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OZET

ZEYTIN ALDOLAZ VE OKARYOTIK TRANSLASYON BASLATMA FAKTORU
AE GENININ MOLEKULER KARAKTERIZASYONU
YUKSEK LiSANS TEZi
SUMEYYE ALTUNOK
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BIiYOLOJI ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: DOC. DR. EKREM DUNDAR)

BALIKESIR, HAZIRAN - 2016

Zeytin (Olea europaea L.); Oleaceae familyasina ait, Akdeniz iklimine 6zgii, her dem
yesil ve uzun omiirlii, ekonomik degeri yiiksek bir agag tiiriidiir. Zeytin genlerinin ve bu
genlerin islevlerinin bilinmesini amaglayan bir hedef dogrultusunda baslatilan bu
calismada fruktoz 1,6-bifosfat aldolaz geninin ve Okaryotik translasyon baslatma
faktoriiniin molekiiler karakterizasyonu amaglanmistir. Genden protein elde edilirken Real-
time PCR, klonlama, transformasyon, SDS-PAGE, Western Blot, Ni-NTA saflastirma
yontemleri kullanilmistir. Biyoinformatik analizler i¢in ise; niikleotid ve protein BLAST
(NCBI), BioEdit, EXPASy, FinchTV, CLC Genomics Workbench, Primer3, SOSUI,
SignalP ve. TMHMM programlar1 kullanilmigtir. Biyoinformatik analizler sonucunda
OeFBPA’nin; 314 aminoasitten olustugu ve en ¢ok glisin aminoasitini igerdigi, 34 kDa
molekiiler agirliga sahip oldugu, hidrofobik bir protein oldugu, optimum pH degeri 7.94
olan ve OeEIF’in 245 aminoasitten olustugu ve en ¢ok glutamik asit ve lizin
aminoasitlerini i¢erdigi, 27 kDa molekiiler agirliga sahip oldugu, hidrofobik bir protein
oldugu, optimum pH degeri 5 oldugu tespit edilmistir. Dokusal ifade analizlerine gore
OeFBPA’'nin GAPDH’e gore en fazla cicekte ifade oldugu ve “var yili” yaprak ve
pediselde de fazla oranda sentezlendigi goriildii. OeEIF’in ubiqutine goére en fazla "var
yil1” yaprakta ifade oldugu gortildii.

ANAHTAR KELIMELER: Zeytin (Olea europaea L.), Fruktoz bisfosfat aldolaz, FBPA,
Okaryotik translasyon baslatma faktorii 4E, eEIF4E.



ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF OLIVE ALDOLASE AND
EUKARYOTIC TRANSLATION INITIATION FACTOR 4E GENE
MSC THESIS
SUMEYYE ALTUNOK
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. EKREM DUNDAR

BALIKESIR, JUNE 2016

Olive (Olea europaea L.) is a fruit tree which belongs to the Oleaceae family. It’s
specific to the Mediterranean climate, evergreen, long-lasting and it has high a economic
value. In this study, molecular characterizations of fructose 1,6-bisphosphate aldolase and
eukaryotic translation initiation factor were aimed. To produce protein from the genes the
following purification methods were used: Real-time PCR, cloning, transformation, SDS-
PAGE, Western Blot, Ni-NTA. And for bioinformatics analysis; nucleotide and protein
BLAST (NCBI), BioEdit, EXPASy, FinchTV, CLC Genomics Workbench, Primer3,
SOSUI, SignalP and TMHMM. Bioinformatic analyses for OeFBPA revealed the
following results: it’s 314 amino acids long (it contains 314 aminoacids) and contains
mostly glycine (rich in glycine). Its molecular mass is 34 kDa, it’s an hydrophilic protein
and it’s optimum pH value is 7.94 pH. Bioinformatics analysis for OeEIF revealed it had
245 amino acids (it contains 245 aminoacids) and it was rich in glutamic acid and lysine.
OeEIF‘s molecular mass was calculated as 27 kDa. It was predicted as an hydrophilic
protein and its optimum pH value appeared 5. The spatial expression results revealed
OelF4E expressed about 30 fold more than the housekeeping gene (ubiquitin) in leaves.
Comparing the “on year” and “off year” leaves, the gene appeared to express more in “on
year” leaves suggesting a role in nutrition supply for fruit formation and / or fruit
development.

KEYWORDS: Olive (Olea europaea L.), Fructose bisphosphate aldolase, FBPA,
Eucaryotic translation initiation factor 4E, elF4E.
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1. GIRIS

1.1  Zeytin (Olea europaea L.)

Zeytin (Olea europaea L.); meyvesi ve meyve ve ¢ekirdeginden elde edilen
yagt ile ticari acidan ¢ok degerli bir agactir. Uzun yillar boyunca yasayabilen ve
kuraklik gibi dis etkenlere dayanikli olan zeytin agaglart hem kendiliginden
yetisirken hem de kiiltiir olarak yetistirilebilmektedir. Alternatif iiriin vermeyle de
(halk arasinda var yili-yok yili, bir yil ¢ok {iriin verirken takip eden yil az meyve

verme) degerini katlayan bir agag tiiriidiir.

Oleacea, diinya ¢apinda yayilmis ve 24 cinste 600 tiirle temsil edilen bir
familyadir. Oleaceae familyasinda ilk evcillestirilmis tarimsal agaglardan biri olan
zeytin (Olea europaea L.) sofralik zeytin ve yemeklik yag icin agirlikli olarak

yetistirilmektedir [1].

Bilinen kadariyla zeytin Ispanya, Italya, Yunanistan, Fransa, Tiirkiye, Cezayir
ve Fas gibi Akdeniz Bolgesinin kiy1 bolgelerinde dogal olarak bulunmaktadir. Zeytin
bitkisinin 6zel iklim istekliligi nedeniyle de zeytin kiiltiir bitkisi olarak yine
Akdeniz’e kiyist olan iilkelerde yetistirilmektedir. Zeytin diinyada yaklasik 9.8 mil
hektar alan kaplayan, en ¢ok yetistirilen meyve agacidir. FAO tarafindan yayinlanan
istatistiklere gore Tiirkiye, Ispanya, Italya ve Yunanistan'dan sonra diinyada 4. biiyiik
zeytinyag treticisidir. Tiirkiye, diinyada siyah zeytinin ilk tireticisidir ve Tiirkiye'de
Gemlik zeytin tiirli siyah zeytin tiretiminin %80'ini karsilamaktadir [1]. Halen diinya
tizerinde zeytin agaclarinin %90°1 bu {lilkelerde yer almakta ve yaklasik 9.984.918
hektar alanda 16.584.919 ton zeytin liretimi yapilmaktadir (FAO, 2013). Diinyada
son yillarda zeytincilik sadece Akdeniz’e kiyisi olan iilkelerle smurli kalmayip
Akdeniz ikliminin goriildigii bazi iilkelerde de (Arjantin, Sili, Meksika, Peru,
Avustralya vb.) yetistirilmeye baslanmistir (FAO, 2013, 10C, 2013).



1.2 Fruktoz 1,6-bifosfat Aldolaz (FBPA)

1.2.1 Fruktoz 1,6-bifosfat Aldolazin Biyokimyasi

Fruktoz 1,6-bisfosfat aldolaz (EC4.1.2.13 FBPA) glikoliz/glukoneogenez
yolunda veya pentoz fosfat dongiisiinde 6nemli bir enzimdir ve fruktoz 1,6 bifosfatin
tersinir olarak dihidroksiaseton fosfat (DHAP) ve 3-fosfat gliseraldehit (G3P)
doniistiiriilmesini katalizler (Sekil 1.3) [2]; DHAP gliserol sentezi igin, tuz stresi

altinda 6nemli ozmotik uyumlu bir eriyik i¢in bir 6n-madde olarak islev goriir.

Iki evreden olusan glikolizin (Sekil 1.1) 3. basamaginda olusan fruktoz 1,6
bifosfat aldolaz 4. basamakta ikiye bolerek 3 karbonlu monosakkaritlere
(gliseraldehit-3-fosfat ve dihidroksiaseton fosfat) parcalanir. Bu yolaga adin1 veren
lizis basamagidir. Dihidroksiaseton fosfat izomerlesmeyle ikinci gliseraldehit-3-
fosfat molekiiliine doniisiir. Ancak, aldolazlar sadece bu tepkimeyi gergeklestirmeyip
ayrica keto sekerleri de parcalarlar ve aldolazin katalizledigi her tepkimede

urinlerden biri mutlaka dihidroksiaseton fosfat olmaktadir.

Arke fruktoz-1,6-bisfosfat aldolaz/fosfataz (FBPA/P) tek bir katalitik domain
iceren fakat glukoneogenezin 2 farkli reaksiyonunu kimyasal olarak katalizleyen
olagandis1 yeni bir bifonksiyonel enzim olarak tanmimlanmistir [3] (Sekil 1.4).
Genelde bifonksiyonel enzimler ya 2 farkl katalitik domain ya da substrat 6zgilligi
gozetmeyen tek bir domainden ibarettir [4]. Siradan bifonksiyonel enzimlerin aksine
FBPA/P sadece bir katalitik domaine sahiptir ve bu tek bir domain glukoneogenezde
FBPA i¢in DHAP ve G3P'nin aldol yogunlagsmasini tersine ¢evirebilme [3] ve
fruktoz-6-fosfat (F-6-P) igin FBPAin geri doniisii olmayan hidrolizi dahil 2 farkli
kimyasal reaksiyonu katalizler.
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Fruktoz 1,6-bifosfat aldolaz tarafindan katalizlenen biitiin aldol kondenzasyonu
tanimlanmistir. FBPA Sinif I'in bir ortak 6zelligi, bir Schiff bazinin olusturulmasiyla
ara reaksiyonu stabilize etmek ig¢in, lizin aktif bolgesinin kullanilmis olmasidir.
Cinko iyonu FBPA Sinif II'de kataliz sirasinda ketoz substratinin karbonil bagini
polarize etmek i¢in Lewis asiti olarak davranir. Sekil 1.5’te bir FBPA molekiilii ve 4
Mg?* iyonundan olusan FBPA kompklesi [5] ve 3 Mg** iyonunu kordine eden DHAP
fosfat grubundaki FBPA formunu temsil eden DHAP-Schiff bazi ara hali rapor

edilmistir [6].
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Sekil 1.5: Fruktoz 1,6-bifosfat aldolazin 2 aktif bolgesi

(a) Fruktoz 1,6-bifosfat kompleksi, (b) DHAP- Schiff base kompleksi [9].



Arke FBPA/P ilk olarak 2002'de bulundu ve sinif 5 FBPaz olarak tanimlandi
[7], sonra 1.8 A ¢oziiniirliikte Sulfolobus tokodaii FBPaz formunun kristal yapisi
Fushinobu and Nishimasu tarafindan belirlendi [8]. Kristal yapidan aktif bolge Sekil
1.5 (a)'da gosterilmistir, FBPA molekiilii ve 4 Mg?* iyonu FBPA/P ile kompleksinde
vardir. Son zamana kadar, 3 Mg?* iyonunu koordine eden DHAP fosfat grubundaki
FBP aldolazlar1 (FBPA) temsil eden DHPA-Schiff bazinda Sulfolobus tokodaii'nin
kristal yapisi rapor edilmistir (Sekil 1.5 (b) [9].

1.2.2 Fruktoz 1,6-bifosfat Aldolazin Simiflandirilmasi

Mekanik olarak iki formu bilinen aldolazlarinin birinci sinifina yiiksek
organizmalarin aldolazlart girmektedir ve gesitli hayvanlarin Sinif 1 enzimleri de
detayli olarak analiz edilmistir [10]. Simif I aldolazlarin aksine Sinif II FBP aldolazlar
aktiviteleri i¢in bir ¢ift degerlikli metal katyonu gerektiren metalloenzimlerdir ve
bakteri, maya, mantar ve baz1 yesil alglerde bulunmuslardir [11]. Tlging bir sekilde
aldolazlarin kataliz i¢in gerekli olandan ¢ok daha yiiksek konsantrasyonlarda
hiicrelerde bulunmasi, onlarin birincil isleviyle iliskisiz diger hiicresel aktivitelerde

bulunabilecegini de diisiindiirmektedir [12].

Sinif I aldolazlar (FBPA 1) baslica hayvanlar, bitkiler, protozoanlar ve algler
gibi yiiksek yapili organizmalarda bulunurken bazen bakteri ve arkelerde de bulunur
[13-15]. FBPA I'in gesitli kristal yapis1 saptanmistir [16, 17].

Bitkilerde, FBPA'larin iki izoformunun kismen homolog genler tarafindan
kodlandigi tanimlanmustir [18]; tip | ve Il FBPA'lar ¢esitli enzim aktivitesi ve
konfiriigasyonuyla farkli yapilara sahiptir ve ya kloroplast ya da sitozolde lokalize

olmustur [19, 20]. Sonug olarak, stres ve isleve tepki de farklidir.

FBPA I'lerin yaygin bir 6zelligi Schiff bazi olusmasiyla reaksiyonu stabilize
etmek icin lizin aktif bolge kullanmalaridir. Sif II FBPA'lar genellikle ¢inko gibi
kat1 bir sekilde iki degerlikli metal iyonu gerektiren bakteri ve mantarlarda var
olurlar [5, 21]. Cinko iyonu kataliz esnasinda ketoz substratinin karbonil bagimi
polarize etmek i¢in Lewis asidi olarak hareket eder. FBPA | ve FBPA Il %15 sekans
benzerligi paylasirlar [17, 21, 22].



Sekil 1.6: Sinif I ve II aldolazlarin 3 boyutlu genel yapisi.

In

392 aminoaist kodladigi tahmin edilen Camellia oleifera FBPA |
(CoFBPAI) hesaplanan molekiiler agiriligi 42.72 kDa'dur [23].

1.2.3 Fruktoz 1,6-bifosfat Aldolazin Katalizleme Mekanizmasi

Aktif bolgeye bagli olan substrat ile FBPA glikolitik enzimi Sekil 1.7'te
gosterilmektedir. Substrat aktif bolgeye baglandiginda ¢ok sayida kovalent olmayan
etkilesimler aktif bolge hattindaki aminoasit kalintilariyla olusurlar. Aktif bolgenin
sekli ve enzim-substrat etkilesimleri substratin baglanmasi sonucu, substrat-enzim
cifti 6zeldir, aktif bolge uygun bir subtrat i¢in evrim geg¢irir ve belirli bir reaksiyonu
katalizler. Diger molekiiller bu aktif bolgeye neredeyse fruktoz 1,6-bifosfat kadar
uymaz. Sekilde substrat ve aktif bolge aminoasitleri arasinda olan spesifik hidrojen
baglayici etkilesimlerin bazilarini gosteren ayni aktif bolgeden 2 yakin ¢ekim vardir.
Sekil 1.8, kristal yap1 verilerinden dogrudan olusturulan 3 boyutlu yapidir. Aktif
bolge aminoasitleri 'top ve sopa' stilinde gosterilirken substrat 'bosluk doldurma’
seklinde gosterilmistir. Hidrojenler ise gosterilmemistir. Renk dlizeninde karbon gri,

oksijen kirmizi, azot mavi ve fosfor turuncu renkle gosterilmistir [24].



Sekil 1.7: Aktif bolgeye bagli olan substrat ile FBPA glikolitik enzimi [25].
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a. Substrat baglanmasi igin alt {initelerin etkilesimi. b. Aktif bolge. Kataliz
icin gerekli oldugu kabul edilen son derece korunmus lisin ve tirozin kalintilart
sartyla vurgulanir. DHAP ile uzaktaki Lys 232 Schiff bazi olusturmak i¢in tepkimeye
girer. Bu belli ki enzimin konformasyonel degisikligi i¢in gereklidir. C1 fosfat grubu
daha sonraki fosfat reaksiyonunu tesvik etmek i¢in 4 Mg iyonu (mavi) tarafindan
cevrilmistir. Karbon, yesil; Oksijen, kirmizi; Fosfat, turuncu; Azot, koyu mavi;
Esnek halka, mor [4].

1.2.4 Fruktoz 1,6-bifosfat Aldolazin Substrat Ozgiilliigii

G3P'nin baglanmasinda dnemli aminoasit kalintilar1 olan Asn35, Ser61 ve
Lys325 katalizde onemli olarak tanimlanmistir. FBPA'nin X-ray yapist ve ¢oklu
sekans hizalamasi kullanilarak aktif bolgenin yakininda yiiksek 6l¢iide korunmusg
birka¢ aminoasit kalintis1 tanimlanmistir. Bu aminooasit kalintlar1 potansiyel olarak
substrat tanimada onemli olabilir. Ilging olarak, aktif bolgede coklu degisiklikler
yapmasina ragmen FBPA aktivitesi kaldirildiginda 6zgiilliikte anahtar olmadig: elde

edilmistir. Bu, enzimlerin bu ailede enzim katalizinin karmasikligin1 vurgulamaktadir

[5].

1.2.5 Bitki Fruktoz 1,6-Bifosfat Aldolazin Bitkiler icin Onemi

Aldolazin asir1 ifadesini arastirmak i¢in yapilan transgenik bitkilerde yabanil
tiplere gore 1.4-1.9 kat daha yiiksek aldolaz aktivitesine rastlanmistir. Bu artis
transgenik bitkilerde fotosentetik CO; fiksayonunun 1.5 kat yiikselisiyle iligkilidir.
Artan plastid aldolaz1 3-fosfogliseratta azalmayla ve ribulaz 1.5-bifosfatta artigla
sonuglanmustir. Birlikte ele alindiginda bu sonuglar, aldolazin asir1 ifadesi ribuloz
1.5-bifosfatin  yenilenmesini uyarir ve CO; fiksasyonunu tesvik ettigini
diistindiirmektedir. Bu artan fotosentez hizi aldolazin asir1 ifade oldugu bitkilerde

artmis biiyiime ve biyokiitle veriminden sorumlu oldugu sonucuna vartlmistir [25].



FBPA ve onun genleri Arabidopsis thaliana, Zea mays, Pisum sativum ve
Oryza sativa gibi bitki tiirlerinde yaygin olarak calisilmistir [20, 26, 27]. Buna ek
olarak FBPA'lar ispanak, bugday, piring, misir ve diger bitkilerden basarili bir
sekilde armdirilmistir [28-32].

Plastid FBPA iki homolog genlerinin organ 6zgiil ifade gostermesine ragmen
Nicotiana bitkilerinde, tuz stresine onlarin cevaplar1 farkliydi [33]. 6 veya 48 saat
boyunca, 150 mM NaCl'ye maruz kalmis Arabidopsis kokleri karsilastirmali
proteomik analizi FBPA ekspresyonunda énemli derecede bir artis gostermistir [34].
Benzer sonuglar tuz stresine maruz kalmig Arabidopsis hiicre siispansiyonlari ile de
elde edilmistir [35]. Ilging bir sekilde Nicotiana'ya Dunaliella'’dan FBPA geninin
transferi tuz toleranshi transgenik bitkilerde sonuglandirilmistir [36]. Benzer bir
sekilde tiitiin bitkilerinde A. thaliana kloroplast FBPA'sinin asir1 ekspresyonu 1.4-1.9
kat daha fazla biyokiitle ile sonuglanmistir, 6zellikle de yiiksek CO, konsantrasyonu
altinda [25].

Camellia oleifera FBPAI (CoFBPAI) Real-time PCR analizleri CoFBPAI
geninin zayif koklerde ve govdede giiclii bir sekilde ifade oldugunu ve yiiksek tuz
stresine birakilmadan 6nce bir esik degeriyle uyarildigini gostermistir (12 g L-1
NaCl). Rekombinant COFBPAI'nin asir1 ifadesi NaCl olmayan ortama gore diisiik tuz
konsantrasyonlarinda biiylimenin daha iyi oldugu transgenik Brassica napus
bitkilerinde tuzluluga tolerans ile sonu¢lanmistir. Tiim tuz konsantrasyonlarinda
transgenik bitkilerin yabanil tip bitkilerle karsilagtirildiginda biiyiime parametreleri
(govde ve kok uzunlugu ve ¢cimlenme hizlar1) gelismistir. Bu bulgular CoFBPAL tuz
stresi kosullarinda C. oleifera hayatta kalabilme yetenegini gelistirmede ve tuz stres

yanitinda ¢ok dnemli roller oynadigini gostermektedir [23].
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1.3 Okaryotik Translasyon Baslatma Faktorii 4E

1.3.1 Okaryotik Translasyon Baslatmanin Diizenlenmesi

Okaryotik hiicrelerde translasyonel kontrol besin maddesinden yoksun kalma
ve stres, gelisme ve farklilasma, sinir sistemi islevleri, yaslanma ve hastalik

esnasinda gen diizenlenmesi i¢in 6nemlidir.

Gen cekspresyonu  mRNA'larin translasyonu dahil ¢oklu seviyelerde
diizenlenir. Transkripsiyonel diizenlenme ile karsilastirildiginda mevcut mRNA'larin
translasyonel kontrolii kodlanan proteinlerin hiicresel konsantrasyonlarinda ¢ok hizli
degisikliklere izin verir ve bu nedenle, hiicre psikolojisi ya da akibetinde bir¢cok
kalict degisikligi modellenmesine ek olarak homeostazi devam ettirmek igin

kullanilabilir.

Translasyon siireci baglama, uzama, sonlanma ve ribozom geri doniisimii
olarak ayrilabilir. Baslama kodonunun se¢im mekanizmasi bakteri ve Okaryotlar
arasinda temel olarak farklilik gosterir. Bakterilerde Shine-Dalgarno (SD) sekansi
baz eslesmesi mRNA'nin baslama bolgesine dogrudan 30S ribozomal alt {initenin
calistirdigi 16S rRNA'da tamamlayici anti-SD ile baslama kodonunun hemen
iistlinde yerlesme gosterir. Bu nedenle bakteride ¢ogu translasyonel kontrol SD

sekansinin erisebilirligini modiile etmeyi igerir.

Okaryotlarda aksine baglama kodonu genellikle AUG igin 5° translasyona
ugramamis bolgenin (5' UTR) taranmasi ve 5' ucuna yakin mRNA'ya baglandig1 6n-
baslatma kompleksinde (PIC) Met-tRNAi ile yiikli olan kiiclik ribozomal alt
tinitenin (40S) tarama mekanizmasi tarafindan tanimlanir. Sonug¢ olarak tek dizili
formunda 5' UTR ile etkilesim icinde oldugundan ribozomlarin yeteneklerini
engelleyen RNA yapilar1 baglatmanin etkisini azaltir. AUG kodonlarinin 5' UTR
bolgelerindeki tuzagi ayrica dogrudan baslatma kodonunun taninmasini engelleyen
bir ara¢ olarak ribozomlarin taranmasini durdurabilir. mMRNA 3' ucunda poliA
kuyrugu ya da 5' ucunda m’G (7-metilguanozin) sapka yapisini taniyan Skaryotik
baslatma faktorleri (elF) tarafindan baglanarak PIC i¢in aktive edilir. Bu aktivasyon

stireci aglik ya da stres kosullar altinda cogu mRNA i¢in translasyonu azaltmak i¢in
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bu elF'lerin inaktivasyonu tarafindan azaltilarak diizenlenebilir. Ayni strateji sekansa
0zgli RNA'ya baglanan proteinler ya da genellikle mRNA icin elF-inhibitor
faktorlerini calistiran ve 3' UTR'ye baglanan mikroRNA (miRNA) RNP'ler
(Riboniikleoprotein) tarafindan kullanilir. Okaryotik mRNA'larin bir alt kiimesi
Ozellesmis sekanslar yoluyla tarama isleminden kagabilir, bunlar analog olarak tutum
sergilemede baslama kodonu i¢in PIC'e ¢alisan i¢ ribozom giris bolgeleri (IRES)
olarak adlandirilir, fakat genellikle bakteride SD/anti-SD etkilesiminden daha
karigiktir. IRES elementlerinin kullanimi viral mRNA'larda yaygindir ve mRNA
alim1 ya da taramasi icin gerekli olan elF'ler enfekte hiicrelerde inhibe oldugu zaman
devam etmek i¢in onlarin translasyonuna izin verir. Translasyon baglamanin bloke
edilmesi igin bir baska 6nemli bir mekanizma da 40S alt {inite i¢in Met-tRNAI'nin

alimin1 uyaran elF'lerin aktivitelerinin azaltilmasidir.
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Sekil 1.10: Okaryotik sapka yapist bagimli translasyon baglatma

(Yazarlarin ve derginin izniyle Regulation of Translation Initiation in Eukaryotes: Mechanisms and
Biological Targets, 2009; 136(4): 731-745, makalesinden alinmustir.).
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1.3.2 Sapka yapis1 bagimh Baslatma Mekanizmasi

Baglama yolagi Met-RNAi'nin antikodonuyla baz eslesmesi ribozomun sifre
¢Ozen bolgesi P'de (peptidil) mRNA'nin AUG baslama kodonunun yerini belirleyen
reaksiyonlarin bir setinden olusmustur (Sekil 1.10). Met-tRNAI ve 1, 1A, 2, 3 ve 5
elF'leri igeren 6nceden birlestirilmis 43S PIC-elF4F kompleksinde elF4A ve elF4G
ve onlarin partneri sapka baglama faktorii elF4E tarafindan kolaylastirilan
mRNA'nin sapkali 5' ucunu c¢alistirir. PIC sonra Met-tRNAI'nin antikodonunu
tamamlayicilik i¢in P-bolgesine girdikge art arda tripletlerin denetlemesini akis
yoniinde tarar. Met-tRNAI elF2'nin GTP'ye baghh formu ve taramasinin AUG
baglama kodonu ile miikemmel bir eslesme ve elF2/GTP/Met-tRNAi (TC)
tutuklanmasini tetikleyen {iglii bilesenli kompleksinde GTPmin geri doniisiimsiiz
hidrolizi tarafindan demirlenir. elF2-GDP ve diger elF'lerin alinimiyla biiyiik alt
tinite (60S) ilk peptit bagini sentezler ve A (aminoagil) bdlge i¢inde uygun
aminoagil-tRNA'nin kabulii i¢in hazir 80S baslama kompleksine katilir [37].

1.3.3 Baslama Kodonu Se¢imini Diizenleyen Faktorler

Tarama esnasinda AUG kodonunun se¢iminin molekiiler temelini
aydinlatmada heyecan verici ilerleme vardir. Sulandirilmis sistemdeki c¢alisma
elFl'in elF4F'nin helikaz alt tinitesi elF4A tarafindan ATP hidrolizi olmaksizin
yapisal olmayan mRNA ortaya ¢ikaran 5' UTR'de yakin akraba baslama kodonlar
vasitastyla 5' ucundan taramayi tesvik etmek icin elF1A ile is birligi yaptiZini
gosterdi [38]. Bu, 40S alt iinitenin mRNA baglanma yariginin agik konformasyonuna
istikrar kazandirarak AUG olmayan kodonlar P bolgesini isgal ettigi zaman elF'nin
taramay1 tesvik ettigini belirledi [39] (Sekil 1.11 A ve B).

elF1 ayrica AUG olmayan kodonlarin PIC taramasinda elF2-GDP-Pi‘'den
Pi'nin salinimin1 tarama esnasinda bloke etmesiyle kismen hidrolize olmustur. Bu

onlem fonksiyonlar1 elF1 P-bolgesinin yakininda yerlesmesinden ayrildigi zaman

AUG kodonunda nétralize edildi [40, 41].
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Stirekli olarak elF1 mutasyonlar1 gevsek baglilik gdsteren maya
mutantlarinda (Sui) elF1l'in asir1 ekspresyonu UUG baslatmasini baskilamasina

ragmen erken elF1 ayrilmasina izin vererek yakin baslatma kodonlarinda baglamay1

artirdi [42].

elF1A A-bolgesini isgal ettigi diislintildii, ayrica baglatma kodonu se¢imini
diizenledi. Onun N-terminal uzantisinin AUG kodonlarinda elF1'in salinimini tegvik
etmesinin ve taramanin tutuklanmasinin tam tersi yonde hareket etmesine ragmen
onun C-terminal bolgesi AUG olmayan kodonlarda devam eden taramay1 tesvik etti

[43] (Sekil 1.11 A).

Head

Loft arm Fight asm

Right leg .
Left leg
5

] Small ribosaomal subunit (40S)

Sekil 1.11: mRNA ile iligkili PIC baglanmasi, taranmasi ve AUG taninmasi

(Yazarlarin ve derginin izniyle Regulation of Translation Initiation in Eukaryotes: Mechanisms and
Biological Targets, 2009; 136(4): 731-745, makalesinden alimigtir.).
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1.3.4 43S PIC Baglanmasim Diizenleyen Faktorler

Okaryotik PIC'lerin birlesmesi ve fonksiyonunun c¢oklu alt iinite faktérii elF3,
elF5, elF1 ve TC ile karsilastirildiginda mayada ¢oklu faktér kompleksi (MFC)
olarak adlandirilmis yiiksek deger kompleksinin olusumuyla arttig1 goriilmektedir.
408 alt tinitenin eritici maddeye maruz kalmis arka tarafinda ¢oklu bolgeler ile [44-
46] (Sekil 1.11) ve diger biitin MFC bilesenleri ile elF3 etkilesime girer [47],
muhtemelen PIC birlesmesini desteklemeye olan kabiliyetinin altin1 ¢izmek igin.
elF3 ayrica mRNA'ya 43S PIC aliniminda anahtar bir rol oynar [47], muhtemelen
40S alt tinitenin ¢ikis kanalindan ortaya cikar gibi mRNA ile etkilesime girdigi i¢in
[44]. En azindan memelilerde elF3 ayrica elF4G ile etkileserek mRNA'ya bir protein
kopriisii olusturur [37] (Sekil 1.10). Ilging bir sekilde, elF3 j-alt birimi A-bdlgesinin
ve 408 alt linitesinin mRNA giris kanalinin yakinina baglanir ve TC'nin yoklugunda
mRNA baglanmasin1 engeller, tahminen TC yiiklenmesinin mRNA'ya 40S
baglanmasindan once gelmesini saglamak icin [48]. 5' UTR'de ikincil yap1 igeren
mRNA'lar ATP ve sonraki tarama i¢in ve sapka yapisinda (cap) 43S PIC'nin

baglanmasini saglamak i¢in helikaz aktivitesi gerektirirler.

Yapilandirilmig B-globin mRNA lideri boyunca taramayi tesvik etmek igin
elF4F'nin yetenegi in vitroda yeniden diizenlenmistir [38]. Yiiksek ¢oziiniirliklii
yapilar sapka yapisi i¢in elF4E'nin afinitesini artiran elF4G'nin bir segmentine bagl
elFAE i¢in [49] ve sapka yapisina bagl elF4E i¢in [37] ¢Oziilmiistir. elF4G'nin
baglanmasi ATP'ye bagimli helikaz aktivitesi i¢in gerekli olan yonelimde DEAD
kutu motifi hizalamaya ve elF4A'nin 2 lobunu birlikte tutmaya yardimci olur [50].
elF3-elF4G-40S kompleksinin kriyo-EM modeli 40S alt tinitenin ¢oziicli tarafinda
mRNA ¢ikis kanalinin yakininda elF4G'yi yerlestirir [45]. Merak uyandiran yeni
yapisal model elF4G'nin sifre ¢6zme bolgelerinde yerlesmis niikleotidlerinin hem
asagl hem de yukar1 akista mRNA sekanslaryla etkilesime girmesini ve PIC
taramasindan daha Oncesinde agilan ikincil yapida onun varsayilan rolii i¢cin mRNA

giris kanalinda elF4G konumlandirilmasini diistindiiriir [51] (Sekil 1.11).
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Son zamanlarda memeli DExH kutusu proteini DHX29'un in vitroda yeniden
kurulmug bir sistemde yiiksek yapili 5 UTR'ler boyunca tarama i¢in gerekli oldugu
ve DHX29'un taramanin ilerleyiciligini artirmak i¢in mRNA giris kanalinin
konformasyonunu etkileyebilecegi ve de 40S ribozomu kapladigi gésterilmistir [52].
Hiicrelerde DHX29'un son darbesi polizom ayrismasina neden olarak translasyon

baglamasini inhibe eder [53].

PoliA baglama proteininin (PABP) yetenegi elF4G ile etkilesime girmek i¢in
kapali halkada poliA kuyrugu ve sapka yapisina baglanarak mRNA'nin
sirkiilasyonuna aracilik edebilir olmasidir (Sekil 1.10). Bu o6zelligin 43S PIC'e
mRNA baglanmasini uyarmak i¢in PABP'nin 6zelligini vurguladig: diistiniilmektedir
[37], en azindan kismen mRNA'nin sapkali 5'u ucuna elF4F baglanmasini artirarak
[54]. Kapali halka olusumu sonra sonlandirma ribozomlar1 tarafindan yeniden
baglamay1 kolaylastirabilir ve polipeptit salinim faktorleri eRF1 ve eRF3 ile
etkilesime giren PABP'ne kanit olmustur. Sasirtict bir sekilde, bu son etkilesim
ayrica onceki sulandirma olay1 bagimsiz bir sekilde in vitroda baslatma kompleksi
(IC) olusumunu uyarir [55]. PABP ayrica 60S alt {initenin katilmasii uyarir ve
mayadan bulgular poliA kuyrugunun alt liniteye katilma faktorii elF5B tizerine 2
RNA helikazin inhibitor etkilerini engellemesi gerekli oldugunu disiindiriir [56].
Bunlarin hepsi Xenopus oocytes'te etkisiz olgun mRNA'larin translasyonunu aktive
eden sitoplazmik poliA polimeraz GLD2 tarafindan poliA kuyruk uzunlugunun nigin
artirlldiginin agiklanmasina yardimer olmaktadir. Aslinda, poliA kuyruk uzunlugu
ikisi de CPE baglama proteini (CPEB) olarak 3' UTR'de cis hareket eden
poliadenilasyon elementi (CPE) olarak calistirilan poliA riboniikleaz (PARN) ve

GLD2'nin aktivitelerine karsi dinamik olarak diizenlenmektedir [57].

elF1, 1A ve 3; 43S 0On baslatma kompleksinin (PIC) birlesmesi, iiclii
kompleks (elF2-GTP-Met-tRNAI) ve elF5 ile birlikte 80S ribozomlarin ayrilmasini
tesvik eder. Mayada, bu elF'ler 40S ribozomal alt {inite baglanabildigi ¢oklu faktor
kompleksi (MFC) olusturur. Sirkiiler hazirlayan mRNA, poliA kuyruguna PABP ve
sapka yapisina elF4F'nin (elF4E-elF4G-elF4A) baglanmasiyla mRNA aktive olur.
43S PIC, elF4G/elF4B ile elF3/elF5'in etkilesimlerine imkan saglayan sapka
yapisinin yakiina baglanir ve elF2-GDP-Pi {glii kompleksinde elF2'ye bagh
GTP'nin kismi hidroliziyle ATP bagimli reaksiyonda AUG kodonu i¢in 6nder olarak
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tarama yapar. AUG'nin taninmasi Pi ve elF2-GDP'nin salinimina izin vererek 40S
platformundan elF1 ayrismasim tetikler. Diger elF'lerin salimmiyla 60S alt
unitesinin katilmasi, elF5B-GTP tarafindan katalizlenir ve GTP hidrolizi son 80S
baslatma kompleksine cevap vermek i¢in elF1A ve elF5B-GDP'nin salinimini
tetikler.

1.3.5 Altiinite Katilmasinn Diizenleyen Faktorler

60S alt iinite katalizlenmesinde elF5B'nin roliiniin kesfi ve ikinci GTP
hidroliz reaksiyonu Okaryotik baslatma yolaginin sonunda Onemli bir ilerleme

olmustur [37] (Sekil 1.10).

1.3.6 Bakteri ve Okaryotlarda Baslatma Mekanizmasi

AUG'nin se¢im mekanizmasinin bakteri ve 6karyotlarda temel olarak farklilik
gostermesine ragmen bu iki domain arasinda baglatmanin onemli yapisal ve
mekenistik 6zellikleri korunmustur. Kristal yapilart iizerine heyecan verici ilerleme,
el[F1A'nin C-terminal ucunun hem baglatma kompleksinden elF5B salinimim
tetikleyen GTP hidrolizi hem de alt tinitenin katilmasimni uyarir [58, 59]. elF1A ile
olan etkilesimi elF5B sirasinda alt iinite katilmasi i¢in 48S PIC'ne elF5B ¢alismasina
yardim eder, o halde ilk aminoagil-tRNA i¢in A bolgesini agmak icin 80S baslatma
kompleksinden elF1A'nin salinimini tesvik eder [60]. Bu, elF1A'nin mRNA'ya bagh
bakteriyel 70S ribozom boyunca mevcut oldugu anlamina gelir ve tRNA'lar
mRNA'nin yolunun atomik detaylar1 saglanmistir ve kontaklar sifre ¢6zme
bolgelerinde tRNA'larla saglanmistir [61, 62]. Okaryotik ribozomlar igin higbir
kristal yapmin var olmamasina ragmen ayrintili molekiiler model 80S ribozomun
cryo-EM yogunluk haritas1 i¢ine ribozomal proteinler ve bakteriyel rRNA'nin
homolog bdlgelerinin kenetlenmesiyle iiretilmistir [38, 43]. IF2 ve elF5B PIC'ne
biiyiik alt tinitenin katilmasiyla katalize olan GTPazlar ile yapisal olarak benzerlik
gosterir ve her ikisi de basatma kompleksinden son salinim i¢in GTP hidrolizine
baghdir [37, 59]. elF1 ve elF3'in 70S ribozomlarinda giiglii benzerlik gosterir, sifre

cozme bolgeleri ve mRNA baglanma yarig1 iceren ara alt iinite alan1 dahil [63].
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Gergekten de yeniden olusturulmus memeli 48S PIC'lerinde mRNA'larin ikame
edilmis UV c¢apraz baglama bakteriyel 70S kompleksinde mRNA yoluyla birgok
benzerligi ortaya koydu [44]. Dahasi, Okaryotik PIC'lerde fonksiyonel olarak
korunan 70S komplekslerinde tRNA P bolgesiyle belirli rRNA iletisimleri genetik
kanittir [64].

Bakterilerde, sadece 3 tek polipeptit baslatma faktorii, IF1, IF2 ve IF3 P
bolgesinde AUG kodonuna bagli formiile edilmis Met-tRNAi ile 30S IC'nin
birlesmesi uyarmak icin gereklidir. IF1 ve IF3 Met-tRNAi'nin pahasina yakin
akraba uzayan tRNA'larin baglanmasi istikrarsizlasarak baglatma dogrulugunu tesvik
eder [65]. 30S IC'nin son cryo-EM modeli ile translasyon baslatma kompleksinin
simdiye kadar en ayrintili yapisal goriiniimii elde edilmistir. Bu, P bolgesine bagl
Met-tRNAi'nin benzer bir sekilde baglanmis IF2 A bolgesine bagli IF1 ve ribozoma
bagimlh diger GTPazlar1 gostermistir (Sekil 1.12). Ilging bir sekilde, IF2'nin 508 alt
tinite katilmasina kadar Met-tRNAi'nin baglanmasinin nasil stabilize oldugunu
aciklayan Met-tRNAi'nin sonunu kabul eden alictyla IF'nin domain 4 ile etkilesimini

gorilmistiir [66].

3 bakteriyel IF okaryot ve arkelerde yapisal ve fonksiyonel benzerliklere
sahiptir. Bu nedenle elF1A IF1 ile IF1 igin tanimlandigi gibi muhtemelen A
bolgesini isgal eden kiiresel domani paylasir, fakat elF1A ek olarak yapisal olarak
calistirilmayla iliskisi olmayan onun okaryotiklere spesifik fonksiyonlar: i¢in gerekli
olan N- ve C-terminal segmentleri igermektedir, onlarin her ikisi de P bolgesi
yakinlarinda kiigiik alt {initeyi baglarlar ve geri ¢evrilen AUG olmayanlarda (elF1)
ya da baslatici olmayan tRNA'larda (IF3) benzer olarak iglev gosterir.

IF3 ve elF1 in vitroda birbirlerinin yerine gegebilirler, onlar P bolgesinde
kodon-antikodon eslesmesine gore PIC'de benzer konformasyonel degisiklikler
ortaya ¢ikardigini gosterirler [67]. elF1 i¢in tanimlanan bulgulara benzer, yeniden
yapilandirilmig bakteriyel 30S baslatma kompleksinden IF3'in ayrismasi uygun bir
SD/anti-SD etkilesimiyle AUG tarafindan hizlandirilir. Dahasi, IF1 bu mRNA

sinyalleri bulunmadig1 zaman 30S’in IC'ye alt iinite katilmasini inhibe eder [68].
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Sekil 1.12: CrPV IRES ve bakteriyel baslatma kompleksinin yapilari

(Yazarlarin ve derginin izniyle Regulation of Translation Initiation in Eukaryotes: Mechanisms and

Biological Targets, 2009; 136(4): 731-745, makalesinden alimustir.).

(A) Kiigiik ribozomal alt {inite, mRNA, Met-tRNAfMet, IF1 ve GTP bagiml
IF2 ile Thermus thermophilus'dan elde edilen 30S baslatma kompleksinin Cryo-EM
modeli [66]. (B) Dicistroviridae intergenik bolge IRES'lerinin yapilari. (Soldaki)
Plautia stali bagirsak viriisii (PSIV) 3 yalanci-knot (PK), 2 korunmus kok halkasi
(SL) ve IRES'lerin 6nemli bilesenleri olarak AUG olmayan baglama iceren kodonu
intergenik bolgesi ikincil yapisi. (Sagdaki) Circirbocegi felg viriisii IRES'lerinin
(kutulu) domain 3'iniin kristal yapilar1 ve bakteriyel 70S kompleksinde P bolgesi
tRNA-mRNA etkilesimi (mRNA kodonu mavi, antikodon halkas1 kirmiz1 olarak

gosterilmistir [69].
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1.3.7 1lcsel Baslatma Mekanizmasi

Baz1 istisnai  mRNA'lar, o6zellikle viriislerde, geleneksel tarama
mekanizmasina ugramazlar. Pikornaviriislerde IRES'ler, ilk olarak kesfedildi,
genellikle elF4E gercktirmez fakat diger elF'lerin timi 40S alt {initenin galismasi
icin gereklidir [70]. Bu IRES'ler uzun, olduk¢a yapilandirilmis sekans elementlerdir
(Sekil 1.12) ve muhtemelen aktif konformasyonlarina istikrar kazandiran PTB,
ITAF45 ya da La otojen baglama proteinleri sistemi polipirimidin igeren

nankanonikal IRES trans aktiflestirici faktorler (ITAF'lar) tarafindan uyarilir.

Hepatit C virtisinin (HCV) IRES'leri 40S'e dogrudan baglanmak igin
elF4F'den tamamen vazgecer ve alt linitenin katilmasi i¢in uygun bir 48S PIC iiretir
ve IRES baslatma kodonuyla tRNAi eslesmesine sadece elF3 ve ya elF2/elF5 ya
elF5B [71, 72]. Cryo-EM analizi HCV IRES'lerin elF1 ve elF1A tarafindan
animsatilan bu benzer mRNA giris kanalinin agilmasi ve bas rotasyon dahil ve E
¢ikis bolgesinin yakininda doman II ile etkilesen alt iinitenin arka tarafindaki 40S ve
elF3 arasinda baglant1 sagladigini ortaya koymustur (Sekil 1.11) [41, 70]. Domain Il
ayrica TC (baslatmanin elF2 bagimli modu) ve alt {inite katilmas1 [70-72] vasitasiyla
elF5 bagimli GTP hidrolizi i¢in ¢ok Onemlidir, ayrica kanonik baglatma yolunda
miikemmel kodon-antikodon eslesmesi tarafindan ortaya cikarilan konformasyonel
degisim/degisikligi de kolaylastirir. IRES elementleri, P bolgesinde yiiklii tRNA
yerlesiminde elF'lerin fonksiyonunu gergeklestirir ve manipiile edilmis ribozom
konformasyonu biitiin elF'lerden hatta Met-tRNAi'den vazgecen circirbocegi felg
virtisii (CrPV) IRES’e asir1 bir sekilde sempati duyar [70]. Bu IRES, P bolgesi iginde
GCU {glistiniin =~ sifre ¢ozen alanil-tRNA bir yalancit translokasyon olayi
hamlelerinden sonra translasyonun bagladigi A bolgesinde GCU {icliisilinii yerlestiren
sifre ¢6zme merkezini isgal eder [73] ve 40S ve 60S komponentleri iletisimine
yalanct diiglim farkli domainleri kullanir [70, 74]. Dikkate deger derecede IRES
domani AUG baslama kodonu ve tRNAi'nin antikodon kok halkasi kesinlikle P
bolgesi taklitgilerini isgal eder [75] (Sekil 1.12). Hiicresel IRES'lerin arastirmasi ve
IRES fonksiyonunda kuralsiz ITAF'larin dahil olmas: simdiye kadar mekanizma ve
yapinin sasirtict gesitliligine sahiptir [76]. Bu nedenle IRES aktivitesi PABP ve
rRNA ile eslesen SD benzeri sekanslarin [77] yetenekli sekanslarini baglayan poliA
kanallar1 [78], ITAF PTB baglayan polipirimidin sekanslari i¢in tanimlanmustir [79].
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1.3.8 uORF’lar ile Translasyonel Kontrol ve elF2 Fosforilasyonu

Stres esnasinda translasyonel kontroliin anahtar mekanizmalarindan biri olan
TC birlesmesinin azalmasi, elF2B ve 5-alt {inite GEF'in (guanin niikleotid degisim
faktorii) rekabetci inhibitoriin icinde elF2-GDP'ye doniistiiriilen onun alt {initesinin
Ser51 tizerine elF2'nin fosforilasyonudur. Dikkate deger olarak, elF2B'nin bir alt
tinitesinin (g) sadece kiiciik bir kismi1 GEF fonksiyonu i¢in yeterlidir [80] ve geri
kalan alt {initelerden 3 tanesi GEF fonksiyonunu inhibe eden fosforillenmis e/F2a

i¢in bir baglanma bolgesi saglar [47].

Genel baslatmanin azaltilmasina ek olarak, elF2 (aP) paradoksal bigcimde
GCN4 ORF'ta yeniden baslatilmada 4 uORF'un inhibitor etkisini asarak maya
transkripsiyonel aktivatorii GCN4'lin translasyonuna neden olur. En ¢ok 5° uORF'un
(UORF1) translasyonundan sonra post-sonlandirma 40S alt {initeler TC'ye yeniden
baglanmadan sonra uORF 2.3 ya da 4'te asagi akista yeniden baglatilir ve tarama
devam edebilir. Bu uORF'larda sonlanmadan sonra tarama devam etmez. TC
seviyeleri GCN2'den (aminoasit yetersizligi tarafindan aktive edilen) elF2a
fosforilasyonu tarafindan azaltildigi zaman 40S alt {initelerin post-sonlanmasinin bir
orantist UORF 2-4'i atladiktan onra sadece TC'ye yeniden baglanir ve GCN4
baslama kodonu yerinde tekrar baslatiir ve GCN4 bu nedenle aminoasit
biyosentezini transkripsiyonel olarak aktive eder [47]. Negatif geri besleme saglamak
icin elF2 (aP) fosfatazin (GADD34) diizenleyici alt initesi dahil stres cevap
genlerinin transkripsiyonel aktivasyonuna neden olan esas olarak benzer tekrar
baglatma mekanizmas: vasitastiyla ATF4 mRNA'nm translasyonu memeli

hiicrelerinde elF2 (aP) tarafindan yukari tarafa dogru regiile olmaktadir [81, 82].

Memelilerde 4 farkli elF2a kinaz farkli stresler tarafindan aktive olur: PKR
(virlis enfeksiyonlarinda ¢ift zincirli RNA), PERK (ER'de katlanmamis proteinler),
HRI (heme eksikligi) ve GCN2 (aminoasit agligi); elF2a'da benzer atik madde
fosforlanir ve dolayisiyla spesifik transkripsiyon faktorlerinin translasyonel
indiiksiyon ve genel translasyonun asagi tarafa dogru regiilasyonu dahil benzer
entegre stres cevabi ortaya ¢ikarir [81]. elF2a'ya bagli PKR insan kinazinin kristal

yapist elF2a kinazlarin substrat 6zgiilliigiinii agiklayan Ser51'den uzak elF2a nin bir
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segmentiyle G-heliks kinaz domainin (KD) yeni bir etkilesimini ortaya koymaktadir
[83].

GCN4'lerin uORF2'sinin anahtar bir 6zelligi uORF'un hem 3' hem de
S'enhansir sekanslart ve onun kisa uzunluguna (3 kodon) bagli post-sonlanma 40S alt
tiniteleri vasitasiyla tekrar baglatmanin yiiksek bir frekansina izin verme yetenegidir.
mRNA {izerinde post-sonlanma 40S alt {initenin alikonmasina tesvik etmek i¢in
muhtemelen mRNA ¢ikis porundan ¢iktigi i¢in elF3a-NTD (N-terminal domain) ile

5' enhansir sekanslari etkilesimine bir kanit vardir [84].

elF3 ve ayrica elF4G’nin sonlanmayi takiben yenilenmis tarama i¢in mevcut
olmalart kiiciik uORF'larin uzamas1 esnasinda biiyiik ihtimalle ribozom {iizerinde
tutulur. elF3 ayrica uORF'un 3' ucunda bir sekansa baglanma vasitasiyla kedigillerin
kalisivirtisiniin ~ (FCV)  bir polisistronik mRNA'sinda uzun uORF'larin
translasyonundan sonra tekrar baglatmayi uyarir [85]. elF3 ayrica bitkilerde tekrar
baslatma faktorii olarak tamimlanmistir [86] ve karnabahar mozaik viriisiiniin
polisistronik  mRNA'lar {izerine etkisine imkan saglayan TAV proteinini
(transaktivator/viroplazma) hedefler [87]. Ilging bir sekilde, ribozom geri
dontistiiriilmesi in vitroda yeniden yapilandirildigi zaman polipeptit sonlanmasini
takiben post-sonlanma ribozomlarindan 60S tnitelerin ayrismasini igermektedir [88].
Bu nedenle elF3-40S kompleksleri kaldigi yerden devam eden tekrar baslatma ve
taramay1 kolaylastirmak i¢in FCV uORF'ta heniiz uyaric1 yukar1 akis elementlerine

tekrar baglanabilir dur kodonundan salindu.

Tamamen farkli olarak baska bir dikkati ¢ceken de, UORF'lar vasitasiyla
translasyonel kontroliin mekanizmas1 uORF tarafindan kodlanan zayiflatic1 peptitin
aminoasit sekansi tarafindan bir manada dikte edilmis uORF translasyona ugrarken
durdurulan 80S ribozom vasitasiyla iiretilen PIC'ler taramaya bir barikat igerirler.
Sitomegalovirus UL4 geninin translasyonunu engelleyen uORF dur kodonunda
ribozomu durdurur ve polipeptit hidrolizini engellemek i¢in eRF1 salinim faktorii ile
UORF kodlayan peptidil-tRNA etkilesime girer [89].
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Maya CPAL'inin (arjininin biyosentetik enzimini kodlar) uORF translasyon
kontroliiniin dur kodonunda durdurulmasi arjinine baglidir ve ilging bir sekilde
durdurulmus ribozom aktiviteleri anlamsiz kaynakli CPA1 mRNA seviyelerinin de

azalmasi igin pargalanir [90].

1.3.9 Sapka yapisi Tanima Islemiyle Translasyonel Kontrol

Ikincisi yaygin olarak translasyon baglatmanin orani kontrol etmek igin
Okaryotlarda kullanilan mekanizmanin elF4F vasitasiyla mRNA 5'-sapka yapisi
tanima islemini icermektedir. Sapka yapisina elF4F'nin baglanmas: elF4E homologu
AE-HP tarafindan engellenebilir. elF4G ve elF4E arasindaki etkilesim elF4F
kompleksinde elF4E baglama proteinleri olarak adlandirilan protein ailesinin {iyeleri
(4E-BP) tarafindan inhibe edilir (Sekil 1.10) [91]. 4E-BP'ler elF4E baglanma bolgesi
icin elF4G ile yanisir [97]. Sonuc¢ olarak 4E-BP'ler sapka yapisina bagimh
translasyonu inhibe eder, fakat IRES bagimli translasyonu degil. elF4E'ye 4E-BP
baglanmas1 fosforilasyon tarafindan kontrol edilir. 4E-BP'lerin fosforilasyonunin

elF4E ile onlarin etkilesiminin azalmasina ragmen elF4E ile hipofosforlastirilmis

AE-BP'ler elF4E'ye giiclii bir sekilde baglanir [91].

AE-BP'leri fosforilize eden bir kinaz mTOR'dur (memeli rapamisin hedefi).
mTOR PI3K/Akt sinyal yolunda Ser/Thr asag:i akistadir ve algilar ve hiicrelerin
oksijen ve enerji durumu, aminoasit mevcudiyeti ve hiicre dis1 uyaricilardan
sinyalleri birlestirir (Sekil 1.10). mTOR dogrudan ve dolayli olarak elFAG dahil
Okaryotik uzatma faktorii-2 kinaz (eEF2K) ve elF3 ile etkilesimi giiglendirmek igin
Ser422 iizerinde elF4B'yi fosforile eden S6 kinazlarin (S6K) translasyonuyla ilgili
olan birka¢ substratin fosforilasyonundan sorumludur [92]. S6K'lar ayrica elF4A
aktivitesini baskilayan ve baglanan timor baskilayict olan Pdcd4'i fosforile eder
[99]. Pdcd4'in fosforilasyonu proteozom vasitasiyla onun bozulmasi ve ubikuitin
eklemesine yol acar [100]. Diger baska bir hiicresel sinyal yolu kuvvetle
translasyonu etkileyen RasMAPK yoludur. elF4E ve elF4B'nin fosforilasyonundan
sorumludur. elF4B fosforilasyonu S6K tarafindan fosforile edilen Ser422'de
meydana gelir [92].
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1.3.10 miRNA’lar tarafindan Translasyonel Kontrol

MikroRNA'lar (miRNA) transkripsiyon sonrasi seviyede gen ekspresyonu ve
fonksiyonunun ana diizenleyicileri olan kisa oligoniikleotitlerdir (22 nt) [93]. 1000
miRNA vardir ve her biri 10 mRNA kontrol ettigi i¢in insan genomunun yaklasik
olarak yarisinin miRNA'lar tarafindan kontol edildigi tahmin edilmektedir. Onun
bririncil transkript onciisii islem gordiikten sonra bir miRNA daha sonra spesifik
mRNA'lardan protein ekspresyonunu hedefleyen ve inhibe eden RNA tarafindan
uyarilmis susturma kompleksi (RISC) olarak bahsedilen bir protein kompleksi igine

yiiklenir [94-96].

mRNA fonksiyonun o6zgilligi, 6zgil mRNA'larin 3' UTR'lerin iginde
miRNA tamamlayict lokalize olmus hedef bolgelere miRNA'ya yiikli RISC'in
dogrudan baz eslesmesi dogrultusunda saptanir [97]. Hem in vitro hem de in vivoda
caligmalarin ¢cogunda miRNA'larin ya translasyonu inhibe ettigi ya mRNA'nin
istikrarint1 bozdugu ya da her ikisini de yaptig1 bircok faktére bagli olarak
kanitlanmistir. Hiicrelerdeki calismalar mRNA bozulmasi, yeni olusan proteinin
proteolizi ya da baslatma ya da uzama seviyelerinde translasyonel baskilamanin
mekanizmas1 ile ilgili farkli sonuglara yol agar. Hatta bu calismalarin sonuca
baglanmasi inhibisyon translasyon baslatmanin seviyelerinde meydana gelir ve elF6
vasitastyla aracilik etmesine ve digerlerinde sapka yapisit bagimli olmasina ragmen
elF4F tarafindan aracilik ettigi ve translasyon inhibisyonun sapka bagimli oldugu
bazi ¢aligmalarda veri anlagsmazligina diigmistiir [98]. elF6 faktorii 60A alt {initeye
baglanir ve bu sekilde ribozomal alt {inite katilmasiyla regiile olur, fakat gene
translasyon baslatmasi in vivoda bir rolii igin kanit elde edilmistir [99]. Hiicrelerde
caligmalardan elde edilen kiyaslanamaz sonuglarin aksine in vitro deneylerinde
Drosophila ya da memeli embriyolarindan hazirlanan hiicresiz translasyon
ekstrelerinde miRNA'larin IRES'in aracilik yaptigi translasyon degil ama sapka
yapisi bagimli translasyonu baskiladigi tamamen gosterilmistir [100]. Son olarak
rapor edilen RISC'in ¢ekirdek bir bileseni olan Argonaut proteini sapka yapisi
bagimli translasyonun inhibisyonu icin mekanistik bir agiklama potensiyel olarak
saglanabilir baglanma icin elF4E ile yarisir ve sapka yapisina dogrudan baglanir
[101]. Bu, Bicoid ve d4E-HP wvasitasiyla kaudal genlerin baskilanmasina
benzeyecektir (Sekil 1.13). Fakat, daha yeni ¢aligmalar [102] bu sonuca meydan
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okur. Sasirtict bir sekilde, miRNA'larin ayrica hiicreler hareketsizlige girdigi zaman
translasyonun inhibe olmasindan ziyade uyardigi rapor edilmistir [103]. Bu kosullar
altinda, iki RISC ile iligkili protein (FXR2 ve Arganaut 2) mRNA 3' UTR bolgesine
baglanir ve translasyonu uyarir. Bu nedenle hiicre donglisiine bagimli bir sekilde
6zgiil mRNA'larin translayonunun aktivator ya da inhibitor gibi miRNA fonksiyonu
mimkiindiir. Bilesenlerin tiimiiniin Saccharomyces cerevisiae'de ilk olarak
karakterize edilen ve bazen bozulmus ve translasyon mekanizmasindan ayrilan
mRNA'larin oldugu bdlgeler olarak diisiiniilen P kitlelerinde mRNA ekspresyon
konsantresinin miRNA aracili baskilamasinda igermesi ¢apicidir [104]. P kitleleri 5'-
3' eckzoniikleazlar ve sapka yapisini bozan enzimler gibi mRNA kiiciiltme
mekanizmasinin bilesenlerini icerir. Ago proteinlert GW182 ve Rck/p54 proteinleri
ile iliskilidir ve miRNA aracili baskilamada P kitlelerinin bir rol oynadigi tahmin
edilen P kitlelerinde miRNA'larin baskiladigit mRNA'lar mevcuttur. Sitoplazmik
Kitlenin diger bir tipi bastirilmis mRNA'larin translasyon inhibisyonuna ya da ¢esitli
stres kosullarina cevap biriktiren stres graniilleri oldugunu igerir [105]. Ago
proteinlerinin stres graniillerinde miRNA ve diger hedef mRNA'lar1 biriktirdigi
gosterilmistir [106]. P kitlelerinin aksine stras graniillerine Ago proteinlerinin
lokalizasyonu miRNA bagimlidir.Bu nedenle stres graniilleri translasyonun miRNA
aracili diizenlenmesinde P kitleleriyle birlikte fonksiyon gdsterebilir. Baz1 ¢caligmalar
stres ve P kitlelerinin iligkisini gostermesi ve stres graniilleri ve P kitleleri arasinda

materyalin aligveriginin olasiligin1 6nermesi dikkat ¢ekicidir [105].

25



A

m'GpppG~rrAl

Translational

SIFe cl repression

Translational
repression

Ay(A) tall
lengthening

Translational
activation

m' GanAUG
AE-HBE

Translational

ropression ropression

13m0

AMAAARAAA BAE AAAAAAAAA DBR
B c
— 3 UTR
GAIT .
- - \ regulatory region
ARAAAAR =T O s\ :
& e | TG

SiF 4G ' GAIT i
43S . w complex 438 | / 1)

Li3a

m'G
o N ,
“ z F — r “ORF

@oi7 v | 438 B o
®cliFaB '_‘i 23 regulatory region

Sekil 1.13: 3° UTR’ler yoluyla translasyonel kontrolii

(Yazarlarm ve derginin izniyle Regulation of Translation Initiation in Eukaryotes: Mechanisms and
Biological Targets, 2009; 136(4): 731-745, makalesinden alimistir.).

1.3.1 Morfojen Hedefi Kapah-Halka Olusumu

Transkripsiyonel aktivite diisiik oldugu icin RNA baglanmasi vasitasiyla
mesaja Ozgii translasyonel kontrol ayrica gene ekspresyonunun en Onemli
belirleyicisinin oldugu embriyogenezin erken evrelerinde kritik bir rol oynar.
Drosophila'da gogunun c¢alisildigi translasyonel kontroliin embriyonik desenleri
tanimlamak i¢in sitoplazmanin farkli boélgeleri i¢in hedeflenen morfojenin
ekspresyonu iizerine gii¢ sarfeder. Translasyonel diizenleme Bicoid ve Nanos dahil

morfojenezin lokalizasyonunda merkezi bir rol oynar [107]. Bu morfojenezi
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kodlayan mRNA'lar 6nden arkaya ya da arkadan One embriyonun karsisinda
kodlanan proteinlerin konsantrasyon degisimlerini kuran embriyonun karsi
kutuplarina lokalize olmuslardir. Bicoid ve Nanos proteinleri embriyoda esit oranda
dagitilmis diger morfojenleri kodlayan mRNA'larin translasyonunu baskilamak icin
sitoplazmada islev goriir. Bicoid mRNA'nin 5' ucunda elF4E iliskili proteine (d4E-
HP) ve embriyonun kaudalinin 3' UTR'ye es zamanli olarak baglanarak embriyonun
on kisminda kaudal embriyonun translasyonunu baskilar (Sekil 1.13) [108].
elF4E'nin aksine d4E-HP elFAG ile etkilesmez ve bu nedenle elF4Fnini
birlesmesini engeller ve 43S PIC'in ¢alismasina eslik eder. Benzer sekilde d4E-HP
arka kisimda onun translasyonunu inhibe etmek igin mRNA kamburunun 3'
UTR'sinde Nanos iceren bir protein kompleksine baglanir [108]. Yukaridaki
mekanizma elF4E'ye baglanan Maskin boyunca CPEB vasitasiyla translasyonun
inhibisyonu icin Xenopus oocytes'te calismalardan orjinal bir sekilde Onerilene
benzerdir [109] (Sekil 1.13). Erken oogenezde Maskin mevcut oldugu zaman farkli
bir mekanizma 4E-T (4E tastyicisi) boyunca elF4E1b'ye (elF4E'nin bir homologu)
baglanan CPEB maternal mRNA'larin translasyonunu susturmak i¢in calisir (Sekil
1.13) [110]. Bir elF4E baglama proteini olan Cup Smaug vaasitasiyla nanoS
mRNA'y1 [111] ve Bruno vasitasiyla oskar mRNA'y1 galistirir [112, 113]. Her iki
durumda da Cup elF4E baglanmasi i¢in elF4G ile yarigsarak ribozoma mRNA'nin
calistirilmasint inhibe eder. Embriyonun arka kutbu disinda oskar ve nanos
mRNA'nin translasyonel baskilanmast bu mRNA'larin etkisiz olmast i¢in
lokalizasyon mekanizmas1 gibi onlarin kodladigit morfojenin hedeflenmesini
desteklemek igin esastir [114, 115]. Genis susturma mRNP'leri [112, 113] ya da
spesifik hedef mRNA'lara CCR4 deadenilaz kompleksini ¢alistirmayr [116-118]
iceren transkripsiyonel baskilama mekanizmasi ayrica gelisme ve embriyonik
desenlemeye onemli katki saglar. Bu mekanizmalar karbon aglig1 esnasinda mayada

Dhh1/Patl baski genel mekanizmasina benzer olabilir [104].

1.3.2 43S PIC’ler, Tarama ve Alt iinite Katilmasi

Morfojen hedefleme sadece translasyonel baskilama gerekmez ayrica
mekanizmalar mekansal domain yaklagiminda translasyon aktive olur ve baskilamay1

azaltir. Oskar Smaug ile onun iligkisini Onleyerek nanos mRNA'larin yeniden
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tutulmasina katki saglar [119]. Gelisen oositin 6n sirt korteksinde grk mRNA
translasyonunun aktivasyonu genis sitoplazmik protein Encore ile iliskisinde poliA
baglama proteini 55D (PABP55D) tarafindan aracilik eder [120]. Vasa (Vas)
elF5B'ye baglanan ve arka kisima oogenez esnasinda lokalize olan DEAD kutusu
helikazidir [121]. elF5B baglanmasi igin 6zel olarak anlagsmaya varan Vas'm sadece
bir formunun (VasD617) ekspre oldugu oositlerde ayrica bir etki gozlenmistir (vas
bos oositlerindeki tarnslasyonunu biiyiik Ol¢lide azaltan) [122]. Bu sonuglar
muhtemelen 48S PIC'e 60S alt iinitenin katilmasini uyarmak i¢in muhtemelen Vas'in
elF5B'yi calistiran grk gibi spesifik mRNA'lar diizenlenmesi hipotezine izin verir.
60S alt iinite katilmasinin adimini hedefleyen mesaja 6zgii baskilamanin bagka
ornekleri vardir. Norit biiylime kolonilerinin ya da fibroblastlarin 6nde olan kenarina
lokalize olmus mRNA i¢in 6nemli olan ve aktin mRNA'nin 3' UTR'ye baglanan
ZBP1 (zipkod baglama proteini 1) onun tasinmasi esnasinda mRNA'nin
translasyonunu engeller. ZBP1 43S PIC'e 60S'in katilmasini engeller [123]. 60S
katilmasinin inhibisyonu mRNA'nin 3' UTR'ye E1 ve hnPNP'lerin baglanmasiyla
eritroit 6n madde hiicrelerinde 15-lipoksijenazin (LOX) kontroliinde de
belgelenmistir [124]. Drosophila'da dozaj telafisi erkek ve disilerde X baglantili
genlerin ekspresyonunu esitler ve erkeklere 6zgii dldiiriicii 2 (MSL-2) protein igerir.
Dozaj telafisi 2 mekanizmanin (SXL RNA baglanma proteinleriyle (UNR) birlikte
MSL-2 mRNA'simin 3' UTR'ye baglanir ve SXL 5' UTR'ye baglanmay1 engellerken
mRNA'ya 43S PIC'in caligmasini engeller.) birlesmesiyle sadece disilerde ekspre
olan esey Odiiriicii protein (SXL) ile MSL-2 mRNA'nin translasyonel baskilamasiyla
disilerde elenir [125] (Sekil 1.13). Seruloplamin ya da vaskiiler endotel biiyiime
faktorii A'y1 (VEGF) kodlayanlar gibi inflamatuar genler icin mRNA transkriptleri
translasyonun IFNy-aktive inhibitorii olarak isimlendirilmis heteromerik bir
kompleksine (GAIT) bagh olan 3' UTR boyunca interferon-y (IFNy) tarafindan
translasyonel olarak baskilanmistir [126]. GAIT gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz
(GAPDH), NS-1 iliskili protein-1 (NSAP1), glutamil-, prolil-tRNA sentetaz ve 6S alt
tinite proteini L13a'dan olusur. IFNy GAIT kompleksinin birlesmesi ve 60S
ribozomal alt {initeden onun salinmasina yol agan L13a'min fosforilasyonunu
indiikler. Hedef mRNA'ya bagimli komplekste fosforlanmis L13a elF4'ye baglanir
ve 43S PIC calismasini inhibe etmek i¢in elF3-elF4G etkilesimini engeller (Sekil
1.13). Son zamanlarda fermuar etkilesimli protein kinazin (ZIPK) tek bolgede

L13a'nin fosforillendigi ve o halde dliimle iliskili protein kinaz-1 ve ikinci bir IFN
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kaynakli kinazin fosforilasyonuyla aktive olur [127]. Translasyonel kontrol ayrica
yetiskin  hiicre soylarmin igindeki embriyonik kdk hiicrelerinin  (ESC)
farklilasmasinda 6nemli bir rol oynar. Embriyoid bedenler igindeki ESC'lerin
farklilasmas1 esnasinda mRNA'ya ribozom c¢alismasinda carpict  bir artis
gosterilmistir [128]. mTOR inhibitdrii rapamisin embriyoid gévde bliyiimesi ve 4E-
BP1 fosforilasyonunu engelledigi i¢in mTOR sinyal yoluyla ESC farklilasmasi

esnasinda 4E-BP1'in artan fosforilasyonu ile agiklanir.

1.3.3 Hastaliklarda Translasyonel Kontrol

Translasyon mekanizmasinin bilesenlerinin anormal fonksiyonu belli
kanserler ve metabolik bozukluklar dahil ¢esitli insan hastaliklarinin altini
cizmektedir. Bir¢ok kanser hiicre biiylime ve iliremesini kontrol eden sinyallesme
yollarinin bozulmasina neden olur. Bu yollar ayrica translasyonu da etkiler. Kanser
tRNA'lar, translasyon diizenleme faktorleri, baslatma faktorlerinin aktivitesi ve
miktarinda anormal degisikliklerle iliskilidir. Buna ek olarak birgok kanser tipinde
ribozomal alt iinitenin ve hizlandirilmis ribozom biyogenezi miktarinda bir artis
vardir [129]. Kanser ve ekspresyonun seviyeleri arasindaki giiglii bir nedensel iligki
farede tlimorler ve doku kiiltiirlinde fare ve insan hiicrelerinin malign doniisiimiine
sebep olan asir1 ekspresyonun elF4E'si i¢in kurulmustur [129]. Bir¢ok kanserde
elF4E'nin miktar1 artmistir ve elF4E bollugu hiicrelerde ya da onun 4E-BP
tarafindan baskilanan aktivitesinde siRNA tarafindan azaltildigi zaman Ras- ya da
Src- onkogen fenotipi normale doniistiiriir. Aymi sekilde, elF4E'ye antisens
oligontikleotitler hi¢bir zararli etkiye neden olmayan farede tiimor biliylimesini inhibe
ederler [130]. Dahast 4E-BPl'in fosforilasyon durumu ve miktar1 g¢ocukluk
rabdomiyosarkomu ve yumurtalik ve meme kanserleri i¢in tahmini hayatta kalma
sonucu bulunmustur.Bu nedenle 4E-BP1 seviyeleri yiiksek oldugu ya da
hipofosforile oldugu zaman hayatta kalma ic¢in Ongdrii iyidir [131]. elF4E'nin
doniistiiriicii aktivitesi diizenleyen biiyiime, lireme ve apoptoziste mRNA kodlayan
proteinlerin bir alt kiimesinnin translasyonunu tesvik etmek i¢in onun yetenegi
tarafindan agiklanabilir [132, 133]. Ser/Thr kinaz Mnk ile elF4E'nin fosforilasyonu
transformasyon ve onkogeniklik i¢in 6nemlidir. elF4E'min Ser209Ala mutantt NIH

3T3 kiiltiirli hiicreleri doniisiimiinii yapamaz [134]. Ayrica B hiicre lenfoma modeli
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farede elF4E'min onkogenik aktivitesi i¢in Ser209'un gerekli oldugunu
kanitlamiglardir [135]. Bu ¢alisma ayrica apoptozu baskilayarak tiimérigeneze neden
olan fosforlanmis elF4E'nin énemli bir mekanizmasiyla sonuglanmistir. Ilging bir
sekilde fosforlanmis elF4Emin hedeflerinden biri tiimorigenezi tesvik eden
antiapoptotik protein Mcl-1'dir. Son c¢aligmalar tiimorigenezde ©Onemli bir rol
oynayan hiicrelerde sapka yapisi bagimli ve IRES bagimli translasyon arasinda bir
denge oldugunu gosterdi. In vitroda sapka yapisi bagimli translasyonun inhibisyonu
IRES bagiml translasyonda bir artisa neden olur [136]. Tiimor baskilayict 14-3-3c
yiikseltilmis IRES bagimli translasyonda sonuclanmasi umulan c¢esitli baslatma
faktorlerine onun baglanmasi boyunca mitoz esnasinda sapka yapist bagimli
translasyonu inhibe eder [137]. 14-3-3c’in yetersiz oldugu hiicrelerde sapka yapisi
bagimli translasyon baskilanmamistir ve sonu¢ olarak bozulmus tliimorigenez,
anoOploidi ve sitokineze neden olan siklin bagimli kinaz Cdk11 (p58 PITSLRE) i¢in
mRNA'nin IRES bagimli translasyonu azaltilir [137]. Ayn1 sekilde Myc onkogenin
aktivasyonunun IRES bagimli translasyonun giderlerinde sapka yapisi translasyonda
bir artisa neden oldugu ve bu nedenle tiimérigenezde sonuglanan Cdkl1
seviyelerinde biz azalma oldugu gosterilmistir [138]. Sapka bagimli mRNA
translasyonundan sapka bagimsiz mRNA translasyonuna bir anahtar ileri meme
kanserinde hipoksi kaynaklidir ve tiimdoriin hayatta kalmasi-ilerlemesi ve anjiogenezi
tesvik etmek icin gereklidir [139]. Bu anahtar sapka bagimli translaasyonun
inhinbisyonunda sonuglanan 4E-BP1'in asir1 ekspresyonuna sebep olur, fakat
hipoksik kosullar altinda biiylime igin gerekli olan HIFla, VEGF ve Bcl2 gibi
protein kodlayan IRES'leri iceren mRNA'min translasyonu giiclendirilmistir.
Translasyonel diizenleyici proteinler obezite gibi metabolik hastaliklarda onlarin
fonksiyon sonuglarinda bozuklugu ve metabolizmayr kontrol eder. elF2
fosforilasyonu endoplazmik retikulumun homeostazinda kritik bir rol oynar [140].
elF2'nin Ser51Ala (S51A) mutasyonu i¢in knockin fare ciddi bir hipoglisemiden ac1
ceker ve dogumundan kisa bir siire sonra 6liir. SS1A mutasyon i¢in fare heterozigozu
yiiksek yag icerikli diyete duyarlidir ve artan viicut agirligi, hiperlipidemi, glikoz
tahammiilstizliigii gosterir. Bu tip 2 diyabet benzeri fenotip biiyiik Ol¢iide lipit
metabolizmasi ve pankreatik B hiicre fonksiyonunda bozukluklara neden olur. Benzer
sekilde farede ve insanda PERK'in delesyonu dogum ve seker hastaligindan sonra
hiicre yikimi ile sonuglanir. PI3K/Akt/mTOR sinyal yolunun hedefleri asag1 akista
olan 4E-BP'ler ve S6K'lar ayrica metabolizmayr kontrol eder. 4E-BP'lerin
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fosforilasyonunun sonucu olarak mTOR'un aktivasyonu gii¢lendirilmis translasyon
boyunca kismen anabolik siiregleri tesvik eder. Dolayisiyla fare 4E-BP'leri ya da
S6K'larinin yetersizligi degistirilmis metabolizma gosterir. Fare 4E-BP1 ve 4E-
BP2'sinin ikisi de yiiksek yag iceren diyete asir1 duyarhidir ve obez hale gelir.Buna ek
olarak onlar glikoza tahammiilsiiz ve insiiline duyarsiz bir fenotip gosterir [141].
Fare S6K1 eksikligi yas ve diyete bagli obeziteye direnclidir ve insiilin duyarliliginda
bir artis sergiler [142]. Translasyon kontrol 6grenme ve hafizada onemli bir rol
oynadig1 i¢in belli kirllgan X mental gecikme sendromu (FMR) gibi noropsikiyatrik
rahatsizliklarda  sezilmis durumdadir.Bu bozukluk, bu hastaligin azalmis
miktarlarinda {retilen ya da mutasyona ugratilan FMR proteindeki (FMRP)
degisikliklere neden olmaktadir. FMRP sinaptik plastisitede iiriinleri kritik rollere
sahip mRNA'larin translasyonunu normal olaraak inhibe eden bir RNA baglanma
proteinidir. Bu nedenle FMPR'nin mutasyonu ya da azaltilmis ekspresyonu asiri
sinaptik plastisitede sonuglanir. Birkag ¢eligkili modelin FMRP tarafindan baskilanan
translasyonel mekanizmayi [143] agiklamak i¢in ileri siiriilmesine ragmen CYFIP1
(sitoplazmik FMRP ile etkilesen protein 1) yoluyla FMRP'nin elF4E'ye baglanmasi
son zamanlarda rapor edilmistir, bu nedenle elF4G'min yer degistirmesi ve sonug
olarak translasyonun inhibisyonu [144]. Bu molekiiler mekanizma mRNA'nin 3 've 5'
uglarmin baglanmasi boyunca spesifik translasyonel baskilamanm kurulan modeline
uyar (Sekil 1.13).Viriisler kendi proteinleri sentezlemek igin konak translasyonel
aparata baghdir. Onlar translasyonun seviyelerinde hareket eden konak savunma
mekanizmasini etkisiz hale geirmek i¢in ve hiicresel translasyon makinesine erismek
icin elde edilen karmasik stratejiler evrimlesmis durumdadir. Virlisler ayrica
translasyon baslatma faktorlerinin aktivitesi ve fosforilasyonu kontrol eden seliiler
sinyal transdiiksiyon yolunu da manipiile eder. Bircok viriis, fakat hepsi degil,
onlarin kendi replikasyonunu tesvik etmek i¢in konak protein sentezini kapatir ve
antiviral bir cevap birlestirmeden konagin dogustan immiin savunmasin1 muhtemelen
onler. Konak protein sentezinin mekanizmasinin kapatilmasi onun polioviriis ve
akrabalar1 igin Ozellikle belirgindir. Viral mRNA translasyonunun IRES'lerin
kullanim1 boyunca kesilmeden devam ederken bu viriisler segici olarak elF4G'nin
dilinimiyle hiicresel mRNA'larin sapka yapist bagimli translasyonunu inhibe
eder.Sasirtict bir sekilde biliyiik DNA viriisleri (Herpeks simleks ve Vaccina
viriisleri) elF4F birlesmesini uyararak konak protein sentezini durdurur ve sonug

olarak translasyonu gii¢lendirir. Bu hareketsiz hiicrelerde akut viriis repliasyonu i¢in
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onemlidir ve ayrica latent enfeksiyonlarin tekrar aktivasyonunu da gézlemler [145].
elFAF Dbirlesmesinin uyarilmasi farkli mekanizmalar boyunca 4E-BP'lerin
fosforilasyonunda sonuglanan PI3K/Akt/mTOR yolunun kismen aktivasyonuna
neden olmaktadir [146]. Buna ek olarak Herpes simpleks viriisiiniin elF4G'ye
baglanan ICP6's1 gibi viral gen iriinleri elF4F birlesmesini giiglendirir [79]. Son
olarak, Vaccina viriisii elF4F birlesmesini tesvik eder ve ayrica etkin bir sekilde
onlarin yerel konsantrasyonunu artan sitoplazmik replikasyon kompartimani igin
baslatma faktdrlerini ¢alistirir [147, 148]. Ilging bir sekilde DNA icin konak protein
sentezi kapatilmas1 konak hiicre splaysinin inhibisyonu ve gii¢lendirilmis genis caplt
mRNA hacmi dahil metabolizmasinda degisiklikler yoluyla meydane gelir [149].
SV40, Herpes simpleks ve sitomegaloviriis gibi DNA virlisleri ayrica apoptozis i¢in
gerekli olan hiicresel mRNA'larin translasyonunuinhibe eden kodlanmis viral
mRNA'lart kullanarak konak mRNA'larin se¢imi translasyonunu etkisiz hale getirir
[150]. Yaslanma azalan protein senteziyle iliskilidir [151]. Caenorhabditis elegans
nematodundaki c¢aligmalar elF4E ve elF4G ya da Omriinii uzatan onlarin diisiik
seviyeleri dahil e[F4F kompleksinin ¢esitli bilesenlerinin inhibisynunu gosterdi [152-
156].

32



2. MATERYAL VE METOD

2.1  Cahsmada Kullamlan Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallarin molekiiler biyoloji ¢aligmalarinda kullanima
uygun safliktadir. Kullanilan kimyasallar, kitler ve enzimler Sigma, Fermentas, Qiagen,
MERCK, Amresco, Fisher, Applichem gibi firmalardan yerli arac1 kuruluslar yoluyla
elde edildi.

2.2 Kullanilan Cam ve Plastik malzemelerin Hazirlanmasi

Bu calismada kullanilan pipet uglari, ependorf tiipleri, PCR tiipleri, 1siya
dayanikli cam malzemeler deneysel asamalardan once 20 dakika 121 °C’de ve 1 atm
basingta otoklavlanarak steril edildi. Otoklavlanan malzemeler kullanilmadan 6nce

80 °C sicaklikta 1 gece bekletilerek kurutuldu.

2.3  Bitki Materyali Toplama

Zeytin (Olea europaea L.) ¢esitlerinin yaprak ve meyve ornekleri Edremit
Zeytincilik Fidan Uretme Istasyonu’nun zeytin bahgesinden temin edildi. Toplanan
ornekler Balikesir Universitesi Merkez Laboratuvari’ndan temin edilen sivi azot
igerisinde muhafaza edilerek laboratuvara getirildi ve uzun siire muhafaza edebilmek

i¢in -80 °C dolabina yerlestirildi.

Balikesir’de yetisen “var yili” ve “yok yili” olarak belirlenen zeytin
agaclarindan, FBPA ve elF 4E genlerinin ekspresyon seviyesinin belirlenmesi i¢in
yaprak ornekleri toplandi. “var yili” ifadesi zeytinin ¢ok meyveli olusunu ifade
ederken “yok yili” zeytinin az meyveli olusunu ifade etmektedir. 12 ay boyunca bu
agaclardandoku oOrnekleri toplandi. Her Ornek toplamada; tarih, toplanan doku

ornekleri ve toplanildig1 aga¢ hakkindaki bilgiler not edildi. Toplanan 6rnekler, sivi
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azot igerisinde laboratuvara getirildi ve uzun siire muhafaza edebilmek igin -80 °C

dolabina yerlestirildi.

2.4  Biyoinformatik Analiz

Cesitli veritabanlar1 ve biyoinformatik araclar kullanilarak tahmini zeytin

FBPA ve elF 4E geni ve proteini hakkinda bilgi toplanildi.

Balikesir Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii“nde daha
onceden olusturulan cDNA kiitiiphanesinden elde edilen tahmini zeytin FBPA ve elF
4E gen dizilerinin hangi canlilara benzerlik gosterdigi NCBI BLAST’tan (Basic
Local Alignment Search Tool) nBLAST (Nucleotide Basic Local Alignment Search
Tool) araciligiyla bulundu. Gen dizisinin veritabaninda gosterdigi benzerliklerle
tahmini bir cDNA olusturuldu. BioEdit programimin Sorted Six - Frame Translation
sekmesi kullanilarak tahmini ¢cDNA’nin agik okuma cercevesi (ORF) ve boylece
kodladig1 aminoasit dizisi belirlendi ve bu dizinin NCBI BLAST’tan pBLAST
(Protein Basic Local Alignment Search Tool) araciligiyla veritabanindaki hangi

proteinlere benzerlik gosterdigi tespit edildi.

Tahmini zeytin FBPA ve elF 4E proteinlerinin aktif bolgesi ve bu bdlgenin
ozelligi NCBI veritabanindaki CDD (Conserved Domain Database) programiyla
belirlendi. Proteinin 3 boyutlu yapisi ve domainlerinin dizileri iseCn3D programiyla

tespit edildi.

Tahmini zeytin FBPA ve elF 4E genlerinin tahmini cDNA dizisinin niikleotit
komposizyonu ve amino asit dizisine ait amino asit kompozisyonu BioEdit
programiyla belirlendi. Tahmini zeytin FBPA ve elF 4E proteinlerinin niikleotit
dizisine gore zeytin ¢esitleri arasinda farklilik gosterip gostermedigi (Polimorfizm
Analizi) belirlendi. Bunun i¢in DNA izolasyonu yapilan zeytin ornekleriyle
‘Polimeraz Zincir Reaksiyonu’ (PCR/PZR) gerceklestirildi ve dizileme i¢in Ligand
Biyoteknoloji ticari firmasina (Ligand Biyoteknoloji, Izmir, Tiirkiye) gonderildi.
Gelen dizileme sonucglar1 FinchTV yardimiyla acildi, BioEdit programina

kaydedilerek hizaland1 ve karsilastirilarak analiz edildi.

34



Zeytin tahmini FBPA ve elF 4E proteinlerinin translasyon sonrasi 6zellikleri
(kodladig1 aminoasit sayisi, molekiiler agirligi, izoelektirk noktasi (pl), hidrofobosite

grafikleri vb.) EXPASy web sayfasindaki (http://www.EXPASy.org) programlar

aracilifiyla tespit edildi. Zeytin tahmini FBPA ve elF 4E proteinlerinin hidrofobik/
hidrofilik oldugunun saptanmast ve membran/sitoplazmik o6zellikte oldugunun
tahmini amagli BioEdit programinin ‘Protein’ segmesinden ‘Kyte&Doolittle Scale

Mean Hydrophobicity Profile’ kullanildi.

25  Genomik DNA izolasyonu

Tahmini FBPA ve elF 4E igin tasarlanan primerlerin ¢alisip ¢alismadiginin ve
zeytin (Olea europaea L.) gesitleri arasinda polimorfizmin bulunup bulunmadiginin
belirlenmesi amaciyla zeytin gesitlerinden (Tablo 2.1) gDNA izolasyonu, Qiagen
(Venlo, Hollanda) firmasina ait “DNeasy Plant Mini Kit (Katalog No: 69104)”
kullanilarak yapildi ve izolasyon kitin kullanma kilavuzu takip edilerek

gerceklestirildi.

Elde edilen gDNA ornekleri, kalip olarak kullanarak gene 6zgii primerlerle
PCR gergeklestirildi. PCR iiriinleri jelde yiiriitiildii ve goriintiilendi. Jelde istenilen
biiyiikliikkte ¢ikmig tek bant olarak elde edilen PCR firiinleriLigand Biyoteknoloji’ye

(Izmir, Tiirkiye) gonderilerek dizi analizleri yapildi.
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Tablo 2.1: Polimorfizm i¢in kullanilan izole edilen zeytin genomik DNA’lar1.

Olea europaea cv.

Samanl

Olea europaea cv.

Cakir

Olea europaea cv.

Erkence

Olea europaea cv.

Karamurselsu

Olea europaea cv.

Edinciksu

Olea europaea cv.

Ayvalik clone UB1

Olea europaea cv.

Ayvalik clone 0308

Olea europaea cv.

Ayvalik clone 0108

Olea europaea cv.

Leccino

Olea europaea cv.

Negral

Olea europaea cv.

Gordales

Olea europaea cv.

Verdial

Olea europaea cv.

Cormana

Olea europaea cv.

Uslu

Olea europaea cv.

Memeli

Olea europaea cv.

Ayvalik clone UB3

2.6 Primerlerin Dizaym ve Sulandirilmasi

PCR deneylerinde kullanilan spesifik primerler (Tablo 2.2) online “Primer3”
programiyla dizayn edildi. Dizayn edilen primerler ‘Macrogen (Korea)’ firmasindan
temin edildi. Laboratuvara liyofilize haldegelen primerlere iizerilerinde yazan miktar
kadar saf su eklendi ve pipetaj yapildi. Bu karisimdan steril bir ependorfa 10 pL

alind1 ve tizeri 90 pL saf suyla 100’e tamamlandi.
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Tablo 2.2: Calismalarda kullanilan primerler, dizileri ve Tm degerleri.

Primerler Niikleotid Dizileri (5°-3”) Tm  |Kullanim Amaci
FBPAL_F [TCACTTCTTAAGTCATCTCCTGTTCTT 60.22 Intron tespiti
FBPAL_ R |CAAATGGTAAGTTTTAGGCGTACC 60.17 Intron tespiti
FBPA2_F |AGACTCTCTACCAATCCACAACAGAT 60.78 Intron tespiti
FBPA2_R |GAGCAGGTTGCTGACTATACTCTCAAC 62.97 Intron tespiti
FBPA3_F |[GATATGCTGCCATTTCTCAAGTATT 59.92 Polimorfizm
FBPA3_R [GAATGTTTGTTAAGGGCTATGTCTACT 59.49 Polimorfizm
FBPA_RT_F [TCACTTCTTAAGTCATCTCCTGTTCTT 63.7 Real-Time
FBPA_RT_R |[CACATATAAATACATACTGCGGTTTTG 62.2 Real-Time
FBPA_A_F |[GGTGATGATGATGACAAGATGGATGAATCCAATGCTACCTG 76.9 Klonlama
FBPA_A_R [GGAGATGGGAAGTCATTAGCCTTGGCCCGAACAAGCAAAGTATCC 79.9 Klonlama
elF4E _F [GTTGAAGAAACAGAGAAATCAACTACC 59.99 Intron tespiti
elF4E_R |GACTATGACCTTTCCTAAGGGTAAATC 60.04 Intron tespiti
elF4E _RT_F[TGGAGTGTTTACAATAACATTAACCAA 60.7 Real-Time
elF4E _RT_R|GTATCAGATTTACCCTTAGGAAAGGTC 65.3 Real-Time
elF 4E _A_F [GGTGATGATGATGACAAGATGGTTGAAGAACAGAGAAATC 74.9 Klonlama
elF 4E _A_R |GGAGATGGGAAGTCATTACACCGTGTACTGATTTTTGGCAG 77.9 Klonlama
2.7  PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

PCR reaksiyonlari; 25 pL*“lik toplam hacimde, Tablo 3’te gosterilen gerekli

komponentler belirtilen miktarlarda eklenerek uygulandi. Primerlerin ortak caligtigt
sicaklik belirlenerek olusturulan manuel PCR 0.4 uL dNTP, 2.5 uL NH4SO04, 1.5 uL
MgCI2, 1.5 uL DMSO, 0.3 uL Taq polimeraz, 15.8 uL dH20, 1 uL Forward primer, 1
uL Reverse primer ve 1 uL kalip DNA ile gergeklestirilirken; mix PCR 12.5 uL mix,

1 puL Forward primer, 1 uL Revere primer ve 1 pL kalip DNA ile gerceklestirildi.

PCR’lar, komponentlerin teker teker tiipe ilavesiyle (manuel) veya ticari olarak

satilan karigimiyla (mix) gergeklestirildi.

PCR sartlar ise; 1 dongii; (6n 1sitma basamagi) 94 °C 1 dakika, 35 dongii;

(denatiirasyon basamagi) 94 °C 30 saniye, (primer baglanmasi basamagi) 50 °C 1

dakika, sentez basamagi 68 °C 1 dakika, 1 dongii; (uzama basamagi) 68 °C 5 dakika

olarak ayarlandi.
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2.8 Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi i¢in yerli firmalar araciligiyla temin edilen “Thermo
Scientific marka (Massachusetts, U.S.A) elektroforez sistemi kullanildi.
Elektroforezde kullanilan “Agaroz (Katalog No: 50004)” Lonza(Darmstadt,
Germany) firmasindan temin edilirken, TAE tampon ¢ozeltisi i¢in gerekli olan “Tris-
base (Katalog No: K41623287 118/K42846187 144)’MERCK (Darmstadt,
Germany) firmasindan, “Borik Asit (Katalog No: A0768,1000)” AppliChem
(Maryland Heights, MO, U.S.A) ve “EDTA (Katalog No: A5097,0250)” ise
Applichem (Darmstadt, Germany) firmasindan temin edildi. TAE (5X) tampon
¢ozeltisi olusturmak i¢in kullanilan bilesenler belirli miktarlarda eklendi (Tablo 2.4).
Bu tampon c¢ozeltisinden de elektroforezde kullanmak ig¢in, TAE (1X) tampon
¢ozeltisi hazirlandi (Tablo 2.3). Zeytinden izole edilen gDNA (bkz. Tablo 1) ve RNA
orneklerini gozlemek icin %0.8’lik agaroz jeli hazirlandi. Bunun i¢in 0.8 g agaroz
tartildi ve 100 mL TAE (1X) tampon ¢dseltisi icerisine eklenip kaynatilarak ¢6ziildd.
Karisim soguyana kadar elektroforez tanki ve taraklar saf suyla yikanarak steril
edildi. Soguyan karisimin igerisine 150 pL EtBr (Etidyum bromid) ilave edilerek,
taraklart 6nceden yerlestirilen jel kasetine dokiildii ve polimerlesmesi beklendi. Jel
polimerlestikten sonra taraklar c¢ikarildi. Bdylece ornek yiikleme kuyucuklar
olusturuldu. Elektroforez tankina yerlestirilen jelin iizeri kaplanincaya kadar TAE
(1X) tampon ¢ozeltisi ile dolduruldu. Ik kuyucuga molekiiler biiyiikliigii belli bir
DNA standarti olan Fermentas (Vilnius, Litvanya) firmasindan temin edilen marker
(Katalog No: SM1333) yiiklendi (Tablo 2.4). gDNA o6rnekleri i¢in 5 uL. gDNA 1 uL
yiikleme boyas1 (Tablo 2.4) karistirilirken RNA 6rnekleri i¢in 3 pL RNA kaliby, 2 pL
distile su ve 1 pL yiikleme boyasi karistirilark jeldeki kuyucuklara pipet yardimiyla
yiiklendi. Ornekler 200 V elektrik akimi verilerek 35 dk. jelde yiiriitiildii. Yiiriitiilen
DNA ve RNA ornekleri UV transilliiminatoriinde gozlendi ve fotograflar ¢ekildi.
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Tablo 2.3: Agaroz jel elektroforezi ¢ozeltileri ve komponentlerin miktarlari.

Cozeltiler | Kompozisyonu (1 L i¢in)
50X TAE Tris-Base
Glasiyel Asetik Asit
0.5M EDTA (pH 8)
IX TAE 50X TAE

Distile su

Tablo 2.4: Agaroz jel elektroforezinde kullanilan malzemeler.

Yiikleme Boyasi Marker
Fermentas 6X DNA Loading Dye (Katalog Fermentas GeneRuler™ 1 kb Plus DNA
No: R0611) Ladder (Katalog No: SM1333)

TAE tamponundan daha iyi sonuglar veren TBE tamponu da jel elektroforezi
i¢in kullanmilmistir. 5X TBE tamponu 57 gr Tris-base, 27.5 gr borik asit ve 20 mL 0.5
M EDTA kullanilarak hazirlandi. 200 mL 5X TBE tamponu {izerine 800 mL distile
su eklenerek 1X TBE tamponu hazirlandi. Her kullanomda 1X TBE tank
bliytikliigline bagl olarak 0.5X TBE’ye seyreltilerek kullanildi.

2.9  RNA izolasyonu

Ger¢ek zamanli PCR i¢in gerekli olan cDNA sentezinden Once zeytin
cesitlerinden daha dnceden toplanip uzun siireli muhafaza icin -80 °C’de saklanan
orneklerden Qiagen (Venlo, Hollanda) firmasina ait “RNeasy Plant Mini Kit
(Katalog No: 74904)” kullanilarak RNA izolasyonuu yapildi ve izolasyon Kkitin
kullanma kilavuzu takip edilerek gerceklestirildi.

2.9.1 RNA Orneklerinin DNaz I ile Muamele Edilmesi

Total RNA o6rneklerinden gDNA’nin uzaklastirilmasi igin toplam hacim 100
pL olacak sekilde 60 uL RNA (~30 ng), 10 pL DNAz I tamponu 10X, 30 uL Dnaz I
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enzimi (EN0515, Fermentas, Vilnius, Lithuania) karigtirilarak hazirlandi. 37 °C’de
30 dakika bekletildikten sonra 350 pLL RLT tamponu (Qiagen Hilden, Germany,
plant RNAeasy izolasyon kitinden) ve 250 puL %96’lik etanol eklendi. 700 uL lik
ornek Plant RNAeasy izolasyon kitindeki pembe kolonlara aktarildi. 8000 rpm’de 15
saniye santrifiij edildi. Kolon yeni bir 2 mL’lik koleksiyon tiipiine alind1 ve iizerine
500 uL RPE tamponu eklendi. Tekrar 8000 rpm’de 15 saniye santrifiij edildi. Bos
olarak bir kez daha santrifiij edilerek altta kalan dokiildii. 1.5 mL’lik ependorflara
kolon alind1 ve tizerine 50 uL DEPC’li su eklendi. 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij ile

onekler hazir hale getirildi.

2.10 cDNA Sentezi

Gergek zamanli PCR i¢in RNA 6rneklerinden (Tablo 2.5) ProtoScript® First
Strand cDNA Synthesis Kit (Ipswich,Massachusetts, U.S.A) kullanilarak cDNA
sentezlendi ve sentez kitin kullanma klavuzuna gore su sekilde gergeklestirildi: 6 pL
total RNA 2 uL oligoniikleotit eklendi, pipetaj yapildi ve 70 °C’de 5 dakika
inkiibasyona birakildi. Sonra tiipe 10 pL reaksiyon mix ve 2 puL enzim mix eklendi
ve pipetaj yapildi. 42 °C’de 1 saat ve 80 °C‘de 5 dakika inkiibasyona birakildu.
Inkiibasyonlar bittikten sonra 30 pL distile su eklendi, pipetaj yapildiktan sonra

ornekler hazir hale geldi.

Tablo 2.5: Dokusal Real-Time analizi i¢in RNA 6rnekleri.

1. agag cicek 14.05.2010
1. agag pedisel 19.10.2010
3. agagc siirgiin 14.05.2010

1. aga¢ meyve 19.10.2010
1. aga¢ tomurcuk 14.05.2010
2. agac yaprak 18.08.2010-Yokyil1 yaprak 14.05.2010
1. agac yaprak 22.09.2010-Varyili yaprak 22.11.2010
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2.11 Gerg¢ek Zamanh PCR (RT-PCR)

Belirlenen zeytin  agaglarinin  ¢esitli  dokularindan  toplanan  doku
orneklerinden (bkz. Tablo 2.5) izole edilen RNA 6rneklerinden ters transkripsiyon ile
elde edilen ¢cDNA oOrnekleri kalip olarak kullanildi. Bunun i¢in ExicyclerTM 96
BIONEER cihazi kullanildi. Reaksiyon hazirlanirken kullanilan tabakalarda bulunan
liyofilize halde bulunan igerige, 17 pL saf su, 1 pL cDNA kalib1, 1 pL. F primer, 1 pL
R primer eklendi. Reaksiyon 95 °C’de 5 dakika; 1 dongii, 94 °C’de 15 saniye; 35
dongti, 55 °C’de 15 saniye, 72 °C’de 15 saniye, 72 °C’de 1 dakika; 1 dongii olacak
sekilde Tablo 2’ de belirtilen primerler ile Tablo 7°de belirtilen kontrol primerleri
kullanilarak uygulanmigtir. Reaksiyon GAPDH, ubiquitin ve siiperoksit dismutaz
normalizator genlerine 6zgii primerler (bkz. Tablo 2.2) kullanilarak 3’er tekrarh

olacak sekilde ger¢eklestirildi.

Tablo 2.6: RT-PCR’da kullanilan normalizator genlerin primerleri.

Primer Forward Primer Reverse Primer
ismi
GAPDH ACAGCTCCTGGTAAGGGTGA GGCTTGCGTCAAGAAGTCTC
Ubiquitin | AAGACAATTACCCTTGAAGTTGAGA CAAAGTGATGGTTTTTCCAGTAAGA
Siiperoksit | AGATGACTTGGGCAAAGGTG CAATCCCAATCACACCACAA
dismutaz

2.12 Bakteri Kompetent Hiicresinin Hazirlanmasi

E.coli DH10B (gogaltma susu) ve E. coli BL21 (ifade susu) (Invitrogen,
Vilnius, CA) bakteri suslari, tek koloni elde edebilmek icin antibiyotik icermeyen LB
agar besiyerine ekildi veya -80 °C’deki gliserollii stok LB agara besiyerine ekilir. 1
gece 37 °C inkubasyona birakildi. 5 mL s1vi LB Broth’a (ampisilin (-)) tek koloniden
alimip inokiilasyon yapilarak 37 °C’de 1 gece inkiibasyona birakildi. 80 mL
antibiyotik icermeyen LB Broth besiyerine 6n kiiltiirden 2 mL inokiile edildi. 37
°C’de calkalayict etiivde inkiibe edildi ve her 2 saatte bir spektrofotometrede

absorbans degeri Olciilerek ODeoo= 0.2 absorbans degerine ulagsmasi beklendi. OD =
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0.2 oldugunda 1M MgCl,’den 1.6 mL ve 1M glikozdan 888 pL eklendi ve OD = 0.5
olana kadar 37 °C’de calkalayici etiivde inkiibasyona devam edildi. Daha sonraki
islemlere buzda devam edildi. ODgo = 0.6 oldugunda ise buz igerisinde +4 °C’ye
kaldirildi ve 2 saat beklendi. +4 °C sogutmali santrifiijde 5000 rpm’de 5 dakika
santrifiij yapildi. Siipernatant atildiktan sonra pellet 40 mL tritalasyon tamponda
¢oziildii. Tampon taze olarak su sekilde hazirlandi; 1M CaCly’den 25 mL, 1 M
MnCl,’den 17 mL ve 1M NaAC’den 10 mL (pH 5.5). Pellet ¢6ziiliince sogutmali
santrifiijde 5000 rpm’de 5 dk santriflij yapildi ve supernatant atildi. Pellet {izerine
birsey ilave etmeden 1 dk tekrar santrifiij yapildi ve supernatant tekrar atildi. Pellet
%S5’1ik gliserol igeren 4 mL tritalasyon tampon (3.4 mL tritalasyon tampon+0.6 mL
gliserol) i¢inde ¢ozdiiriildii. Kompetan hiicreler, ependorflara 50 pL dagitilarak

kullanilmak tizere - 80 °C’de saklandi.

2.13 Plazmit Stoklarinin Hazirlanmasi

Siv1 kiiltiirde biiyliyen plazmitlerden 2 mL’lik ependorflara 500 pL 9%5’lik

gliserol ve 500 pL plazmitlerden alinarak stok hazirlandi ve bu stoklar - 80 °C’de

saklandi.

2.14 Klonlama

aLICator LIC Cloning and Expession Kit 2 (Thermo Scientific, Katalog No:

K1251) kullanilarak prosediire gore klonlama gerceklestirildi.

2.14.1 Kiiltir Ortamlarimin Hazirlanmasi

LB agar, Fisher Scientific marka olup 4 grammin 100 mL saf suda
¢Oziilmesiyle hazirlandi ve otoklavladi. Yaklasik 37 °C’ye kadar sogudugunda 100
uL 0.1 mg/L ampisilin ilave edilerek eklenerek petrilere dokiildii.
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2.14.2 Jelden Kazanim

aLICator LIC Cloning and Expession Kit 2’ye tasarlanan primerle yapilan
PCR o6rneklerinin yaklagik 20°ser uL tek kuyucuga olmak iizere 6rneklerin tamami
jele yiiklendi. Normalinden farkli olarak bu elektroforezde genis taraklar kullanildi
ve markerdan 12 pL jele yiiklendi. Jelden kesimi kolaylastirmak igin jelde genler
arasinda bosluk birakildi. Elektroforez sartlar1 ise; 200A, 140V ve 35 dakika. Her
gen i¢in 2 temiz ependorf hazirland1 ve UV 151k altinda jelden kesim yapildi. Jelden
kazanim i¢in Fermentas Genelet Gel Extraction Kit (Fermentas, Vilnius, Lithuania,
Katlog No: K0691) kullanidi. Her ependorfun iizerine 350 pL baglanma tamponu
eklendi. 55 C’de 10 dakika inkiibasyonun ardindan kitteki mor kolanlardan 6rnekler
gecirildi. 14000 rpm’de 1 dakika santrifiilijiin ardindan kolonun altindaki siv1 atildi.
Mor kolonlar maximum 800 pL ornek alabilir oldugundan 6rnek bitene kadar
kolondan gegirildi. Ornek bittikten sonra kolona 100 Mor kolonlar maximum 800 pL
ornek alabilir oldugundan 6rnek bitene kadar kolondan gecirildi. Baglanma tamponu
ilave edildi ve 1 dakika 14000 rpm’de santrifiijiin ardindan kolonun altindaki sivi
altildi. Kolona 700 puL washing tampon eklendikten sonra yine 14000 rpm’de 1
dakika santrifiij yapildi. Kolonun altindaki sivi atildiktan sonra bos santrifiij yapildi
ve kolon yeni bir ependorfa alindi. Kolonun iizerine 50 pL eliisyon tampon eklendi
ve 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. 1 dakika 14000 rpm’de santrifiij yapildiktan
sonra kolonlar atildi ve pirifiye DNA elde edilmis olundu. Piirifiye DNA
kullanilincaya kadar -20 °C’ye kaldirildu.

Piirifiye DNA’dan 7 pL, LIC Tampon’dan 2 pL ve T4 DNA polimeraz’dan 1
uL (total 10 uL) PCR tiipiinde birlestirildi. TsDNA polimeraz eklendikten sonra PCR
tiipti 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. Reaksiyonu durdurmak amaciyla tiipe 0,6
pL EDTA ilavesinden sonra ‘Plate51° vektoriinden 1 pL tiipe eklendi. Kisa bir

vorteks ve santrifiijiin ardindan oda sicakliginda 5 dakika bekletildi.

2.14.3 PCR Piirifikasyonu

PCR piirifikasyonu Macherey-Nagel firmasinin PCR Clean-up Gel extraction
kiti ile gergeklestirildi.50 pL PCR iiriinii tlizerine PCR {iriinii bir kez jel
elektroforezinde 5 pL yiiriitildigi igin total hacmi 100 pL’ye tamamlamak igin 55
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uL distile su eklendi. Yine ayni PCR tiipiine 200 pL NT1 (Baglanma tamponu)
tamponu eklendi ve bu karisim NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Column kolana
yiiklendi. +4 °C’de 30 saniye 11,000 rpm’de santrifiijiin ardindan kolonun altindaki
sivi atilarak kolona 700 uL NT3 (Yikama tamponu) eklendi. Tekrar +4 °C’de 30
saniye 11,000 rpm’de santrifiij yapild1 ve kolonun altindaki siv1 atilarak kolona 700
uL NT3 eklendi. Ardindan tekrar +4 °C’de 30 saniye 11.000 rpm’de santrifiij
yapildiktan sonra kolonunn altindki siv1 atilarak 1 dakika 11.000 rpm’de kolona bir
sey ilave edilmeden santrifiij yapildi. Santrifiijiin ardindan kolon yeni bir ependorfa
alind1 ve iizerine 30 pL. NE (Eliisyon tamponu) tamponu eklendi. Oda sicakliginda 1
dakiika beklendikten sonra 1 dakika 11.000 rpm’de santrifiij yapildi. Santrifiijiin
ardindan ependorfta kalan piirifiye DNA’dir ve -20 °C’de saklandi.

2.15 Transformasyon

2.15.1 Cogaltma Susuna Transformasyon

E. coli’nin ¢ogaltma susu olan DHI10B kompetent hiicreleri -80 °C
dolabindan ¢ikarilarak buza alindi. 3 pL klonlama {irtinii kompetent hiicrenin {izerine
pipetle yavasca birakildi ve 30 dakika buzda bekletildi. 42 °C’de 90 saniye 1s1
sukunun ardindan hemen buza alinarak burada 5 dakika bekletildi. Falkona 450 pL
antibiyotiksiz LB Broth besiyeri eklenerek 37 °C’de 1.5 saat ¢alkalamali inkiibatorde
inkiibasyona birakildi ve birka¢ dakika santrifiij yapildi. Yaklagik 400 pL kadar
slipernatant atildiktan sonra kalan siipernatant ile pellet pipetaj yapilarak karistirildi
ve LB agar (ampisilin (+)) igeren petriye yayilarak ekim yapildi. 1 gece 37 °C’de
inkiibe edildi.

2.15.2 Koloni PCR ve Koloni Taramasi

Etlivde biiyiiyen bakterilerden iiremis olan 10 koloni segilerek 10 pL saf
suyla sulandirilarak sulandirma ornekleri hazirlandi. Sulandirma 6rneklerinden 1 pLb
kalip kullanilarak koloni PCR gerceklestirildi. PCR i¢in kullmilan primerler kite

aittiler. Ampisilinli LB agar besiyeri petrinin disindan kalemle 10 bdlgeye ayrildi ve
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sulandirma oOrneklerinden 1 pL bu bdlmelere damlatildi. 1 gece 37 °C’de inkiibe
edildi.

2.15.3 Sulandirma Orneginin LB Broth Besiyerine Ekilmesi

Falkona alinan 10 mL LB Broth besiyerinin {izerine 10 pL ampisilin ilave
edildi. Koloni PCR sonucu en iyi bant olusturan sulandirma Orneginin tamami
falkona eklendi. Falkonun agzi hafif agik bicimde ve 45°lik agiyla 37 °C’de 1 gece

calkalamal1 inkiibatorde inkiibasyona birakildi.

2.15.4 Plazmit DNA izolasyonu (GeneJet Plasmid Miniprep Kit)

Genelet™ plasmid Miniprep (K0501, Fermentas, Vilnius, Lithuania)
protokoliine uygun sekilde izole edildi.Biiyiitiilen plazmitler biiylik santrifiijde 4000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. 350°ser pL siipernatant 4-5 ependorfa dagitildi.
Ependorflara 150 uL.%100’lik gliserol ilave edildi ve -80 °C’de saklandi. Pellete 250
uL RnazA ile muamele edilen resiispansiyon tamponu (1mL resiispansiyon tamponu
+ 10 pL Rnaz A, +4 °C’de saklanir) ilave edildi ve pipetajla karistirildi. 250 pL lizis
soliisyonu eklendikten sonra yavasca pipetaj yapildi. Bu karisim ependorfa aktarildi
ve lizerine 350 pL notralizasyonsoliisyonu eklendi. Ependorf 3-5 kezalt iist edildi.
14000 rpm’de 5 dakika santrifiij yapildiktan sonra siipernatant kolan tiipiine
aktarilirken pellet atildi. Tekrar 14000 rpm’de santrifiijden sonra alttaki sivi atildi.
Etanolle muamele edilen 500 pL yikama soliisyonu kolona eklendi ve 14000 rpm’de
1 dakika santrifiij yapildi. Kolonun altinda kalan siv1 atildi. Kolona tekrar 500 pL
yikama soliisyonu eklendi ve tekrar 14000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi.
Kolonun altinda kalan siv1 atildi. 14000 rpm’de 1 dakika kolona birsey eklenmeden
(bos santrifiij) santrifiij yapild1 ve kolonun altindaki tiip tamamen atildi. Kolon temiz
bir ependorfa alindiktan sonra kolana 50 pL eliisyon tamponu ilave edildi. 5 dakika
oda sicakliginda bekletildikten sonra 14000 rpm’de 2 dakika santrifiij yapildi
(1.Eliisyon). Kolana 20 pL eliisyon tamponu ilave edildikten sonra tekrar 14000
rpm’de 2 dakika santrifiij yapildi (2. Eliisyon).
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2.15.5 Spektrometreyle Miktar Olciimii

195 uL saf su 5 pL plazmit 6rnegiyle bir kuyucuga yiiklendi ve 200 pL saf su
da bir kuyucuga yiiklenerek kor olusturuldu. Kuyucuklar cihaza yiiklenerek 6l¢tim
yapildi.

Olgiim sonucu — Kériin sonucu = Miktar Ol¢iimii (ng/ uL)

2.15.6 Ekspresyon Susuna Transformasyon

3 uL izole plazmit kompetent hiicrenin {lizerine pipetle yavasca birakildi ve 30
dakika buzda bekletildi. Is1 soku i¢in 42 °C’de 90 saniye tutulduktan hemen sonra
buza alinarak burada 1-2 dakika bekletildi. Falkona 450 uL antibiyotiksiz LB Broth
besiyeri eklenerek 37 °C’de 1.5 saat calkalamali inkiibatorde ve birka¢ dakika
santrifiij yapildi. Yaklasik 400 pL kadar siipernatant atildiktan sonra kalan
slipernatant ile pellet pipetaj yapilarak karistirildi ve LB agar (ampisilin (+)) i¢eren
petriye yayilarak ekim yapildi. 1 gece 37 °C’de inkiibe edildi.

Ureme sonucunda secilen tek koloni LB Broth’a ekildi; 10 mL LB Broth, 10
pL ampisilin ve segilen tek koloni. 1 gece 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Ureme
olduktan sonra 90 mL LB Broth, 12.5 pL ampisilin ve 10 mL 6nkiiltir yaklasik 2
saat 37 C’de inkiibatorde calkalandi. 2 saat sonucunda kiiltirden 200 mL
spektrometreyle Ol¢iim ig¢in kuyucuklara yiiklendi. ODgpo=0.6 oluncaya kadar
inkiibatorde calkalanirken 2’ser saatte bir olglim yapildi. ODgpp=0.6 oldugunda gen
protein sentezleyecek hale geldiginden laktazon kiikiirtlii analogu olan IPTG ile
indiiklendi. Indiikleme siiresi proteinin ekspresyon seviyesine gore degisiklik
gosterir. ODgo=0.6 olan, icerisinde LB Broth, ampisilin ve tek koloni olan erlene 1

mL IPTG eklendi ve 1 gece 37 °C’de inkiibasyona birakild
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2.16 Hiicreleri Coktiirme ve Lizis

IPTG ile indiiklenen hiicreler 50 mL’lik falkonlara dagitildi. 4000 rpm’de 20
dakika santriflij yapildiktan sonra siipernatant atildi. Lizis yapilana kadar pellet -20
°C’de saklandi.

Lizis islemine baslamadan oOnce hazirlanmasi gereken protamin siilfat

hazirlandi.

-20 °C’deki pelletlerin tizerine 2 mL lizis tamponu eklendi ve pellet tamponda
iyice ¢dzdiiriildii. Uzerine 100 puL fenil metan siilfonil florid (PMSF) eklendi. Pipetaj
ve vorteksle tam karigsma saglandi. 125 uL lizozim eklenerek tekrar pipetaj ve
vorteks yapildi. 15 dakika oda sicakliginda bekletilerek lizisin gergeklestigini
gosteren siimiiksli yapt olusumu gozlendi. Ardindan 10 dakika buzda bekletildi. Her
ornek iki ayr1 ependorfa paylastirildi ve 14000 rpm’de 5 dakika santrifiij yapildi.
Stipernatant yeni ependorflara aktarilirken pellet atildi. Hemen kullanim oldugunda

+4 °C’de saklanirken daha sonraki kullanimlar i¢in -20 °C’ye kaldirildu.

Alternatif bir lizis islemi de su sekilde gerceklestirilmistir; 1 pellet buz i¢inde
2 mL tampon A (500 mL i¢in; 50 mM Hepes, 300 mM NaCl, 5 mM imidazol, 0.5
mM TCEP, pH 7.5) ve 20 uL PMSF i¢inde kopiirtiilmeden ¢6ziildii. Spatiiliin ucuyla
kat1 lizozim ¢6zlinmiis pelletin tam ortasina eklenerek kisa bir santrifii yapildi. 20
dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 200 uL protamin siilfat eklendi ve 15
dakika buzda bekletildi. Karisim ependorflara (2 ependorf kadar) paylastirildi.
Ependorflar +4 °C ve 14.000 rpm’de 5 dakika santrifiij yapildi. Siringa yardimiyla

siipernatant yeni bir edpendorfa alind1 ve pellet atildi.

2.16.1 Protamin Siilfat Hazirlanmasi

1 mL igin 0.03 gr protamin siilfat tartildi. Uzeri otoklavli su ile 1 mL’ye
tamamlandi ve ¢oziiliinceye kadar vorteks yapildi. Vorteksin ardinda pipetaj

yapilarak ¢6ziilmenin tam olarak gerceklesmesi saglandi.

47



2.17 SDS-PAGE

SDS, proteinlerin denatiirasyonunu saglar ve proteini negatif yiikle yiikler.
Boylece protein biiyiikliigiine gore proteinlerin + ylikten — yiike dogru jelde

hareketini saglar.

SDS-PAGE Bio-Rad PowerPac Basic sistemi kullanularak gergeklestirildi.

2.17.1 Gerekli Kimyasallarin Hazirlanmasi

2.17.1.1 Amonyum Persiilfat (APS) Hazirlama

%10’luk amonyum persiilfat (APS) 0,1 gr APS’nin 1 mL dH,0 ¢6ziinmesiyle

hazirlanmaktadir.

2.17.1.2 %15’lik Ayirma Jeli Hazirlama

Tek bir SDS jeli i¢in %15°lik ayirma jeli; polimerizasyon saglayacak ayirma
jeli tamponu 1.25 mL, yiirliyecek proteinlerin hizini etkileyecek bisakrilamidden
1.875 mL, otoklavli sudan 1.875 mL, polimerizasyonu baslatacak %10’luk APS’den
50 uL ve polimerizasyonu Kkatalizleyen tetrametilendiamiden (TEMED) 5 uL

alinarak cam bir beherde karistirildi.

Bu karisim daha 6nceden hazirlanan elektroforez sistemindeki iki cam arasina
pipet ucu kii¢ilk cama dayandirilarak karigim yavasca birakildi. Beherde kalan

karisim kontrol edilerek polimerizasyonun tam olarak gerg¢eklesmesi beklendi.

2.17.2 Yigma Jelinin Hazirlanmasi

Tek bir SDS jeli i¢in yigma jeli; yigma jeli tamponundan 1.25 mlL,
bisakrilamidden 0.625 mL, 3.07 mL otoklavli su, 50 puL %10’luk APS ve 5 puL
TEMED Kkaristirilarak hazirlandi.
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Tamamen polimerize olan %15°lik ayirma jelinin {izerine yine pipet ucu
kiiciik cama dayandirilarak karisim yavagca birakildi. Yigma jelinin de tamamen

polimerize olmasi beklendi.

2.17.3 Yiiriitme Tamponunu Hazirlanmasi

100 mL 10X Tris-Glisin SDS tamponunun iizeri otoklavli suyla (900 mL)
1L’ye tamamlanarak yiiriitme tamponu hazirlandi. Tris uygun pH ortami saglarken

glisin o6rneklerin kuyucuklar i¢inde kalmasini saglar.

2.17.4 Yiikleme icin Ornek Hazirlama

Omnekler i¢in boya miktar1 1000 pL’ye 900 puL olacak sekilde hazirlandi.
Ornek miktarina gére boya miktar1 hazirlandi ve kalan miktar betamerkaptoetanol ile
tamamlandi. Jelin kuyucuklar1 20 pL aldigindan &rnekten 15 pL, boyadan 5 pL
kullanildi. Buna gore 2 protein 6rnegi i¢in 54 pulL boya ve 6 puL betamerkaptoetanol

karigimi kullanildz.

1 kuyucuga 15 puL 6rnek yiikleniyorsa 2 protein i¢in pipet hatalarina kars1 4
proteinmis gibi 15x4’ten 60 pL 6rnek hesabi yapildi.

1000 pL i¢in 900 puL boya kullaniliyorsa

60 pL i¢in ? boya kullanilmali

?=54 L

Protein érnekleri 100 °C’de 5 dakika bekletildi. Ornekler denatiirasyon icin 1s1
sokuna tabi tutulurken hazirlanan jel ve karsisina bos cam takilarak SDS tankina
oturtuldu. Yiiriitme tamponu elektrik akimini saglamasi agisindan jel ve bos camlarin

arasindan baglanarak tank iizerinde belirtilen 2 gel ¢izgisine kadar tanka dolduruldu.
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2.17.5 SDS Jeline Ornek Yiiklenmesi ve Orneklerin Yiiriitiilmesi

Protein marker igin PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Thermo
Scientific, Lithuania, Katalog No: 26619) kullanildi. ilk kuyucuga 3 uL protein
marker yiiklendi. 20’ser puL 6rneklerden jele yiiklendi. Ornekler yigma jelinden
ayirma jeline hareket etsin diye 20 dakika 90V elektrik akimi verildi. Ornekler
ayirma jeline gegtiginden 90 dakika 110V elektirk akimi verildi.

Orneklerin yiiriitiilmesi tamamlandiginda jel camlar arasindan dikkatlice
cikarilarak jel “’Commensie Blue’’ iginde ¢alkalamali inkiibaatorde 45 dakika
bekletildi. Jeli boyadan arindirmak igin jel dnce suyla sonra da SDS renk agma

soliisyonuyla yikandi. Jel 1 gece ¢alkalamali inkiibatorde SDS renk agma soliisyonu

i¢inde bekletildi.

Jel UV Transiilliminator kullanilarak goriintiilendi.

2.17.6 SDS Jelinin Boyanmasi

2.17.6.1 Commasie Blue Boyasi ile Boyama

SDS jeli 45 dakika calkalamali inkiibatorde Commasie Blue boyas1 i¢inde
bekletildi. Ardindan jel saf suyla yikandiktan sonra 75 mL asetik asit glicial, 50 mL
metanol, 1L’ye suyla tamamlanarak hazirlanan renk agma sollisyonunda 1 gece

boyunca ¢alkalamali inkiibatorde birakildi.

2.17.6.2 Giimiis boya ile Boyama

SDS-PAGE’de yiiriitiilen jel; 10 mL asetik asit, 40 mL etil alkol ve 50 mL
dH,0 karigimi iginde 1 saat bekletildi. Daha sonra jel 1 gece boyunca suda bekletildi.
%0.02 sodyum tiyosiilfat (0.04 gr Na;S,03.5H,0+200 mL dH,0) iginde jel 1 dakika
tutuldu. Jel 20 saniye araliklarla 3 defa yikandi. Jel +4 °C’de soguk glimiis nitrat
¢ozeltisinde (0.2 gr AgNO3+200 mL dH,0) 20 dakika bekletildi. 40 puL %35’lik
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formaldehit ¢ozelti kullanilmadan hemen Once c¢ozeltiye eklendi. Jel 20 saniye
araliklarla 3 defa yikandi. Yikamadan sonra jel yeni bir kaba alindi. Jel 1 dakika
tekrar dH,0O ile yikandi. Jel %3’liik sodyum karbonat ¢ozeltisi (15 gr Na2CO3+500
mL dH20) i¢ine alindi. 125 pL formaldehit ¢ozelti kullanilmadan once ¢ozeltiye
eklendi. Cozelti sar1 olunca yeni sodyum karbonat ¢ozeltisiyle degistirildi. Boyama
belirginlesene kadarbu islem tekrarlandi. Jel 20 saniye dH,O ile yikandi. %5’lik
asetik asit icinde jel 5 dakika tutuldu. Ayrica jel %]1’lik asetik asit i¢inde +4 °C’de

saklanabildi.

2.18 Western Blot

2.18.1 Gerekli Kimyasallarin Hazirlanmasi

Transfer tamponu; 20 mL 10X transfer tampon, 20 mL etanol ve 60 mL

dH,O’nun karisimiyla hazirlandi.

10X TBS; 24,22 gr 0,2M Tris, 87,66 gr 1.5M NaCl ve 1000 mL’ye

tamamlayacak kadar dH,O’nun karisgimiyla hazirlandi.

1X TBS; 40 mL 10X TBS ve 360 mL saf suyun karisimiyla hazirlandi (total

hacim 400 mL). Karisima saklama siiresini uzatmak igin 40 pL Tween20 eklendi.

Blocklama (kapatma) tamponu; 0,1 gr blocking regent, 2 mL blocking
regent tampon ve 18 mL 1X TBS karisimiyla hazirlandi.

Antibody; 10 mL 1X TBS i¢ine 5 pL antibody ekleyerek hazirlandi. Bu
sekilde Y% oraninda seyreltilen antikorlarin daha da seyreltilmesi i¢in karisim filtreli

bir siringadan gegirildi.

Pierce™ ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientific, Katolog
No: 32106); 3 mL luminol enhancer solution ve 3 mL peroxide solution karistirilarak

hazirlandi.
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2.18.2 Western Blot Basamag

Proteinlerin elektroforetik transferi i¢in BIO-RAD Trans-Blot Turbo Transfer
System (California, USA) ve nitroseliiloz (Merck Millipore, Germany) membranlar
kullanild1i. SDS vyiiriitmesinden sonra jeller camlar arasindan ¢ikarildi, yigma jeli
kesilerek atildi ve jel transfer tamponu icine alinarak dengelenmesi i¢in oda
sicakliginda 1-2 dakika inkiibe edildi. Kurutma kagitlart ve membran da transfer
tampon i¢ine birakildi. Bu sirada transfer aparatlar1 da transfer tamponu igine alindi.
Daha sonra transfer kasedi arasina kurutma kagidi, membran, jel, kurutma kagidi
olacak sekilde sandvi¢ modeli hazirlandi. Hava kabarcigi kalmamasi igin rulo
aparatla kurutma kagitlarinin tizerinden gegildi. Daha sonra kaset, blot tankina

yerlestirildi ve 25 Volt 1.3 Amper akimda 7 dakika transfer yapildi.

Alternatif olarak; PVDF membran kullanilarak 250 V ve 90 A’de 1 gece

transfere birakildi.

Jelden membrana transferin gerceklestiginden emin olunduktan sonra
membran 1X TBS i¢ine alinarak ¢alkalamali inkiibatorde (25 °C) 10’ar dakika olmak
tizere 3 kez yikandi. Yikamalardan sonra membran iizerine 20 mL blocking Tampon
eklendi ve 1 saat ¢alkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Ardindan yine 10’ar
dakika olmak tizere 3 kez 1X TBS i¢inde yikama yapildi ve 20 mL
antibodyicerisinde 40 dakika calkalamali inkiibatorde birakildi. Ardindan yine 10’ar
dakika olmak tiizere 3 kez 1X TBS i¢inde yikama yapildi. Yikamalar bittikten sonra
Fusion FX Vilber Lourmat (Germany) sistemiyle marker ve proteinler ayri ayri

goriintlilendi.

Alternatif transfer yonteminde ise PVDF membran kullanildi ve membran

250 Volt ve 90 Amper’de 24 saat transfere birakildi.
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2.19 Ni-NTA Kolon ile Saflastirma

1 pellet 5 mL tampon A ve 50 pL PMSF iginiide ¢6ziildii. 5 dakika ultrasonik
banyoda hiicreler parcalandiktan sonra 6rnekler ependorflara paylastirildi. +4 °C ve
14.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant filtreden gegirildi ve 15 mL’lik
falkona alinarak ‘Start’ hazirlandi. Bazik ponza tampon A ile Ni-NTA kolonda
yikandi. Filtreden gegirilen ¢ozelti bazik ponza ile Ni-NTA kolonda karigtirild1 ve 10
dakika bekletildi. 5 mL tampon A bazik ponzaya eklendi ve siiziilerek ‘Wash 1’
hazirlandi. Tekrar 5 mL tampon A bazik ponzaya eklendi ve siiziilerek ‘Wash 2’
hazirlandi. 2 mL tampon B (500 mL i¢in; 50 mM Hepes, 300 mM NacCl, 250 mM
imidazol, %5 gliserol, 0.5 mM TCEP, pH 7.5) bazik ponzaya eklendi ve 2 dakika
bekletildi. Siiziilerek ‘Eliisyon 1’ hazirlandi. Bazik ponzaya tekrar 2 mL tampon
eklendi ve 2 dakika bekletildi. Siiziilerek ‘Eliisyon 2’ hazirlandi. Hazirlanan
cozeltiler sirayla SDS-PAGE jeline yiiklendi ve glimiis boyama teknigi kullanilarak

goriintlilendi.
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3. BULGULAR

Bu tez ¢alismasinda 2 farkli gen karakterize edilmistir: fruktoz 1,6-bifosfat

aldolaz ve okaryotik translasyon baglatma faktorii.

3.1 Biyoinformatik Analiz

NCBI veritabaninda ¢esitli canlilar i¢in tahminiolan FBPA ve elF 4E igin
niikleotid dizisi veritabani referans alinarak saglandi ve bu gen dizilerine gore tasarlanan
primerler kullanildi (Tablo 2.2). Genomik DNA ve cDNA dizilemesi Ligand
Biyoteknoloji LTD. STI. (Izmir, Tiirkiye) adli ticari kurulusa yaptirildi. Dijital olarak
elde edilen DNA dizileri FinchTV programiyla agilarak kromotogramlar kontrol
edildikten sonra BioEdit programina aktarildi ve 2 tarafli dizilendigi igin ortak bir dizi
(contig) olusturuldu. gDNA ve cDNA ortak dizileri karsilastirilarak intron analizi
yapildi. Dizileme oncesi ve sonrasinda NCBI (National Center for Biotechnology
Information) BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) analiziyle hem niikleotid
hem de protein homolojileri incelenerek karsilagtirildi. Web Promoter Scan
biyoinformatik aractyla tahmini promotor bolgeleri tespit edildi. Hidrofobisite grafikleri
Kyte &Doolittle algoritmasina goére olusturulurken, translasyon sonrasi ozelliklerini
anlamak i¢in ise EXPASy programi kullanildi. Proteininin ylizey o6zelliklerinin ve
lokalizasyonunu belirlemek i¢cin SOSUI programi kullanildi. TargetP programiyla
proteinin hiicre i¢i yerlesimi belirlenmistir. Web Promoter Scan programiyla genin

tahmini promotor bolgeleri belirlenmistir.
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Sekil 3.1: OeFBPA geninin gDNA’simin NCBI BLAST analizi.

|%M_811054544 PREDICTED Sesamum indicum fructose-bisphosphate aldola 5= 1198 E=0

Color key for alignment scores
4050

1 250 SO0 a0 1000 1250

Sekil 3.2: OeFBPA geninin cDNA’sinin NCBI BLAST analizi.
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XM §1255072 PREDICTED Erytiwanihe guitaius eularyolic ranslation  S=578 E=8 4&-161

Calor key for alignment SCores

Sekil 3.3: OeEIF 4E geninin cDNA’sinin NCBI BLAST.

Sekil 3.1, Sekil 3.2 ve Sekil 3.3’te gosterilen tahmini olan OeFBPA ve OeEIF
4E genlerinin niikleotid dizilerinin NCBI BLAST analizleri sonucunda veritabaninda

diger canlilarda benzerlikleri gosterildi.
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Sekil 3.4: OeFBPA proteinin NCBI BLAST analizi (blastp).

| - : : "~ :7
Sunry wes.
srecatac hits e e
Super Tamiliee TFaE superfamily

[nartson of 100 Bast M o0 S Gasry Segueence o
XP_01108550C PREDICTED: ecbaryon: sanzianon nAston Dolr & 5=374 £59 Se- 128

Coler Loy for algnment sceres
LT S

1 40 Lo 1220 160 200 240

Sekil 3.5: OeEIF 4E proteinin NCBI BLAST analizi (blastp).

Sekil 3.4 ve Sekil 3.5’de gosterilen tahmini olan OeFBPA ve OeEIF 4E
proteinlerinin NCBI BLAST analizleri sonucunda veritabaninda diger canlilarda

benzerlikleri gosterildi.



Sekil 3.6: OeFBPA geninin niikleotid kompozisyonu (BioEdit).

gibi OeFBPA geninin Adenin (A) ve Timin (T)

’de gosterildigi

Sekil 3.6

oraninin Guanin (G) ve Sitozin (C) oranina hemen hemen esit oldugu goriildi.

uuuuu

Val Trp Tyr

Met Asn Pro Gln Arg Ser Thr

lys Leu

lle

Phe Gly His

Cys Asp Gl

Ala

Sekil 3.7: OeFBPA geninin aminoasit kompozisyonu (BioEdit).

OeFBPA geninin polar ve apolar aminoasit

Sekil 3.7°de gosterildigi gibi

gu gorilmiistiir.

yiizdelerinin hemen hemen esit oldu
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20

Posttion

Sekil 3.8: OeFBPA geninin Kyte&Doolittle hidrofobisite grafigi (BioEdit).

Sekil 3.8’te Kyte&Doolittle hidrofobosite analizi, OeFBPA proteinindeki

hidrofobik ve hidrofilik bdlgeleri gdstermektedir.

Sekil 3.9: OeEIF 4E geninin niikleotid kompozisyonu (BioEdit).

da gosterildigi gibi OeEIF 4E geninin Adenin (A) ve Timin (T)

2

Sekil 3.9

oraninin Guanin (G) ve Sitozin (C) oranindan fazla oldugu goriilmiistir.
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Val Trp Tyr

Lys Leu Met Asn Pro Gl Arg Ser Thr

e

Phe Gly His

Al Cys Asp Gl

Sekil 3.10: OeEIF 4E geninin aminoasit kompozisyonu (BioEdit).

Sekil 3.10°da gosterildigi gibi OeEIF 4E geninin apolar aminoasitlere gore

polar aminoasitlerin yiizdelerinin daha fazla oldugu goriilmustiir.

10 20 30 40 S0 60 70 80 S0 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240

0

Position

Sekil 3.11: OeEIF 4E geninin Kyte&Doolittle hidrofobisite grafigi (BioEdit).

Sekil 3.11°de OeEIF 4E proteinin hidrofobik ve hidrofilik kisimlari

gosterilmistir.
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19 20 30 40 5o 68
MDESNATCGK RLASIGLENT EANRQAYRTL LVTAPGLGQY ISGAILFEET LYQSTTDGKK
79 88 =1} 188 112 128
MVDVLVEQNI VPGIKVDKVT GFGSPCWFKQ RVLVPRSRWP CFPVRCLLRT GCSFCQMVSF
139 148 15@ 168 179 188
RRTVVSIPNG PSALAVKEAA WGLARYAAIS QVFGVQDNGL VPIVEPEILL DGEHGIDRTF
129 208 21e 228 230 248
EVAQKVWAEV FFYLAENNVL FEGILLKPSM VTPGAECKDK ATPEQVADYT LNLLKRRIPP
259 268 279 288 299 3e8
SVPGIMVSVL GSFCLVGNLK WRQHRTECHE PSTQPMARLF LICKGTTKHM LEDMGRASGE
319
CEGGSGYFAC SGQG

Number of amino acids:

Molecular weight:

Theoretical pI: 7.94

Sekil 3.12: OeFBPA proteinin aminoasit dizisi, M,’s1 ve pI’s.

10

20

MVEETEKSTT NLSKEEPEKS

70 88
PPPPTVKHPL EHSWTFWFDN

130 148
LAVGADFHCF KYKIEPKWED

190 208
CGAVVNVRLR QDKIALWTKN

3@
SSSTSRITNV

20
PSVKNKQPQA

150
PVCANGGKWT

210
AANKAAQESI

48
NITEGDESEA

108
AWGSSIRPVY

168
MTFPKGKSDT

228
GRQWKEFLDY

314

34472.8

50 68
EEGEIVGGGS DIDAEAKDMA

110 128
TFSTVEDFWS VYNNINQPSK

170 180
CWLHTLLAMI GEQFDYGDEI

239 249
NDSIGFIFHE DAKKLDKAAK

NQYTV

Number of amino acids: 245
Molecular weight: 27551.6

Theoretical pI: 5.00

Sekil 3.13: OeEIF 4E proteinin aminoasit dizisi, M,’s1 ve pI’s.

OeFBPA ve OeEIF 4E proteinlerinin molekiil agirlig1 ve izoelektrik noktasi
ExXPASy biyoinformatik araglariyla tespit edilerek Sekil 3.12 ve Sekil 3.13’te

belirtilmistir. Sonu¢ olarak OeFBPA proteininin teorik olarak 314 aminoasit

61



kodladigy, izoelektrik noktasinin 7.94 oldugu ve molekiiler agirliginin yaklagik 34 kD
oldugu bulunmustur. OeEIF4E proteininin ise teorik olarak 245 aminoasit kodladigi,

izoelektrik noktasinin 5 oldugu ve molekiiler agirliginin yaklasik 27 kD oldugu

bulunmustur.

Sekil 3.14: OeFBPA proteininin 3 boyutlu yapisi

(Cn3D programu ile olusturulan).

Sekil 3.15: OeEIF 4E proteininin 3 boyutlu yapisi

(Cn3D programu ile olusturulan).
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Sekil 3.14 ve Sekil 3.15’de gosterildigi gibi proteinlerin Cn3D programiyla
olusturulan 3 boyutlu yapisinda sari ile gosterilenler beta plakalar, yesil ile

gosterilenler ise alfa helikslerdir.

This amino acid sequence has no signal peptide.

This amino acid sequence is of a SOLUBLE PROTEIN.

Sekil 3.16: OeFBPA ve OeEIF 4E proteinlerinin SOSUI sinyal peptit analizi.

Sekil 3.16°da gosterildigi gibi OeFBPA ve OeEIF 4E proteinleri sinyal peptit

igermezler ve ¢Oziinen bir proteinlerdir.

Mame Len TP mTP 5P other Loc RC
FEPA 326 g.261 ©.14% ©.854 08.716 _ 3
cutoff 2.086 92.086 0.066 0,006

Sekil 3.17: OeFBPA proteinin yerlesiminin belirlenmesi (TargetP).

Mame Len cTP mTP 5P other Loc RC
ETIF 247 R.284 @.857 8.1 B.B76 _ 3
cutoff 0.006 Q2.008 2.060 2.06H

Sekil 3.18: OeEIF 4E proteinin yerlesiminin belirlenmesi (TargetP).

Sekil 3.17 ve 3.18e bakildiginda kloroplast transit peptit olarak diisiik oranda
bulunurken  mitokondriyel hedefleme peptiti ve sinyal peptiti olarak

bulunmamaktadir ve yiiksek oranda sitosolde bulunmaktadir.
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Proscan: Version 1.7
Processed Sequence: 1077 Base Pairs

Promoter region predicted on reverse strand in 523 to 273
Promoter Score: 53.21 (Promoter Cutoff = 53.008000)

TATA found at 309, Est.TSS = 277

Significant Signals:

Name Strand Location Weight
CTF + 513 1.448000
LF-A2 = 356 1.564200
TFIID = 307 2.6180e00
Spl > 299 3.013000
Spl + 294 3.061000
AP-2 = 284 1.1080e0
UCE.2 + 273 1.216800

Sekil 3.19: OeEIF 4E geminin promotor bélgesinin tespiti

(Web Promoter Scan Service).
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Promoter region predicted on forward strand in 6139 to 6389
Promoter Score: 60.85 (Promoter Cutoff = 53.008000)

TATA found at 6363, Est.TSS = 6393

Significant Signals:

Name TFD # Strand Location UWeight
TFIID Se1540 + 6147 1.971000
LF-A2 See251 + 6169 1.564000
hsp70_US See77s + 6338 8.606800
TFIID Sees1s + 6364 2.920000
TFIID 581540 + 6364 1.971600
TFIID 50087 + 6364 2.618000

Promoter region predicted on forward strand in 6596 to 6846
Promoter Score: 56.52 (Promoter Cutoff = 53.000000)

TATA found at 6830, Est.TSS = 6868

Significant Signals:

Name TFD # Strand Location Weight
TFIID Seees87 + 6608 2.618000
TFIID Selis4e + 6694 1.971000
TFIID Seees7 + 6694 2.618000
TFIID 509615 + 6694 2.520000
TFIID Se8e87 + 6831 2.618000
TFIID See615 + 6831 2.920000
TFIID 581540 + 6831 1.971000

Promoter region predicted on forward strand in 14777 to 15027
Promoter Score: 56.82 (Promoter Cutoff = 53.000000)

TATA found at 14999, Est.TSS = 15029

Significant Signals:

Name TFD # Strand Location Weight
TFIID 501548 + 14785 1.971eee
TFIID Seees87 + 14787 2.618@0e
CATT-BP Se21e6 + 14793 2.1510ee
AP-1 Sei433 + 14872 1.564000
TFIID 508615 + 15000 2.9526000
TFIID Sels4e + 15000 1.971000
TFIID Seeesd7 + 15008 2.618800

Promoter region predicted on reverse strand in 11148 to 10898
Promoter Score: 54.93 (Promoter Cutoff = 53.000000)

TATA found at 10916, Est.TSS = 10884

Significant Signals:

Name Strand Location Weight

TFIID 11@96  2.618000
E4F1 = 10923  3.764000
EivF + 10917  3.227@ee
EivF/CREB + 10917  1.5640ee
TFIID = 10914  2.6180ee

Promoter region predicted on reverse strand in 828 to 578
Promoter Score: 55.19 (Promoter Cutoff = 53.000000)

TATA found at 609, Est.TSS = 577

Significant Signals:

Name Strand Location Weight
CTF + 695 1.448000
Y + 693 5.3780ee0
TFIID = 6087 2.920000
TFIID = 667 2.618000
TFIID - 687 1.9712ee

Sekil 3.20: OeFBPA geminin promotor bolgesinin tespiti

(Web Promoter Scan Service).

subcellular
Localization site

0001| 326aa C (cytoplasmic)

No. seglLength

Sekil 3.21: OeFBPA geminin tahmini hiicre i¢i yerlesimi.
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No.

0001

subcellular

seg-Length Localization site

247a.a.

Sekil 3.22: OeEIF 4E geminin tahmini hiicre i¢i yerlesimi.

OeFBPA

ve OeEIF 4E genlerinin

tahmini

hiicre i¢i yerlesimi

SOSUlgrgmnprogrami  yardimiyla belirlenmis olupSekil 3.21 ve Sekil 3.22°de

gosterilmistir.

1.0

0.8

Score

0.4

0.2

0.0

# Measure
max. C
max. Y
max. S
mean S

]

Cscore —
S-score T
Y-score ———

KTVASPGRG | LAMDESNATCGKRLAS IGLENT EANRQAYRT LLVTAPGLGRY | 5GA | LFEET LYQSTTDG

0 10

Position Value

35 B.11@
11 2.113
1 2.134

1-1@ 2.109
1-1@ 2.111

20

Cutoff

9.458

NGO

Sekil 3.23: OeFBPA geminin sinyal peptit analizi.

30 40

Position

signal peptide?
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C-score
10 Sscore ——— 1
Y-score
08 .
06 .
o
3
o 04 ¢ .
0.2 .
0.0 | | ]
EKMY EET EKSTTNLSKEEPEKSSSSTSRITHNYNI T BEGDESEA EEGE | VGGSSD | DA EA KDMA P PP PT W KH
1 1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 50 &0 70
Fosition
# Measure Position WValue Cutoff signal peptide?
max. C 67 8.111
max. Y 66 2.1a8
max. S 42 e.122
mean 5 1-65 B.laa
D 1-65 B.1a3 @.45a MO

Sekil 3.24: OeEIF 4E geminin sinyal peptit analizi.

# aldolase Length: 326
# aldolase Number of predicted TMHs: @
# aldolase Exp number of AAs in TMHs: 7.48019
# aldolase Exp number, first 6@ Ads: @.38373
# aldolase Total prob of N-in: @.83568
aldolase TMHMMZ2 . @ outside 1 326
TMHMM posterior probabilities for aldolase
1.2 . . . . . .
1 L 4
0sr 7
=
E
m F i
= 06
2
[«3
04+ ]
02t 1
] e I I

50 100 150 200 250 300

transmembrane inside outside

Sekil 3.25: OeFBPA geninin transmembran protein analizi.
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# ETIF Length: 247

# ETIF Number of predicted TMHs: @

# ETIF Exp number of AAs in TMHs: 2.8088

# ETIF Exp number, first 6@ AAs: @

# ETIF Total prob of N-in: 2.11438
ETIF THHMMZ . @ outside 1 247

TMHMM posterior probabilities for ETIF
12

0er

061

prabakility

04

02r

0 1 1 1 1
o0 100 150 200

transmembrane inside outside

Sekil 3.26: OeFBPA geminin transmembran protein analizi.

OeFBPA ve OeEIF 4E genlerinin sinyal peptit ve transmembran protein
olmadigr igermedigi Sekil 3.23 ve Sekil 3.24°te gosterilmistir.

3.2 Polimorfizm Analizi

OeFBPA geni i¢in polimorfizm analizi, dizilerinin zeytin ¢esitleri arasinda
korunup korunmadiginin (genetik marker olup olmadiginin) belirlenmesi amaciyla
gerceklestilmistir. Bu analiz icin yaklasik 1 kb uzunlugunda bir bolge secilmistir ve

kullanilan primerler Tablo2.2” de gosterilmistir.
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Sekil 3.27: OeFBPA geminin polimorfizm analizinin jel gorintiisii

(Farkli zeytin ¢esitlerinde).

Olea
Olea
Clea
Olea
Olea
Olea
Clea
Olea
Olea
Olea
Olea
Olea
Olea
Olea
Olea
Clea

europasa
suropasa
suropasa
suropasa
europasa
europaesa
suropasa
suropasa
europasa
europasa
suropasa
suropasa
europasa
europasa
europaesa

suropasa

_Illmléoléolalml
=

cv. Ayvalik clone 03088 G a C G a d
cv. Cormana G ) 2 d
cv. Gordales B z G
cv. Leccino L 2 c
cv. Memeli B 2 c
cv. Ayvalik clone 01088 ! 2 d
cv. Ayvalik clone UEB3 A a 4
cv. Uslu ) 2 c
cv.Verdial pl 2 c
cv. Cakir B 2 o
cv. Edinciksu ! z d
cv. Erkence B z C
cv. FRaramurselsu B z c
cv. Negral z z c
cv. Samanli ! 2 C
cv. Ayvalik clone UEL A z o

Sekil 3.28: Zeytin ¢esitlerine ait niikleotid dizilerinin karsilastiriimasi.
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_[— Olea_eurmpaea_cv._Samanli
i Olea_europaes_cv._Cakir

L Olea_europaea_cv._Erkence
Olea_europaea_cv,_Karamurselsu
Olea_europaea_cv._Negral
Olea_europaea_cv._Leccino
Olea_europaea_cv, Uslu
Olea_europaea_cv._Gordales
Olea_europaea_cv. Verdial
Okea_europaea_cv._Ayvalik_clone 0108
Olea_europaea_cv._Ayvalik_clone_0308
Olea_europaea_cv._Ayvalik_clone_UB3
Olea_europaea_cv. Memeli

_|_— Olea_europaea_cv._Ayvalk_clone UB1
Olea_europaea_cv._Edinciksu

Olea_europaea_cv, Cormana

0.03

Sekil 3.29: OeFBPA geninin polimorfizminin belirlenmesi.

Bootstrap degerleri %50 ve daha az olanlar belirtilmemistir. Bootstrap analizi i¢in 1000 kopya
denenmistir.

3.3  Gerg¢ek Zamanh PCR Analizi (Real-Time PCR)

3.3.1 Real-Time PCR ile Dokusal Ekspresyon Seviyelerinin Gozlenmesi

Farkli zeytin dokularindan elde edilen cDNA’larin kalip olarak
kullanilmasiyla 3 tekrarli olarak yapilan ve Tablo 2.2° de belirtilen primerler
kullanilarak gergek zamanli PCR ile dokular aras1 ekspresyon seviyeleri

belirlenmistir.
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0,35

0,3

0,25

0,2

kat GAPDH

0,15

0,1

O’ " p— —— .
&0

vy yaprak yyvyaprak  slrgln pedisel  tomurcuk  meyve cicek

Sekil 3.30: OeFBPA geninin RT-PCR ile kopya sayisini belirten grafik.

Sekil 3.2’ te de gosterildigi gibi OeFBPA, zeytin bitkisinin daha ¢okvar yili
yaprak ve pedisel dokularinda ifade edilirkenekpresyon seviyesi en yiiksek olan
pediseldir. Fakat OeFBPA geninin zeytin dokularindan higbirine 6zgii olmadigi da

gozlenmistir.

35

w
o

N
(]

N
o

Juny
(9]

kat ubiquitin

=
o

0 —— L —_— ! L

vy yaprak yyyaprak  slrgiin pedisel tomurcuk  meyve gicek

Sekil 3.31: OeEIF 4E geninin RT-PCR ile kopya sayisini belirten grafik.

Sekil 3.3’te de gosterildigi gibi OeEIF4E, zeytin bitkisinin hemen hemen her
dokusunda ifade edilirken ekspresyon seviyesi en yiiksek olan var yili yapraktir ve

zeytinin bir dokusuna 6zgii olmadig1 da gézlenmistir.
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3.4  Proteinin E. coli’ye Klonlanma ve Transformasyon Calismalar:

OeFBPA proteinin ekspresyonu i¢in pLATES1 vektorii kullanildi. Klonlama
i¢cin kullanilan primerler Tablo 2.2’de gosterilmistir. Proteinin ekspresyonu materyal
ve metot boliimiinde ifade edildigi gibi genin klonlanmasindan sonra DH10B

kompetan hiicrelerine transformasyonuyla gerceklestirildi.

Sekil 3.32: OeFBPA geninin DH10B susuna transformasyonu.

Sekil 3.33: OeEIF geminin DH10B susuna trannsformasyon sonucu.

DHIO0B susunda iireme gosteren koloniler arasindan secilen 3 koloniden
3.’stinde OeFBPA geninin klonlanlandig1 Sekil 3.34’te gosterilmistir. Koloni PCR
igin aL.ICator LIC Cloning and Expession Kit 2 (Thermo Scientific, Katalog No:
K1251) primerleri kullanilmistir. Sekil 3.35’te gosterildigi gibi lireyen kolonilerden

hazirlanan sulandirma Orneklerinden Onkiiltiir hazirlandi.

72



Sekil 3.34: OeFBPA ve OeEIF 4E geninin plazmit izolasyonu onkiiltiiri.

Sekil 3.35: OeFBPA geninin koloni PCR sonucu.

OeFBPA geninin koloni PCR’da sonug¢ veren sulandirma orneklerinden
birinin secilerek plazmit izolasyonu i¢in hazirlanan Onkiiltiirii Sekil 3.35°te

gosterilmistir.

OeEIF 4E OeFBPA

Sekil 3.36: OeFBPA ve OeEIF plazmitlerinin jel goriintiisii

1: Marker, 3: OeFBPA, 4: OeEIF.
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Sekil 3.37: OeFBPA geninin BL21 susuna transformasyonu.

Plazmit izolasyonundan sonra elde edilen plazmit BL21 susuna klonlanarak

koloniler agar besiyerinde biiyiitiilmistiir (Sekil 3.39).

BL21 susuna klonlanarak agarda biiyiiyen kolonilerden se¢im yapilarak
kolonilerden onkiiltiir hazirlandi. Ureme olan onkiiltiirler erlenlere alinarak daha
biiyiik besiyerlerinde hiicreler protein iiretecek biiyiikliige getirildi. Her iki saatte bir
yaplan spektrometrik Ol¢limler sonucu OD’si 0.6’ya gelen erlenler falkonlara
paylastirild1 ve santrifiij edilerek hiicreler ¢oktiiriildii. Pelletlerden protein izolasyonu

yapildi.

Sekil 3.38: OeEIF4E geninin Rozetta kompetan hiicrelerine transformasyonul.
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Sekil 3.39: OeFBPA geninin Rozetta kompetan hiicrelerine transformasyonu.

3.5 SDS-PAGE Jel Elektroforezi

3.5.1 Commasie Blue ile Boyama

OeFBPA proteininin molekiiler agirligt SDS-PAGE jel elektroforeziyle
belirlenemese de bakteri proteinleri ve OeFBPA proteini molekiiler agirliklarina gore

jelde siralanmaktadir. Boylece aktif proteinlerin varlig: jelde goriintiilenebilmektedir.

Sekil 3.40: OeFBPA proteininin SDS-PAGE jel elektroforezi goriintiisii.
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3.5.2 Giimiis Boyama ile Boyama

Materyal ve metod boliimiinde anlatildigi gibi uygulanan giimiis boyama
tekniginin jel goriintiisii Sekil 3.40’ta gosterilmistir. Jelde soldan saga dogru
gidildiginde son 2 bant eliisyon olup giderek protein saflagtirilmistir. Fakat
elisyonlarda tek bant goriintiilenememesinin nedeninin yikamalardan ya da izole

edilen proteinden kaynaklandig diisiiniilmiistiir.

Sekil 3.41: OeFBPA proteinin giimiis boyama goriintiisii.

3.6 Western Blot Analizi

OeEIF 4E ve OeFBPA genlerinin pPLATES1 vektoriine klonlanip E. coli’ de
ifade edilmesiyle rekombinant proteinin varligi SDS-PAGE elektroforezi ile
goriintiilendikten sonra Sekil 3.42° te gosterildigi gibi Western Blot analizi yapildi.
Sonug olarak OeFBPA ve OeEIF 4E proteinlerine, his-tag antikorunun baglandigi ve

ifade edildigi kanitlanmistir.
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Sekil 3.42: OeFBPA ve OeEIF 4E genlerinin Western Blot analizi.

77



4. SONUC VE ONERILER

Laboratuvarimizda daha 6nceden olusturulmus olan gDNA kiitiiphanesinden
elde edilen plastidik aldolaz olarak adlandirilan genin biyoinformatik analizi sonucu
en ¢ok fruktoz 1,6-bifosfat aldolaz genine benzedigi ve gDNA’smin en ¢ok
Rhizophora apiculata ve cDNA’smin ise Sesumum indicum ile benzerlik gosterdigi

bulundu.

Adenin+Timin oranmin Guanin+Sitozin oranina hemen hemen esit oldugu
goriildii. En ¢ok glisin aminoasitinin bulundugu fakat 16sin ve valin aminoasitlerinin
digerlerine gore pik yaptig1 ve polar-apolar aminoasitlerin hemen hemen esit oldugu
goriildi. Bu esitlik proteinin sitoplazmik bir protein oldugunu ipucunu verirken diger

biyoinformatik analizler sonucu bu veri dogrulandi.

Sitoplazmik bir protein oldugu tahmin edildikten sonra biyoinformatik
verilerle bunun dogrulandigi fruktoz 1,6-bifosfat aldolaz proteininin sitoplazmik bir

protein olduguna literatiirde de rastlanmaktadir.

Biyoinformatik veriler sonucunda izoelektrik noktasi 7.94 olarak bulunan
proteinin benzer sonuclarina izolelektik noktasi olarak 8.16 [157] literatiirde

rastlanmaktadir.

Zeytin fruktoz 1,6-bifosfat aldolaz proteini 314 aminoasit kodlarken tavsan

kas aldolazinin her bir alt {initesi 363 aminoasit kodlamaktadir [158].

Polimorfizm analizi sonucu 16 zeytin c¢esidi arasinda Cormana’nin
digerlerinden farkli bir grup olusturdugu ve digerlerinin dallanmasinda 0308, UB3 ve
Memeli birebir ayni ¢ikarken Gordales ve Verdial’in de birebir ayni ¢iktig1 goriildii.
Zeytin c¢esitleri arasinda polimorfik olan fruktoz 1,6-bifosfat aldolazin ¢esitli
canlilarda da polimorfik oldugu bulunmustur. Aldolaz kdstebek farelerinde yiiksek
oranda polimorfiktir [162], insan aldolaz B geni de polimorfiktir [163], Monodelphis
domestica’nin aldolaz C geninde de polimorfizme rastlanmistir [164]. Misir
aldolazinin da polimorfik oldugu tespit edilmistir [165], ciklet balig1 aldolazi ise
monomorfiktir [166].
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Biyoinformatik verilerle 34 kDa molekiiler agirliga sahip oldugu tespit edilen
zeytin fruktoz 1,6-bifosfat aldolazinin molekiiler agirligt Western Blot analizi ile
yaklasik 35 kDa olarak tespit edilmistir. Yiiksek yapili canlilarin aldolazlarin girdigi
Smif I’e girmektedir. Genel olarak aldolaz 12-225 kDa arasinda degisen molekiiler
agirliga sahiptirler [157,158], 6rnegin patates aldolazinin molekiiler agirligi 33 kDa

olarak bulunmustur.

Hidrofobik zeytin fruktoz 1,6-bifosfat aldolaz proteinin 3 boyutlu

goriintiisiine gore 8 B plaka ve 6 a helikse sahip oldugu bulundu.

Dokusal ifade analizleri OeFBPA GAPDH’e gore en fazla cicekte ifade
oldugu ve var yili yaprak ve pediselde de fazla oranda sentezlendigi goriiliirken
OeEIFA4E ubiqutine gore en fazla var yil1 yaprakta ifade oldugu goriildii. Ulasabilen
kaynaklara gore zeytinde yapilmis olan dokusal Real-Time analizlerine baska bitki

tiirlerinde rastlanmamustir.

Fruktoz 1,6-bifosfat aldolaz enzim aktiviteleri ticari olarak satin alinan
substratin  fosfoseliiloz kolon yontemiyle saflastirilmasiyla bazi calismalarda
gosterilmistir [167-175]. Ilerleyen calismalarda zeytin fruktoz 1,6-bifosfat aldolazin

aktivite deneyleri yapilacaktir.

Yok-yili ¢cDNA kiitiphanesinden alinan ve dk24 olarak adlandirilan genin
biyoinformatik analizi sonucu en ¢ok Okaryotik translasyon baslatma faktorii 4E’ye

benzedigi ve en ¢ok Erytranthe guttatus ile benzerlik gosterdigi bulundu.

Adenin+Timin oranmin Guanin+Sitozin oranindan fazla oldugu goriildii. En
cok glutamik asit ve lizin (neredeyse esit olarak) aminoasitlerinin bulundugu fakat
alanin ve serin (yine neredeyse esit olarak) aminoasitlerinin digerlerine gore pik

yaptig1 goriildii. Polar aminoasitler apolar aminoasitlerden fazladir.

Okaryotik translasyon baslatma faktérii 4E’nin biyoinformatik verilerine gore
molekiiler agirhg 27 kDa olarak tespit edilmistir. Western Blot analizine gore
yaklasik 35 Da molekiiler agirliga sahip zeytin Okaryotik translasyon baslatma
faktorli 4E’nin literatiir arastirmalarina gére 26 kDa molekiiler agirliga [161] sahip

oldugu gosterilmistir.
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245 aminoasit kodlayan zeytin dkaryotik translasyon baslatma faktorii 4E nin

yakin olarak 228 aminoasit kodladig1 gosterilmistir [ 160].

Okaryotik translasyon baslatma faktdrii 4E’nin literatiirdeki c¢alismalarina
gore; sitoplazmik bir protein oldugu [159], 228 aminoasit kodladigi [160] ve 26 kDa
molekiiler agirliga [161] sahip oldugu gosterilmistir.

Izoelektrik noktasi 5 olarak tespit edilen okaryotik translasyon baslatma
faktorii 4E’nin biyoinformaik verilerine gore sitoplazmik bir protein oldugu

ongoriilemese de literatiirde sitoplazmik bir protein olarak gosterilmistir [159].

Hidrofilik o0karyotik translasyon baglatma faktorii 4E proteininin 3 boyutlu

goriintlisiine gore 7 plaka ve 3a helikse sahip oldugu bulundu.

Klonlama iiriiniin E. coli DH10B ve BL21 suslarina transformasyonu sonucu
ertesi giin petrilerde treme gozlendi. SDS-PAGE sonuglarina gore 10-15 kDa
arasinda lizozime ait oldugu diislintilen kalin bantlar goriiliirken genlere ait bantlar
goriilmedi. Farkli koloniler kullanilarak yapilan biitiin tekrarlarinda sonuglarin
degismedigi goriildii. Western Blot sonucglarinda yine SDS-PAGE gibi genler farkli
molekiiler agirliga sahip olmasina ragmen 10-15 kDa arasinda bantlar goriildii.

Tekrarlamalara ragmen bu sonug yine degismedi.

SDS-PAGE ve Western Blot sonuclarinin siirekli olarak bu sekilde ¢ikmasi
nedeniyle meteryal-metotta da belirtildigi gibi alternatifler gelistirilmeye baslandi.
[lk Western Blot sonucunda proteinlerde kalin bant gozlendigi igin proteinler
seyretilerek jele yiliklendi. Daha ince bantlar goriildii, fakat bantlar yine 10-15 kDa
arasindaydi. Bu durum protein denatiirasyonundan mi kaynaklaniyor sorusunu
aklimiza getirdi ve deney daha Onceden molekiiler agirligt Western Blot ile
belirlenen bir proteinin pozitif kontrol olarak kullanilmasiyla tekrarlandi. Ve sonucun
yine degigmedigi gorildii. Proteinler her seferinde yeniden izole edildigi ve
inkiibasyon sicakliginin 100 °C yerine 70 °C de denendigi i¢in denatiirasyon ihtimali

ortadan kaldirildi.

Commasie Blue boyama teknigine alternatif olarak Giimiis boyama teknigi
denenmistir. Fakat bu teknikte kobalt kullanild1 ve kobalt SDS-PAGE’de yiiriirken
kuyucuklarda kaldig1 i¢in eliisyonlarda spesifik bir bant gortilmedi (Sekil 3.41).
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Alternetif lizis islemine karsin da degismeyen Western Blot sonucu nedeniyle
klonlama ve transformasyon basamaklarinin tekrarlanmasiyla yeniden plazmit
izolasyonu yapilarak basamaklar tekrarlandi. Tekrarlanan plamit izolasyonu sonucu
plazmitler jele yiiklenerek bantlar goriildii (Sekil 3.36). Plazmitler yeni bir kompetan
hiicreye (Rozetta) transforme edildi (Sekil 3.37 ve 3.38). Petrilerde iireme
gozlenmesi nedeniyle iireyen kolonilerden protein izolasyonu yapildi ve Western
Blot tekrarlandi. 1 gece jelden membrana transformasyon ve antikorun

yenilenmesiyle genlerin ikisinde de yaklasik 35 kDa’da bantlar gézlendi.
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6. EKLER

EK A Kullamlan Resimler icin Alinan izin

Giris bolimiinde EIF geni i¢in kullanilan resimler i¢in alinan izin (makalenin

yazarindan ve yayinlanan dergiden) asagidaki mail iletilerindedir.
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