardimiyla zeytin DnaJ cDNA’sina ait niikleotid
komposizyonu ile aminoasit dizisine gore aminoasit kompozisyonu belirlendi. Dnal
geninin hem niikleotid hem de aminoasit dizisine gore zeytin ¢esitleri (Tablo 2.1)
arasinda farklilik gosterip gostermedigi arastirildi. Bunun igcin DNA izolasyonu
yapilan 6rneklerin REFGEN ticari firmasindan (Ankara) gelen dizileme sonuglari
BioEdit programinda [116] islenerek karsilastirildi ve niikleotid farkliliklari analiz
edildi. Zeytin cesitleri arasindaki akrabalik derecelerini tespit etmek amaciyla
BioEdit programi [116] ile hizalanan niikleotid dizisi kullanilarak PAUP programi
[121] yardimu ile filogenik aga¢ olusturuldu.

Zeytin Dnal proteinin translasyon sonrasi 6zelliklerini anlamak i¢in ExPASy
web sayfasindaki (http://www.expasy.org) programlar kullanildi. Predator programi
[122] ile Dnal geninin hiicre i¢i lokalizasyonu tahmin edildi. Dnal protein transit
peptidin olup olmadigini belirlemek icin TARGET-P programi [123] kullanild.
Ayrica proteinin hiicre i¢i davraniglarinin belirlenmesi i¢in ayn1 sayfada bulunan

SOSUI programindan yararlanildi [124].

2.2 Kullanilan Cam ve Plastik Malzemelerin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada kullanilan pipet uglari, ependorf tiipleri, PCR tiipleri, cam
malzemeler ve 1stya dayanikli diger malzemeler calismaya baslamadan 6nce 121

°C’de 20 dakika. siireyle 1 atmosfer basingta otoklavlanarak steril edildi.
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2.3 Polimorfizm Cahsmalan Icin Bitki Materyali Toplama

Polimorfizm i¢in toplanan zeytin (Olea europaea L.) gesitlerine ait yaprak
ornekleri Edremit Zeytincilik Fidan Uretme Istasyonu’nun zeytin bahgesinden temin
edildi (Tablo 2.1). Toplanan 6rnekler sivi azot igerisinde laboratuara getirildi ve

uzun siire muhafaza edebilmek i¢in - 80 °C dolabina aktarildi.

2.4 DNA lzolasyonu

DnaJ geni i¢in zeytin (Olea europaea L.) ¢esitleri arasinda niikleotid
farkliliklarinin olup olmadigini anlamak i¢in Tablo 2.1°deki zeytin cesitlerinden
genomik DNA izolasyonunda Sigma firmasina (Taufkirchen, Almanya) ait Gen
Elute Plant Genomic DNA Miniprep Kiti (Katalog No: G2N70-1KT) kullanild1 ve
izolasyon kitin kullanma kilavuzu takip edilerek yapildi. Elde edilen gDNA’lan
kalip olarak kullanarak gen 6zgiil primerler (DnaJampF ve Dnalrevl) ile PCR
reaksiyonlar1 gergeklestirildi. PCR sonucunda tek bant elde ettigimiz Grnekler

REFGEN (Ankara, Tiirkiye) isimli ticari firma araciligiyla dizilendi.

Tablo 2. 1 Toplanan zeytin ¢esitleri

1) Ayvalik 2) Gordal

3) Memeli 4) Memecik

5) Domat 6) 0108

7) UB1 8) Hojiblanca

9) Picual 10) [zmir sofralik
11) Kroneiki 12) Hermandos
13) Uslu 14) Kiraz
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Tablo 2. 1 (Devam) Toplanan zeytin ¢esitleri

15) Cakir 16) Verdial
17) Samanli 18) 0308

19) UB10 20) Negral

21) UB3 22) Erkence
23) Ascolano 24) Leccino
25) Gordales 26) Edincik Su
27) Karamiirsel Su 28) Cormona

2.5 Primer Dizaym ve Sulandirmasi

PCR deneylerimizde kullandigimiz genlere 6zel primerler, Primer3 programi
[125] ile dizayn edildi (Tablo 2.2). Bu primerler yerli araci sirketler yoluyla
Integrated DNA Technologies (Leuvene, Belgika) firmasindan temin edildi.
Liyofilize haldeki primerler laboratuara geldikten sonra yaklasik 15 saniye 12000
rpm’de santrifiij yapilarak kuru ¢okeltinin tiiplin dibinde toplanmasi saglandi. 1 mL
niikleazlardan arindirilmig su ilavesini takiben 2 dakika alt - iist edildikten sonra 15
saniye vorteks yapildi. Bu primerleri kullanima hazir hale getirmek i¢in 200 pL’lik
calisma soliisyonlar1 hazirlandi. Biitiin primerlere ait calisma soliisyonlarinin son
konsantrasyonu 5 puM olarak ayarlandi. Primerlerin ¢alisma soliisyonlar1 uygun

konsantrasyon hesaplamalarina gore hazirlandi (Tablo 2.3).
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Tablo 2.2 PCR reaksiyonlarinda kullanilan primerler, dizileri ve Tm degerleri. Alt1
cizili niikleotitler klonlama amacli primer dizilerine eklenen restriksiyon enzimi
tanima niikleotitlerini gdstermektedir.

Primerler Niikleotid dizileri (5°-3”) m
DnaJEcoR CTTCAGTGAATTCAATGGCAA 56.6 °C
DnaJXba CATCGATGTCTAGAGCGTAATAGAAAAA 54.8 °C
DnaJampF AATCATACCTTGTGGAAGTACATGG 54.8 °C
DnaJampR CTACAGTTGTAAGCAACACAGCATC 56.2 °C
DnalrtF ATGCTGAAGAGAAGTTTAAGG 54.7 °C
DnajrtR TCAAATAATGACTCAAATAGATCAAAGG 52 °C
DnalintF AACTACCATCCTGATGTGAAC 54.4 °C
DnalintR ACTGGTCTCCCCTCATATTTCT 55.6 °C
DnaJrevl CCAAGCACAGTATAGTAATCT 56 °C
DnaJrev2 TGAGTTATTGTATGATCCCAAT 52.3°C
Dnalint2F CTATACTGTGCTTGGTGTGTC 55.2°C
Dnajint2R TCAAATAATGACTCAAATAGAT 52.0°C

Tablo 2.3 Primer galisma soliisyonlarinin hazirlanmasi

Primerler Molaritesi Calisma soliisyonu (200 pL)

DnaJEcoR 5 uM 26.3 uL (38.1nm) primer + 173.7 pL distile su
DnaJXba 5uM 39.5 uL (25.3nm) primer + 160.5 pL distile su
DnaJampF 5uM 35.6 uL (28.1 nm) primer + 164.4 uL distile su
DnaJampR 5 uM 33.3 uL (30 nm) primer + 166.7 pL distile su
DnaJrtF 5uM 40.2 pL (24.9 nm) primer + 159.8 pL distile su
DnajrtR 5uM 35.7 uL (28 nm) primer + 164.3 pL distile su
DnalintF 5uM 10 uL (100 uM) primer + 190 pL distile su
DnalintR 5uM 10 uL (100 uM) primer + 190 pL distile su
DnalJrevl 5uM 10 uL (100 uM) primer + 190 uL distile su
Dnalrev2 5 uM 10 uL (100 mM) primer + 190 pL distile su
Dnalint2F 5uM 32 uL (31.3 nm) primer + 168 pL distile su
Dnajint2R 5uM 33.4 uL (29.9 nm) primer + 166.6 puL distile su

27



2.6 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR reaksiyonlar1 50 pL’lik toplam hacim igerisinde gerekli komponentler
belirli miktarlarda eklenerek (Tablo 2.4) uygun PCR programinda gergeklestirildi
(Tablo 2.5). Ozellikle gDNA’nin kalip olarak kullanildigi polimorfizm analizi ve
intron tespiti i¢in yapilan PCR reaksiyonlarinda standart komponentlerin haricinde
DMSO (dimetilsiilfoksit) eklenmesinin verimi arttirdigi goriildii. PCR programinda

eslesme basamagi sicakligi primerlerin ortak ¢alistigi sicaklik belirlenerek yapildi.

Tablo 2.4 PCR komponentleri, kullanilan miktarlar ve konsantrasyonlart

Komponenetler Miktar Konsantrasyon
Tampon ¢ozelti 5uL 10 X

MgClI 3ul 25 mM

Primer F 5uL 5 uM

Primer R 5uL 5 uM

dNTP (2 mM) 5uL 2.5 mM (her biri igin)
DMSO 2uL -

gDNA (kalip genomik DNA) 1 uL -

Taq Polimeraz 0.5 uL S Unite

Distile su 23.5ulL -

Toplam 50 uL -

Tablo 2.5 PCR dongii kosullart

Basamak Sicaklhik Zaman Dongii
On 1s1tma 95 °C 1 dakika 1
Denatiirasyon 94 °C 30 saniye
Eslesme 53°C 45 saniye 35
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 igin yerli firmalar araciligiyla temin edilen Atto
marka (Tokyo, Japonya) elektroforez sistemi kullanildi. Elektroforezde gerekli
agaroz (Katalog No: A9539-100G), Sigma (Taufkirchen, Almanya) firmasindan
temin edilirken, TBE tampon ¢ozelti igin gerekli olan Tris - base (Katalog No: 0826-
500G) Amresco (Solon, OH) firmasindan, borik asit (Katalog No: A0768,1000) ve
EDTA (Katalog No: A5097,0250) Applichem (Darmstadt, Almanya) firmasindan
temin edildi. TBE tampon ¢6zeltisi hazirlamak i¢in kullanilan bu bilesenlerin
miktarlar1 Tablo 2.6’da gosterilmistir. Zeytinden izole edilen gDNA ve RNA’lar ile
PCR orneklerinin yiiklenmesi i¢in %0.8’lik agaroz jel hazirlandi. Bu amagla 0.4 g
agaroz tartildi ve 50 mL. TBE (0.5 X) tampon c¢ozeltisi igerisine eklendi ve
mikrodalga firinda kaynatilarak c¢oziildi. Karigimin yaklasik 60 °C’ye kadar
sogumasi i¢in beklenen siirede elektroforez tanki ve taraklar DEPC’li su ile yikandi
(0zellikle RNA Ornekleri i¢in). Soguyan karigimin igerisine 0.5 uL EtBr (Etidyum
bromid) ilave edilerek, onceden taraklari yerlestirilmis jel kasetine dokiildi. Jel
polimerlestikten sonra taraklar c¢ekilerek c¢ikartildi.  Boylece ornek yiikleme
kuyucuklart olusturuldu. Elektroforez tankina yerlestirilen jelin {izeri kaplanincaya
kadar TBE (0.5 X) tampon ¢ozeltisi ile dolduruldu. Ik kuyucuga molekiiler
biiytikligii belirlenmis DNA standardi, Fermentas (Vilnius, Litvanya) GeneRuler™
1 kb Plus DNA Ladder (Katalog No: SM1333) yiiklendi. gDNA 6rnekleri igin 5 uL
gDNA’ya 1 uL 6 X yiikleme boyas: ilave edilerek kuyucuklara yiiklendi. Ornekler
120 V voltaj verilerek yaklasik 35 dakika yiiriitiildii. DNA bantlar1, UV goriintiilleme
cihazinda gozlendi ve fotograflart ¢ekildi. RNA ornekleri 3 nL RNA kalib1, 2 pLb
distile su ve 1 uL 6 X yiikleme boyasi eklenerek agaroz jele yiiklendi.
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Tablo 2.6 Agaroz jel elektroforezinde kullanilan malzemeler

Cozeltiler Kompozisyonu (1L i¢in)

54 g Trizma —baz (Tris — base)

TBE (5 X) Tampon Cozeltisi | 27.5 g Borik Asit

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

TBE (0.5 X) Tampon | 100 mL TBE (5 X)

Cozeltisi 900 mL distile su

Fermentas GeneRuler™ DNA Ladders

Yiikleme boyasi
(Katalog No: SM0313)

Fermentas GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder
(Katalog No: SM1333)

Marker

2.8 Anlik Gosterimli (Real — time) PCR Icin Bitki Materyali Toplama

Balikesir merkezindeki Sekil 2.1’de “var yili” ve “yok yili” olarak
isimlendirilmis zeytin agaglarindan genin dokusal ve zamansal ekspresyon seviyesini
belirlemek icin g¢esitli doku Ornekleri toplandi.  “Var yili” ve “yok yili”
isimlendirmesi, zeytin bitkisinin sirasiyla gok meyveli ve az meyveli durumunu ifade
etmektedir. 12 ay boyunca 6rnek toplama giinlerine ait sicaklik ve nem degerleri
kaydedildi (Tablo 2.7). Toplanan ornekler Balikesir ili damizlik sigir yetistiriciligi
birliginden temin edilen sivi azot ile laboratuara getirilerek - 80’ °C’de muhafaza
edildi.
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Sekil 2.1 Dokusal ve zamansal ekspresyon seviyesinin belirlenmesinde kullanilan
“var yil1” ve “yok yil1”” agaclari

Sekil 2.2 Zeytin bitkisine ait farkli dokulardan 6rnek toplanmasi

2.9 RNA izolasyonu

DnaJ geninin zamansal ve dokusal ekspresyon seviyelerini belirlemek i¢in 12
ay boyunca toplanan “var yili” ve “yok yili” zeytin agaglari orneklerinden RNA
izolasyonu yapildi (Tablo 2.7). Bu amagla - 80 °C dolabinda saklanan 6rnekler sivi
azot igerisinde tutularak mekanik par¢alama i¢in havanda toz haline getirildi. Ezilen

orneklerden RNA izole etmek i¢in Sigma (Taufkirchen, Almanya) firmasina ait
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Spectrum Plant Total RNA Kiti (Katalog No: STRN50-1KT) kullanild:. izolasyon
kitin kullanma kilavuzu takip edilerek yapildi. Zeytin bitkisi yaprak orneklerinde
izolasyon oldukga basarili iken meyve dokulari ile yapilan izolasyonlar basarisiz
oldugu goriildii. Bu nedenle meyve 6rnekleri i¢in Qiagen firmasina (Qiagen, Hilden,
Almanya) ait RNeasy Plant Mini Kit (Katalog No: 74904) kullanild1 ve izolasyon
kitin kullanma kilavuzu takip edilerek yapildi. RNA o6rnekleri, gDNA’dan
arindirilarak saf RNA ornekleri elde etmek i¢in DNaz ile muamele edildi. Sigma
(Taufkirchen, Almanya) marka RNA izolasyon kiti kullanilarak izole edilen RNA
ornekleri, Sigma firmasina (Taufkirchen, Almanya) ait On-Column DNase |
Digestion Set (Katalog No: DNASE70-1SET) ile Qiagen (Hilden, Almanya) marka
RNA izolasyon Kiti ile izole edilen meyve RNA oOrnekleri ise Qiagen firmasina
(Hilden, Almanya) ait On-Column DNase Digestion with the RNase-Free Dnase
Enzyme kiti (Katalog No: 79254) ile saflastirildi ve islem protokollerine uygun
sekilde gergeklestirildi. izole edilen RNA’larin verimlerini lgmek igin yukarida
belirtilen sekilde agaroz jel elektroforezi uygulandi.  Son olarak UV’de

goriintlilenerek fotograflandi.

2.10 DEPC’li Su Hazirlama

RNA orneklerini niikleazlardan korumak icin izolasyon yapilan ortamin,
kullanilan pipetlerin ve elektroforez tanklarmnin temizlenmesi i¢cin DEPC’li su
kullanildi. DEPC’li suyun hazirlanmasinda Sigma firmasma (Taufkirchen,
Almanya) ait DEPC (Katalog No: D5758) kullanildi. 0.1 mL DEPC 100 mL suya
eklendi ve alt iist edildi. 37 °C’de 12 saat bekletildikten sonra 15 dakika otoklav

yapilarak kullanima hazir hale getirildi.
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Tablo 2.7 Ekspresyon seviyelerini belirlemek i¢in toplanan 6rnekler

Tarih

Sicakhk

Ortalama

Nem

Ortalama

Ornekler

19.08.2010

27 °C

%55

Yaprak (1.Agag)

Meyve (1.Agag)

Yaprak (2.Agag)

22.09.2010

20°C

%61

Olgunlagmamis meyve (1.Agac)

Olgunlagmis meyve (1.Agac)

Yaprak (1.Agac)

Olgunlasmamis meyve (2.Agag)

Yaprak (2.Agac)

19.10.2010

20°C

%71

Yaprak (1.Agac)

Pedisel (1.Agac)

Meyve

Yaprak (2.Agac)

22.11.2010

7°C

%84

Yaprak (1.Agac)

Meyve (1.Agac)

Yaprak (2.Agac)

20.12.2011

11°C

%72

Yaprak (1.Agag)

Meyva (1.Agag)

Yaprak (2.Agag)

19.01.2011

%81

Yaprak (1.Agac)

Yaprak (2.Agac)

Yaprak (3.Agac)

21.02.2011

%63

Yaprak (1.Agac)

Yaprak (2.Agac)

16.03.2011

12 °C

%41

Yaprak (1.Agac)

Yaprak (2.Agac)

Siirgiin(3.Agac)
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2.11 Reverse Transkriptaz - Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

RT-PCR, Fermentas firmasina (Vilnius, Litvanya) ait RevertAid™ First
Strand cDNA Synthesis Kit (katalog no: K1622) kullanilarak yapildi ve reaksiyon
icin kit protokolii takip edildi. PCR reaksiyonlari, 20 uL’lik toplam hacim igerisinde
Tablo 2.8’deki komponentler belirtilen miktarlarda eklenerek gergeklestirildi.

Tablo 2.8 RT - PCR reaksiyonlarinda kullanilan komponentler, konsantrasyonlari ve

PCR dongii kosullar
Bilesenler Miktar Konsantrasyon
Kalip RNA 5uL
Oligo (dT)18 primer 1 uL
DEPC’li su 6 uL
5 dakika 65 °C’de inkiibasyon
Tampon ¢ozelti ¢ozelti 4 uL 5X
RNaz inhibitorii 1 uL 20U /uL
dNTP Mix 2 uL 10 mM
Revers Transkriptaz 1 uL 200U/ uL

60 dakika 42 °C’de inkiibasyon

5 dakika 70 °C’de inkiibasyon

2.12 Anlik Gosterimli (Real —time) PCR

Zeytin bitkisine ait ¢esitli dokulardan izole ettigimiz RNA 6rneklerinden RT -
PCR ile elde edilen cDNA’lar kalip olarak kullanild1 ve anlik gosterimli (Real - time)
PCR, Bioneer firmasina (Seoul, Korea) ait GreenStar g°PCR PreMix (Katalog No: K-
6210) kiti kullanilarak gerceklestirildi.  Anlik gosterimli PCR igin gerekli
malzemeler, kitin kullanma kilavuzunda belirtildigi sekilde ilave edilerek Tablo
2.10°daki dongii kosullarinda, Bioneer markali anlik gosterimli PCR cihazi ile
gerceklestirildi. Anlik gosterimli PCR reaksiyonlari, her bir cDNA 6rnegi i¢in, hem
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zeytin DnaJ geni hem de normalizéor gen GAPDH’e (GenBank erisim no:
154260889) ait 6zgiil primerler kullanilarak 3 tekrarli olacak sekilde galisildi.

Tablo 2.9 Anlik gosterimli (Real — time) PCR reaksiyonlarinda kullanilan
komponentler ve konsantrasyonlari

Bilesenler Miktar Konsantrasyon
cDNA Kalip 1 uL -
Primer L 1 uL 5uM
Primer R 1 pL 5uM
DEPC’lisu 17 uL -
GreenStar gPCR PreMix - -

Tablo 2.10 Anlik gosterimli (Real — time) PCR dongii kosullari

Basamak Fonksiyon Sicakhik Zaman Tekrar
Basamak Inkiibasyon 95 °C 5 dakika -
Basamak Inkiibasyon 94 °C 15 saniye -
Basamak Inkiibasyon 55°C 15 saniye -
Basamak Tarama - - -
Basamak Inkiibasyon 72 °C 15 saniye -
Basamak Basamak 2ye - - 35
don
Basamak Inkiibasyon 72 °C 1 dakika -

Her 1 saniyede
Basamak Ayrilma 70 °C-94 °C LoC -
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2.13 Standart Egrinin Olusturulmasi

Standart PCR yontemi ile g¢ogaltilmis DnaJ c¢cDNA’sinin konsantrasyonu
spektrofotometrik 6l¢iimler sonucunda 150 ng / YL olarak belirlendi. Stanadart egri
elde etmek igin Tablo 2.11°de gosterilen DnaJ PCR fiiriiniine ait seyreltme serileri
kullanilarak anlik gosterimli PCR reaksiyonlart 3 tekrarli olarak gergeklestirildi.

Standart egriden elde edilen;

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

formiiliinden yola ¢ikarak GAPDH ve DnaJ genlerinin konsantrasyonlar1 tespit
edildi.

Tablo 2.11 DnaJ genine ait diliisyon serileri

Dilution ng/pL g/uL Baz Cifti Kopya sayis1 / uL.
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 15 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 Vektoriine Klonlanmasi

2.14.1 Siv1 Lauria Bertani (LB) ve Lauria Bertani Agar Hazirlanmasi

500 mL Lauria Bertani (LB) veya LB agar hazirlamak i¢in gerekli bilesenler
Tablo 2.12’de belirtilen miktarlarda ilave edilerek 500 mL saf su ile ¢oziildi ve 121
°C ‘de 20 dakika otoklavlandi. 55°C’ye kadar sogutulan besi yerine Invitrogen
firmasindan (Carlsbad, CA) temin edilen zeozin (Katalog No: R25001) son
konsantrasyon 25 pg / mL olacak sekilde eklenerek sivi veya 25 mL’lik hacimlerde

kat1 besi yerleri hazirlandi.

Tablo 2.12 Lauria Bertani s1vi ve agar besi yeri bilesenleri

LB Cozeltisi Kompozisyonu (500 mL icin)
Tripton 25¢g

Hefe Ekstrakti 1.25¢g

Sodyum klorid 25¢g

Agar Agar (Kat1 besiyeri i¢in) 3.75¢

Zeozin 125 puL

2.14.2 Kompetan Hiicre Hazirlanmasi

Calisma kapsaminda kullanilan E. coli DH10B ve DHS5a suslarina ait
kompetan hiicreler kalsiyum - kloriir metodu takip edilerek hazirlandi [126]. Bir
gece Onceden Oze ile 5 mL LB besiyerine tek koloni segilerek ekim yapildi. Sivi
kiltir gece boyunca 210 rpm’de ¢alkalanarak biiyiitiildi. = Hazirlanan kiiltiir
spektrofotometre’de 600 nm dalga boyunda 6lgiilerek yogunlugu belirlendi ve optik
yogunluk 600 nm’de (ODgg) 0.2 olacak sekilde tekrar 40 mL taze LB besiyerine
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ekim yapildi. Optik yogunluk 600 nm’de 0.4 — 0.6 arasina ulasinca hiicreler 4 °C’de
4000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek toplandi ve siipernatant uzaklastirildi. Hiicre
pelleti 20 mL soguk 0.1 M CaCl, ilave edilerek ¢oziildii ve 30 dakika buzda
bekletildi. Sonrasinda 4°C’de 4000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve ¢okelti
(pellet) 5 mL 0.1 M CaCl; ile ¢oziilerek 1 - 4 saat arasinda buzda bekletildi. 5 mL
%40’lik soguk gliserol ilave edildikten sonra buz iizerinde sogutulmus ependorflara

50 uL olacak sekilde dagitildi ve - 80 °C’de muhafaza edildi.

2.14.3 Genin PCR ile Cogaltilmas:

Zeytin DnaJ geni restriksiyon endoniikleazlar a¢isindan incelendiginde EcoRI
ve Xbal resktriksiyon endoniikleaz kesim bolgelerini igermedigi gozlendi. Bu
nedenle genin, pPICZaC vektoriinin EcoRl ve Xbal bolgesine klonlanmasi
kararlastirildi. Tim genin PCR’da amplifikasyonu i¢in Primer3 programi [129]
yardimryla uygun primerler dizayn edildi. ExpEcoR: (5-
CTTCAGTGAATTCAATGGCAATCATACC-3’) ve ExpXba: (5°-
TTTTTCTATTACGCTCTAGACATCGATG-3") primerlerinin - 5’uglarina  ilgili
restriksiyon endoniikleazlar i¢in kesim bolgeleri ilave edildi (alt1 ¢izili bolgeler).
Zeytin ¢cDNA kiitiiphanesinde bulunan, Fermentas (Vilnius, Litvanya) firmasindan
temin ettigimiz pJET1.2 / blunt (Katalog No: K1231) vektoriine klonlu DnaJ genini
tam uzunlukta ¢ogaltmak i¢in PCR reaksiyonu, 25 pL hacimde, 10 X Taq polimeraz
tampon c¢ozeltisi, 5° ve 3’ primer, 2 pL DMSO, 3 pL gDNA ve 5 U / pL Taq
polimeraz enzimi kullanilarak gerceklestirildi. Reaksiyon, termal cycler’da Tablo

2.13’deki program kullanilarak yapildi.
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Tablo 2.13 PCR dongii kosullari

Basamak Sicakhk Zaman Dongii
On 1s1tma 94 °C 5 dakika 1 devir
Denatiirasyon 94 °C 45 saniye

Primer Baglanma 50 °C 45 saniye 35 devir
Uzama 72°C 2 dakika

Son Uzama 72°C 10 dakika 1 devir

PCR iirlinii, Sigma firmasina (Taufkirchen, Almanya) ait Gen Elute Gel
Extraction Kiti (katalog No: NA1111-1KT) ile kullanma kilavuzu takip edilerek
saflastirildi. Saflastirilmis PCR  diriint, %0.8°lik agaroz jelde Fermentas
GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder (Katalog No: SM1333) ile yan yana
kuyucuklarda yiiriitiildii ve miktari tespit edildi.

2.14.4 Zeytin DnaJ Geni ve pPICZaC Ekspresyon Vektoriiniin
Restriksiyon Endoniikleazlarla Kesilmesi

Zeytin DnaJ gen triiniiniin, Invitrogen (Carlsbad, CA) firmasindan temin
edilmis EasySelect Pichia Expression Kit (Katalog No: K1740-01) i¢inde mevcut
pPICZaC ekspresyon vektoriine uygun gercevede klonlanabilmesi i¢in gen {irlinii ve
klonlama vektorii Fermentas firmasindan (Vilnius, Litvanya) temin edilen
FastDigest® EcoRIl (Katalog No: FD027) ve FastDigest® Xbal (Katalog No:
FDO0684) restriksiyon endoniikleazlar1 ile kesim reaksiyonlar1 gerceklestirildi.
Komponentler, Tablo 2.14°de belirtilen miktarlarda eklenerek 37 C°’de 30 dakika
inkiibe edildi. Hem gen iiriinii hemde ekspresyon vektorii i¢in reaksiyonlar 30 uL’lik

toplam hacimlerde 5 ayr1 mikrosantrifiij tiiplerinde uygulandi.
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FastDigest restriksiyon enzimleri ile yapilan kesim reaksiyonlarinin diisiik
verimlerde elde edilmesi sebebiyle Bioneer (Seoul, Korea) firmasina ait ECoRI (5 U /
uL ) (Katalog No: E-1621) ve Xbal (5 U / uL ) (Katalog No: E-2151) enzimleri
kullanilarak ayr1 ayr1 kesimler tekrarlandi. Bunun igin restriksiyon basina, DnaJ
PCR iiriinii ve ekspresyon vektoriinden 1 pg DNA olacak sekilde kalip eklenerek 30
uL toplam hacimde Tablo 2.14‘de belirtilen miktardaki bilesenlerle ayr1 ayr1 5’er
reaksiyon kuruldu. 37 °C’de 2 saat inkiibe edildikten sonra toplam hacmin 1 /
10’unu gegmeyecek sekilde 2 puL (5 U / pL) restriksiyon enzimi ve 2 uL 10 X
tampon ¢ozeltisi ilave edildi ve niikleaz igermeyen su eklenerek toplam hacim 50
puL’ye tamamlandi. 37 °C’de bir gece inkiibasyonun ardindan restriksiyon iiriinleri

%0.8’1ik agaroz jelde yiiriitiildii ve jelden geri kazanilarak saflagtirildi.

Tablo 2.14 FastDigest ¢iftli kesim komponentleri ve miktarlari

Bilesen Miktar Konsantrasyon
10X FastDigest tampon ¢dzelti ¢ozelti 3uL

Dnal PCR iiriinii / pPICZaC ekspresyon vektorii SuL 150 ng / uL
FastDigest EcoRl 1.5 uL 1U/puL
FastDigest Xbal 1.5 uL 1U/puL
Niikleaz Icermeyen Su 19 uL

TOPLAM 30 uL

2.145 Zeytin DnalJ Geni’nin pPICZaC Ekspresyon Vektorii’ne
Ligasyonu

EcoRI ve Xbal enzimleri ile kesilmig zeytin DnaJ geni pPICZaC ekspresyon
vektoriiniin ayni restriksiyon enzimleri ile kesilmis klonlama bélgesine ligasyonu

toplam 20 pL hacimde Fermentas (Vilnius, Litvanya) T4 DNA Ligaz, 5 U / uL

40




(Katalog No: EL001) kullanilarak yapildi. Ligasyon reaksiyonu 2 uL. T4 DNA Ligaz
tampon ¢ozeltisi (10 X’den), 1 uL T4 DNA ligaz (5 U / uL), 3 uL ekspresyon
vektorii ve 14 uL gen iirtini kullanilarak 22 °C’de 45 dakika olarak gergeklestirildi.

2.14.6 Rekombinant Ekspresyon Vektoriiniin E. coli DH10B Susu
Kompetan Hiicresine Transformasyonu

Zeytin DnaJ genini tasityan pPICZaC vektorii E. coli DH10B susu kompetan
hiicrelerine kimyasal yontemle transforme edildi [126]. Transformasyon i¢in, 3 pL
ligasyon tiriinii, - 80 °C dolabinda muhafaza edilen 50 pL alici hiicre igerisine ilave
edildikten sonra 30 dakika buzda bekletildi. Inkiibasyon sonrasinda hiicreler 42
°C’de hazirlanan su banyosunda 1.5 dakika bekletilerek plazmitin hiicre igerisine
alinmasi saglandi. Is1 sokunun ardindan tiip igerisine 200 puL LB besiyeri (25 pg /
mL zeozin igeren sivi besi yeri) eklendi. Alict hiicreler iki saat calkalayici
inkiibatérde bekletildikten sonra 250 uL. LB agar kati1 besi yerine inokiile edildi.

Transformasyon tiriinlerinin ekildigi petriler 37 °C’de bir gece inkiibasyona birakildu.

2.14.7 Rekombinat Kolonilerin Tespiti: Koloni PCR

Inokiilasyon sonrasi petride biiyiiyen kolonilerden rastgele segilerek koloni
PCR reaksiyonlar1 gergeklestirildi. Segilen yiiz koloniden her biri, 20 pL distile su
icerisinde seyreltildi. Bu seyreltik hiicrelerden 3 pL zeozin’li kat1 besiyerine ekilerek
37 °C’de bir gece inkiibasyona birakildi. 2 pL’si ise koloni PCR’da kalip olarak
kullanildi. Koloniler, AOX primerleri kullanilarak yapilan standart PCR
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reaksiyonlart ile genin varlig1 agisindan tarandi. PCR firiinleri %0.8 ‘lik agaroz jelde

yiiriitiildii ve jel goriintiileme cihazinda goriintiilendi.

2.14.8 Rekombinant pPICZaC Vektoriiniin izolasyonu

Koloni PCR sonucunda rekombinant oldugu diisiiniilen kolonilerden plazmit
DNA’larini izole etmek amaciyla zeozinli (25 ug / mL) LB’ye ekimler yapilarak 37
°C’de bir gece inkiibe edildi. Plazmit DNA’s1 Sigma firmasina (Taufkirchen,
Almanya) ait Gen Elute HP Plazmit Miniprep Kiti (Katalog No: NA0150-1KT)
kullanilarak izole edildi. Izolasyonun ardindan plazmit DNA iiriinleri, klonlamada
kullanilan restriksiyon enzimleri ile kesildi. Kesim tiriinleri %0.8’lik agaroz jelde
yiritilerek genin varhigi dogrulandi.  Ayrica izole edilen plazmit DNA’lar
REFGEN (Ankara, Tirkiye) araciligiyla dizilendi. Dizileme sonucunda pozitif
sonug veren klonlardan gliserol stoklar hazirlanarak - 80 °C dolabinda muhafaza

edildi.
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3. BULGULAR

3.1 Genomik DNA izolasyonu ve PCR

Farkl1 zeytin gesitlerinden (bkz. Tablo 2.1) izole edilen gDNA’larin agaroz jel

goriintiileri sekil 3.1°de gosterilmistir.

MI2IATOTEINMRE UBNOT 8O0 NRNU K

5 Kb Wy w U-UUu-HUUUuuﬁvwn

1.5 Kb

Sekil 3.1 Genomik DNA 6rneklerine ait agaroz jel goriintiisii
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3.2 Intron Tespiti

DnaJ geninde intron bolgelerinin olup olmadigini belirlemek igin geni tam
uzunlukta ¢ogaltacak primerler (DnaJampF ve DnaJampR) ile hem gDNA’dan hem
de cDNA’dan PCR yaptigimizda gDNA kaliplarindan DnaJ genine ait bantlar elde
edilemedi (Sekil 3.2). Fakat cDNA’dan 200 niikleotid ¢ogaltan primerler ile PCR
yapildiginda 500 niikleotidlik bantlar elde edildi. Bu nedenle intron bolgelerinin

biiyiik oldugunu diisiinerek genin farkli kisimlarina has primerler dizayn edildi.

Sekil 3.2 Genomik DNA ve cDNA'dan ¢ogaltilmis PCR iirtinlerinin agaroz jel
goruntust

Sekil 3.4 ‘de genin farkli bolgelerini ¢ogaltan primer ciftleri gosterilmistir.
Bu primerler geni 5’ugtan 200 - 250 niikleotid gogaltacak geri primerler, ortadan

yaklagik 160 niikleotidlik bolgeyi ¢ogaltmasi beklenen primer ciftleri ve 3’uca yakin
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850 niikleotid ¢ogaltan 6zgiil primerler seklindedir. Degisik primer konbinasyonlari
ile PCR sonucunda cDNA’ya gore 5’uctan 200 — 250 niikleotitlik bir bolgeyi
¢ogaltan DnaJampF-DnaJrevl primerleri ile genomik DNA’dan yaklasik 1000 - 1500
baz cifti biiyiikliigiinde DNA bantlar1 elde edildi. Ayni sekilde genin ortasindan 800
niikleotidlik kismi ¢ogaltacak sekilde tasarlanan primerler ile 2 - 3 kb’lik iiriinler elde

edildi. DnalrtF - DnaJampR primer giftleri ise beklenen biiyiikliikte bantlar verdi.

Sekil 3.3 Intron tespitinde farkli primer kombinasyonlar1 kullanilarak elde edilen
PCR iiriinleri 1.DnaJEcoR - Dnalrevl, 2. DnaJEcoR - Dnalrev2, 3. DnaJampF -
Dnalrevl, 4. DnaJampF - DnaJrev2, 5. DnajintF - DnalintR, 6. DnaJrtF - DnaJampR,
7. DnaJampF - DnaJrtR, 8. DnaJampF — DnaJampR

Bu analizler sonucunda intron bolgeleri igerdigi sanilan bantlar dizilendi.
Dizileme sonuclart sekil 3.4’de gosterilmektedir. Buna gore, genin 5’u¢una yakin
bolgede yaklasik 1 kb biyiikliigiinde intron dizisi belirlendi.  3’ugtan 1000
niikleotid’lik bir bolgenin dizileme sonuglarinda ise yaklasik 100 bg’lik intron dizisi
tespit edildi. Diger bolgenin 2 - 3 kb biiyiikliigiinde olmasi sebebiyle dizleme
sonuclart verimli olarak elde edilemedi. Fakat jel goriintiilerine dayanarak bu

bolgenin yaklasik 1,5 - 2 kb’lik intron dizisi ihtiva ettigi diisiniilmektedir.
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BASARISIZ DIZILEME
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Sekil 3.4 Intron analizinde kullanilan primerlerin yerlesimi ve intron bdlgeleri

3.3 Polimorfizm Analizi

Sekil 3.5°de, zeytin ¢esitleri arasinda polimorfizim olup olmadigini aragtirmak
amaciyla gergeklestirilen PCR fiiriinleri gosterilmektedir. Polimorfizm tespiti i¢in her
bir ¢esitten gene has intron - ekzon bolgesi, intron analizinde de kullanilmig

DnaJampF-Dnalrevl primerleri ile cogaltildi.
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Sekil 3.5 Zeytin ¢esitlerine ait PCR {iriinleri. 1.Ascolano, 2. Cakir, 3.Memecik, 4.
Gordales, 5. Edincik Su, 6. Negral, 7. UB1, 8. Hojiblanca, 9. Erkence, 10. Ayvalik,
11. 0308, 12. Karamiirsel Su, 13. Izmir Sofralik, 14. Samanli, 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, Kasim var,
30. Gemlik

Cesitlere ait niikleotid dizileri BioEdit programi [116] ile hizalandi. Dizileme
sonuglarina gore 400 bg¢’lik bir bolgede 10 adet tek niikleotid polimorfizmlerine
rastlanmistir (Tablo 3.1). Ayrica Koroneiki, Cakir, Edincik Su, Gordales, Negral,
Erkence, Samanli, Memecik ve Karamiirsel Su, Domat gibi ¢esitlerdeki pek ¢ok
heterozigot bolge tespit edilmistir (Tablo 3.1) (Sekil 3.6).
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Cesitler arasinda akrabalik iligkilerini gozlemlemek icin PAUP programi
[121] yardimiyla filogenetik agag¢ olusturuldu (Sekil 3.7).

Sekil 3. 6 Cakir cesitine ait kromotogramdaki heterozigot bolgeler

Tablo 3. 1 Zeytin ¢esitlerindeki SNP noktalar1 ve heterozigot bolgeler

Zeytin Tek Niikleotid Polimorfizm (SNP) Noktalar1
Cesitleri 100 | 161 | 261 | 292 | 327 | 328 | 331 | 351 | 412 | 433
Ascolano T A T A G G A G A G
T w K R R R W R R G
Cakir
(AIT) | (GIT) | (G/IA) | (GIA) | (GIA) | (AIT) | (GIA) | (GIA)
T W K R R R W R R G
Memecik
(A/T) | (GIT) | (GIA) | (GIA) | (GIA) | (AIT) | (GIA) | (GIA)
Y W K A R R A R R S
Gordales
(CIT)| (A/T) | (GIT) (GIA) | (GIA) (GIA) | (GIA) | (GIC)
Y w K A R R A R R S
Edincik Su
(C/M)| (AIT) | (GIT) (GIA) | (GIA) (G/IA) | (G/IA) | (GIC)
Y w K A R R A R R S
Negral
(C/IT) (AIT) | (GIT) (GIA) | (GIA) (G/IA) | (G/IA) | (GIC)
UB1 T T G G A A T A G G
Hojiblanca C T G A A A A A G C
Y T G R A A W A G S
Erkence
(CIT) (GIA) (AIT) (GIC)
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Tablo 3. 1 (Devam) Zeytin gesitlerindeki SNP noktalar1 ve heterozigot bolgeler

Ayvalik T T G G A A T A G G
0308 T T G G A A T A G G
Y T G R A A W A G S
Karamiirsel Su
(CIT) (GIA) (AIT) (G/C)
[zmir Sofralik C T G A A G C
Y T G R A A W A G C
Samanl
(CIT) (GIA) (AIT)
T T G G A A T A G S
0108
(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
Y T G R A A W A G S
Domat
(CIT) (GIA) (AIT) (G/C)
Picual T A T A G G A A G
Uslu C T G A A A A A G C
T w K R R R W A R G
Koroneiki
(AIT) | (GIT) | (GIA) | (G/IA) | (GIA) | (AIT) (G/IA)
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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Sekil 3.7 Zeytin ¢esitlerine ait neighbour - joining filogenetik agag

3.4 Biyoinformatik Analiz

3.4.1 BLAST Analizi

Zeytin cDNA kiitiiphanesinde mevcut ckl7 - 90 olarak isimlendirilmis
klonun NCBI veri tabanindaki BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
programi [115] nBLAST sekmesi ile yapilan analizin sonuglar1 Sekil 3.8’ve Sekil
3.9’da gosterilmistir.
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XM_002534166 Ricinus communis chaperone protein DMA), putative, mRMNA S=697 E=0 |

Color key for alignment scores

Sekil 3.8 Ck17 - 90 klonunun BLAST analizi

Accession | Description Max score | Total score | Query coverage | _ Evalue ‘ Max ident
AN 0025341861 Ricinu communis chaperong protein DNAJ, putative, mRNA £97 697 62% 0.0 4%
A 0022743151 PREDICTED: Vitis vinifera hypathetical protein LOC100268138 686 686 60% 0.0 4%
AN 0023105181 Populus trichocarpa predicted protein, mRNA 678 679 62% 0.0 4%
Al 0023070381 Populus trichocarpa predicted protein, mRNA 68 668 63% 0.0 4%
AK243178.1  Qryza sativa Japonica Group cONA, clone: J100036P15, fullir 613 619 62% 2e-173 73%
N 0010617651 Oryza sativa Japonica Group 050590334400 (0s05g0334400) 618 619 62% 2e-173 73%
1t 0010617521 Qryza sativa Japonica Group 050590333500 (0s0500333500) 619 619 62% 2e-173 73%
AKIDIST0.L Qryza sativa Japonica Group cONA clone:J033035M17, fulline 618 619 62% 2e-173 73%
AK362253.1  Hordeum vulgare subsp. vulgare mRNA for predicted protein, 618 618 62% 5e-173 13%
AK2681231 Hordeum vulgare subsp. vulgare cDNA clone: FLbafi7a20, mf - 618 618 62% 3173 T3%
ABO33405.1  Qryza sativa mRNA for DNAJ homologue, complete cds £07 607 62% le-169 13%
Al 0022630801 PREDICTED: Vitis vinifera hypathetical protein LOC10025739¢ 603 603 3% le-168 T3%
A 0024436541 Sorghum bicolor hypothetical protein, mRNA 74 574 62% fe-160 2%
Al 002678557.1 Arabidopsis lyrata subsp. lyrata DNAJ heat shock famly prote 336 336 63% 2e-154 1%

Sekil 3.9 BLAST ile tespit edilen benzer kayitlar
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Bu sonuglara gore ck17 - 90 klonunun yiiksek oranda DnaJ genine benzedigi
tespit edildi. NCBIL, pBLAST sekmesi ile yapilan analizin sonuglarinda ise gen
lrlinlintin ~ hangi aileye ait oldugu belirlenmis ve korunmus bolgeleri

gosterilmistir.(Sekil 3.10).

Feature 1

1BQO < 58

query g0 133

2QW0_B 17 91

gi 418611 a7 157

gi 729007 6 &0

gL 2506360 125 185

gi 9789744 4 58

gi 11132132 € 61

gi 11132166 2 56

gi 11132562 6 €0
] 3 15 us m ne o

(ery seq,

Specific hits

Moa-specific

hits

Seperfanilies

@i 1730745
query

gL 122674930 2
gi 3015662
gL 81835065
gL 75329262
gL 123046938 18
Gi 74507355
gL 149237557 360
Q1 139432788

gL 1730745
query

g1 122674920
oL 3915669
gL 81835065
g1 75329262
gi 123046938 244
g4 74507355
gL 149237557 416
gL 139438788 273

b”mbﬂl’l

K ;
P TQTAL 440
D

Sekil 3.10 Farkli tiirlere ait Dnal proteinlerinin korunmus bolgeleri
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3.4.2 BioEdit Programu ile Yapilan Analizler

Tahmini DnaJ geninin niikleotid kompozisyonu sekil 3.11°de gosterilmistir.
Bu sonuglara gore G - C igeriginin %43.22, A - T yogunlugunun ise %356.78

oraninda oldugu goriilmektedir.

DMA molecule: okl 7ck30reyCompOrtaS aglamD egiDMAFot FL G+C content: 43 22%

Length: 1733 base pairs . 8
Malecular weight: 52423500 Daltons, single stranded il oot 555

Molecular weight; 1051530,00 Daltonz, double stranded

MNucleotide Composition
ck17ck90revCompOrtaSaglamDegilDMNAjProt FL

Nucleotide

Sekil 3.11 Ck17 - 90 klonunun niikleotid kompozisyonu

Sekil 3.12, Zeytin DnaJ geni cDNA dizisinin agik okuma gergevesini (ORF)
gostermektedir. Buna gore, zeytin tahmini DnaJ geni 433 aminoasit uzunlugunda bir

proteine donligmektedir. Aminoasit kompozisyonu Sekil 3.13’de gosterildigi gibidir.
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Yookl 100 oo 1390 Frame 0 433 38

AT PR T aR AL 8P L 3L AL R oA R TR VAR YTV VB SE KA TRALARERPIEE
PR e YL Ll L VPSR S AT oL VAV ERE T RLESCITCDRSeA
3B GE 3 G ERLLAEAG3 LAVRSE RGP EVLADPVLARLITNLYTC
SR L LA T AR VR L TERLEEATRATALS

Sekil 3.12 Zeytin Dnal proteinine ait aminoasit dizisi

Amino Acid Gomposition
cki7ck80 433aa DNAProt FL

ol 25

Ala Cys Asp G Phe Gl Hs & Lys Leu Met Asn Pro Gh Arg Ser Thr Val Trp Tyr
Aming Acid

Sekil 3.13 DnaJ proteinin aminoasit kompozisyonu
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Farkli bitki tiirlerine ait Dnal proteinlerinin hizalanmasi sonucunda

J -

domainini takip eden glisin / fenilalanin’ce zengin bdlge ile proteinin peptid

baglanma fragmentinde mevcut ¢inko parmak motifleri Sekil 3.14 ‘de gosterilmistir.
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Sekil 3.14 Cesitli bitki tiirlerinde mevcut Dnal protein peptid baglanma fragmentini

olusturan aminoasit dizileri
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3.4.3 EXPASy Analizleri

Sekil 3.15, aminoasit dizisinin TMMOD Protein Topoloji Prediction
programindaki analiz sonuglarin1 gostermektedir. Bu sonuglara gére DnalJ gen

tirtiniiniin transmembran proteini olmadig1 tahmin edilmektedir.

TUMOD - Hidden Mrkow Model for Transmembrane
Proien Toology Predition

e il

* ot NOVTTROTEN

tlugh |

ubrolpd s 0

bl Adsn VS )
U
U
|

i
) _ -

0
000 bt
(o 0
i

s bt s
T poiof e
i 4

shu‘.\'pﬂsteﬁmmohah'liﬁes transueibrane — inside — tulside —

.:___I.,|\|||J|
§

=1
==
==
e
_=
far
—
==
Lo
—
=1
e
==
==+
Py
==
_
.
=
===

Sekil 3.15 Proteinin hiicre i¢i yerlesimi
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TARGET - P programi analizlerde cTP ile gosterilen veri proteinin kloroplast
transit peptid ihtiva ettigini gostermektedir. RC ifade edilen kisim analizin
givenilirligini  6l¢mektedir.  1’den 5’¢ kadar derecelendirilmis Ol¢ekte deger
diistiikge giivenilirlik artmaktadir. Sekil 3.16° da goriilen RC 1 degeri, analizin
%80’den fazla giivenilir oldugunu isaret etmektedir. Ayrica bu sonuglar ExPASy

web sayfasinda mevcut farkli programlar ile desteklenmistir (Sekil 3.17).

TargetP 1.1 Server - prediction results

i Technical University of Denmark

##% targetp wl.1 prediction results FEFEFFEFEEEEREFIEERRRRRRRRRRRREES
Humber of guery segquences: 1

Cleavage site predictions not included.

T=ing PLANT networks.

Hame Len TP mTP 5P other Loc RC
cklT7ck30 433 0.969 0.030 0.003 0.077 [ 1
cutoff 0.000 0.000 0.000 0.000

Sekil 3.16 J-protein sinyal peptid analizi

Location Probability of Location
Chloroplast 97.2 %
Mitochondrion 2.7 %
Cytoplasm 0.0 %
Mucleus 0.0 %
Secreted pathway 0.0 %

Sekil 3.17 Dnal proteinin hiicre i¢i lokalizasyonu
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3.5 Dokusal ve Zamansal Ekspresyon Seviyesinin Belirlenmesi

DnaJ geninin dokusal ve zamansal ekspresyon seviyelerinin tespiti igin farkli
dokulardan (bkz. Tablo 2.7) izole edilmis RNA orneklerinin agaroz jel goriintiisii

Sekil 3.18°de gosterilmistir.

28S rRNA
18S rRNA

Sekil 3.18 Toplam RNA 6rneklerinin agaroz jel goriintiisii

Standart egri, konsantrasyonu bilinen diliisyon serilerini kullanarak 3 tekrarl

caligilan standartlara ait anlik gosterimli PCR sonucunda elde edilmistir. (Sekil 3.19)
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Sekil 3.19 Anlik gdsterimli PCR analizlerinde kullanilan standart egri

12 ayda “var yili” ve “yok yili” agaglarindan ornekler toplanmis ve anlik
gosterimli PCR sonucunda standart egri baz alinarak normalizér gen GAPDH ile
birlikte konsantrasyonlar hesaplanmistir.  Asagidaki grafikler, zeytin bitkisinde
konstitiitif olarak ifade edilen normalizor gen GAPDH’e gore farkli ay ve dokularda

degisiklik gostermis DnaJ mRNA diizeylerini gostermektedir.
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Sekil 3.20 Zamansal ekspresyon grafigi
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Sekil 3.21 Dokusal ekspresyon grafigi
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Sekil 3.22 Farkli meyve dokularinda DnaJ ekspresyon seviyesi

3.6 Ekspresyon Vektorii pPICZaC’ye Klonlama

Biyokimyasal karakterizasyon ¢alismalarinin ilk basamagi Dnal geninin
pPICZaC ifade vektoriine klonlanmasidir. Sekil 3.23’de bu amagla gergeklestirilen

ligasyon sonuglar1 goriilmektedir.
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Sekil 3.23 Ligasyon iiriinleri ve kontrolleri

Geni tastyan pPICZaC ekspresyon vektoriiniin E.coli DHI0B susuna
transforme edilmis ve kompatan hiicreler zeozin’li LB kat1 besiyerine ekilmistir.

Sekil 3.24 inkiibasyonu takiben olusan kolonileri gostermektedir.
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Sekil 3.24 Rekombinant plazmitleri igeren kolonilere ait petri goriintiisii

Geni tastyan rekombinant kolonileri belirlemek amaciyla rastgele segilen
kolonilerden AOX primerleri ile PCR yapildi. Sekil 3.25°de 10 farkli koloniden elde
edilen PCR sonuglar1 verilmistir. 9. koloni hari¢ diger bantlarda bos vektérdeki 600
b¢’lik AOX bolgesinin gogaldigi goriilmektedir. pPICZaC klonlama bolgesinde
bulunan alkol oksidaz (AOX) igerisine klonlandig: diisiiniilen gene ait 9. bant ise
yaklasik 2 kb biiyiikligiindedir.

63



v~

PR e B e B B e

Sekil 3.25 Koloni PCR {iriinlerinin agaroz jel goriintiisii

Color key for alignment scores

<40 40-50 80-200 »=200

Guery [
| pPICZ’ye I | | | |
Toenzeyen | 200 400 600 a0 1000

bélge T | DnaJ’ye Benzeyen bolge |

Sekil 3.26 Rekombinant plazmitin dizileme ile dogrulanmasi
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9. koloniden plazmit izole edilerek restriksiyon kesimi ile klonlamanin
basarili olup olmadig: tespit edilmistir. Sekil 3.27°de restriksiyon kesim sonucunda
gene ait oldugu disiiniilen ve yaklasik 1.5 kb’a karsilik gelen bélgede bantlar oldugu
goriilmektedir. Bu sonuglar DnaJ klonlu vektoriin dizilenmesi ile elde edilen veriler
tarafindan desteklenmektedir (Sekil 3.26).

Sekil 3.27 Restriksiyon iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii
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4. SONUC VE ONERILER

Bitkilerde sicaklik, tuzluluk, kimyasal toksitite, oksidatif stres gibi etkenler
ciddi tehlikelere sebep olmaktadir. Bu g¢evresel etkenler diinya capinda %50’ye
varan iriin kayiplarina yol agmaktadir. Bitkiler biitiin bu olumsuz kosullarla basa
cikabilmek i¢in gesitli adaptasyonlar gelistirmislerdir. Is1 soku proteinleri adi verilen
yardimc1  molekiiller polipeptidlerin  6zgiil fonksiyonel konformasyonlarina
kavusmasi, Yanlis katlanmis proteinlerin  degrede edilmesi, hiicre igerisine
tasinmasinin yani sira 1s1 toksik maddeler ile azot ve su eksikligi gibi pek c¢ok

abiyotik stres kosullarina kars1 hiicresel cevabin olusturulmasinda gorevlidir [108].

Zeytin (Olea europaea L.), odunu ve meyvelerinin yani sira, yagindan
kozmetik sanayi ve tip basta olmak iizere pek ¢ok endiistriyel alanda faydalanilmasi
sebebiyle yliksek ekonomik degere sahip bir bitki tiiriidiir. Bir tarim iilkesi olan
Tiirkiye’de de Akdeniz ve Ege basta olmak iizere ¢esitli bolgelerde yetistiriciligi
yapilmaktadir. Bu nedenle, zeytine 500 - 1000 y1l yasayabilme yetenegi kazandiran

abiyotik stres toleransinda rol alan mekanizmanin aydinlatilmasi oldukga 6nemlidir.

Is1 soku proteinleri E. coli ve mayadan insana prokaryot ve okaryot pek ¢ok
organizmada calisilmasina ragmen yiiksek bitkilerde nispeten smirli sayida

calismaya rastlanmaktadir.

Gergeklestirilen  biyoinformatik  analizler  sonucunda  (daha  Once

laboratuarimizda yapilmis olan) kasim “var yil1i” ¢cDNA kiitiiphanesinden elde edilen
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ck17 - 90 isimli klonun Ricinus communis, Populus trichocarpa, Oryza sativa,
Arabidopsis lyrata gibi bitkilerdeki DnaJ genleriyle yiiksek oranda benzerlik
gosterdigi tespit edilmistir.  Cesitli programlar yardimiyla genin sentezledigi
proteinin 433 aminoasit uzunlugunda oldugu goriilmiistiir. Literatiirde J - proteinin
cesitli islevlerinden dolay1 hiicre igerisinde kloroplast, mitokondri, ER gibi farkli
organellerde lokalize oldugu belirtilmistir [9].  Aminoasit komposizyonuna
bakildiginda serin ve glisin gibi hidrofilik aninoasitlerin yan1 sira 16sin ile valin gibi
hidrofobik aminoasitlerin nispeten fazla olmasina bagl olarak iki olasilik 6n plana
cikmaktadir.  Bunlardan ilki zeytin Dnal proteinin bir membran proteini
olabilecegidir.  Diger ihtimal ise bu proteinin hiicre igerisinde, hidrofobik
aminoasitlerin molekiiliin merkezinde yerlesmis kor bolgesini olusturdugu, hidrofilik
aminoasitlerin ise ylizeyde bulundugu, globiiler bir protein olarak davranmasidir.
Niikleotid ve aminoasit dizileri kullanilarak ¢esitli programlar yardimiyla
gerceklestirilen analizlerde Dnal proteinin kloroplast stromasinda ¢éziinmiis globiiler
bir protein olabilecegi tahmin edilmistir.  Arabidopsis ve Chlamydomonas
reinhardtii gibi organizmalarda yapilan ¢alismalarda kloroplast stroma ve tillakoid
zarlarinda Dnal proteinlerine rastlanmasi [9, 108], elde edilen sonuglar1 destekler

niteliktedir.

Gen bankasindan elde edilen farkli bitki tiirlerine ait J - proteinlerinin
aminoasit dizileri hizalandiginda kirmizi bayraklarla isaretlenen alanda ¢inko parmak
motifleri goriilmektedir (Sekil 3.14). Burada ilging olan nokta, diger bitki tiirlerine
ait peptid baglanma fragmentleri dort adet ¢inko parmak motifi igerirken zeytin
bitkisinde ti¢iincii ¢inko parmak motifinin bozulmus olmasidir. Bir bagka ifade ile
diger bitkilerde 4 adet ¢inko parmak motifi mevcut iken zeytin J-proteini 3 tane
motife sahiptir. Tip | Dnal proteinlerini diger tiplerden ayiran 6zellik C - terminal
peptid baglanma fragmentlerinde bulunan ¢inko parmak motifleridir. Bu nedenle
zeytin J - proteininin Tip I grubuna dahil oldugu disiiniilmektedir. Dolayisiyla bu
sonuglar, zeytin tahmini J - proteinin Hsp70’den farkli saperon aktivitesine sahip

olma ihtimalini diistindiirmektedir.
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Intron bolgelerinin tespiti amacryla degisik primer konbinasyonlart
kullanilarak yapilan PCR sonucunda bu genin toplamda yaklasik 3 kb biiyiikliiglinde
en az 2 introna sahip oldugu tespit edilmistir. Genin 5’ucuna yakin bolgede
yerlesmis olan 1 kb biiyiikliigiindeki intron dizilenmistir. Fakat 3’uca yaklagik 1000
niikleotid uzakliktaki intron ise 2 kb’a yakin olmast nedeniyle heniiz
dizilenememistir. Ancak zeytin DnaJ geninin laboratuarimizda g¢alisilan 8 farkli

gene kiyasla en biiyiik intronu igerdigi goriilmiistiir.

Calismalarin diger bir basamagi zeytin c¢esitleri arasinda polimorfizm olup
olmadigimi arastirmakti. 30 farkli cesitten izole edilmis gDNA’lardan PCR ile
cogaltilan intron bolgeleri SNP analizlerinde kullanilmigtir. Dizileme sonuglarina
gore 400 bg’lik intron bolgesinde cok sayida tek niikleotid polimorfizmlerine
rastlandi.  Ozellikle Koroneiki, Samanli, Edincik Su, Karamiirsel Su, Cakir
cesitlerinde SNP’lerin bulundugu bdlgede ¢ok sayida heterozigot nokta tespit

edilmistir.

Onceki calismalarda Dna] geninin konstitiitif ifadesi, proteininin yiiksek
oranda korunmus J - domainin yam sira ¢esitli uzunluklarda az korunmus C -
terminal domaine sahip olmasi sebepleri ile prokaryotlarda yakin tiirleri birbirinden
ayirmada 16S’lik rRNA genine alternatif filogenetik markir olarak kullanildig:
bilinmektedir [127]. Bitkiler aleminde ise, ¢ogunlukla 28, 18 ve 5,8S rRNA genleri
arasina yerlesmis ITS bolgeleri bu amagla kullanilmaktadir [127]. Zeytinde oldugu
gibi genin korunmus J - domainini kodlayan niikleotidler arasindaki polimorfik
intron bolgeleri, bu genin bitkiler aleminde de filogenetik markir olarak
kullanilabilecegini diisiindirmektedir. Fakat bu konuda kesin verilere sahip olmak
i¢cin daha fazla ¢esit lizerinde genin farkli bolgelerine ait detayli calismalar yapilmasi

gereklidir.
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Zeytin DnaJ geninin dokusal ve zamansal ekspresyon seviyesindeki
degismelere bagli olarak proteinin fonksiyonu hakkinda fikir sahibi olabilmek
amaciyla anlik gosterimli PCR calismalar1 gergeklestirilmistir. 12 ay boyunca “var
yili” ve “yok yili” agaclarina ait yaprak dokularindaki ekspresyon analizlerinde
Aralik ve Ocak aylarinda gen ifadesinin arttig1 gézlenmektedir (Sekil 3.20). Is1 soku
proteinlerinin sadece ekstrem sicaklik stresinde degil ayni zamanda su stresi,
tuzluluk, soguk stresi ve oksidatif stres gibi kosullarda da gorev aldig1 bilinmektedir
[9]. Her ne kadar meyvedeki mRNA seviyelerinin ¢ok altinda olsa da anlik
gosterimli PCR analizlerimiz zeytin DnaJ geninin soguk stresinde daha fazla
sentezlendigi sonucunu isaret etmektedir (Sekil 3.20). Yaprak, cicek, tomurcuk ve
siirglin gibi dokularda ise DnaJ ifade seviyeleri arasinda belirgin bir farkliliga
rastlanmazken (Sekil 3.21) meyve dokusundaki analizlerde, mRNA seviyesinin ¢ok
yiikksek oldugu ve meyve olgunlagsmasi ile DnaJ mRNA ifadesi arasinda pozitif
korelasyon oldugu goze carpmaktadir. Ozellikle kasim ayinda toplanmis olgun

meyve 6rneklerinin gen ifadesi oldukga yiiksektir (Sekil 3.22).
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