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OZET

ZEYTIN UDP GLUKOZ 4 EPIMERAZ GENININ MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU
YUKSEK LiSANS TEZi
OZGUN SALI ALPTEKIN
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU
BIiYOLOJI ANABILIM DALI

(TEZ DANISMANI: PROF. DR. GULENDAM TUMEN)
BALIKESIR, HAZIRAN 2019

Zeytin (Olea europaea L.) yilin tiim zamanlarinda yesil yaprakli, yaklasik 10
metreye kadar uzayabilen, c¢ali halli, sik dallar1 olan bir agactir. Akdeniz iklimine
sahip bolgelerde tarima elverisli olmasi sebebiyle iilkemize ekonomik olarak fayda
saglamaktadir. Ayrica saglik sektoriindeki kullanim alanlarinin genisligiyle de
degerli bir agagtir. Daha once Balikesir Universitesi Biyoloji Béliimiinde yapilan
calismalar sonucu olusuturulan Zeytin cDNA kiitiiphanesinden Yiksek Lisans tez
caligmas1 kapsaminda karakterize edilmek ilizere cDNA dizisi se¢ilmistir. Segilen
dizinin biyoinformatik analizleri ve molekiiler karakterizasyonu yapilmistir. gDNA
dizisi ile yapilan analizlerde zeytin tahmini UDP Glukoz 4 Epimeraz dizisinin en ¢ok
Vitis vinifera bitkisine benzedigi goriilmistiir. Protein dizisi olarak karsilagtirma
yapildiginda ise en c¢ok Theobroma cacao bitkisiyle benzerlik gosterdigi
gorilmiistiir. Gen Bankasindan diger bitkilere ait UDP Glukoz 4 Epimeraz cDNA
dizileri ile olusturulan filogenetik agacta ise en ¢ok Solanum lycopersicum ve
Solanum tuberosum ile benzerlik goriilmistir. Biyoinformatik ¢aligmalar
kapsaminda yapilan diger arastirmalarda genin aminoasit icerigi, hidrofilik 6zelligi,
niikleotit kompozisyonuna (BLAST, BioEdit, FinchTV, Primer3) bakilmistir.
Aminoasit kompozisyonunda en fazla Glisin aminoasitine rastlanmistir. Genin
polimorfizm calismast UDP Glukoz 4 Epimeraz cDNA dizisi ve gen bankasindan
diger bitkilere ait UDP Glukoz 4 Epimeraz cDNA dizileri ile karsilastirilarak
yapilmistir. Gen ifadesi ¢alismalarinda cDNA dizisi pLATES1 vektorii kullanilarak
E.coli (DH10B ve BL21) bakteri suslarina transforme edilip, gen ekspresyonu IPTG
ile indiiklenme sonucu saglanmistir. Elde edilen protein Western Blot ile
gozlenmistir. Saflagtirma ¢alismalarinda ise afiniteye dayali Ni-NTA Native
saflagtitrma method kullanilarak SDS-Page ile protein varligt gozlenmistir.
Caligmalar sonucunda tahmini zeytin UDP Glukoz 4 Epimeraz genin 348 aminoasit
kodladigi, 38 kDA biiyiikliigiinde oldugu goriilmiistiir.

ANAHTAR KELIMELER: Zeytin, Olea europaea L., UDP Glukoz 4 Epimeraz.



ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERISATION OF OLIVE UDP GLUCOSE 4
EPIMERASE GENE
MSC THESIS
OZGUN SALI ALPTEKIN
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF. DR. GULENDAM TUMEN )

BALIKESIR, JUNE 2019

Olive (Olea europaea L.) is a kind of tree which has intense branches and
green leaves all year, can reach up to 10 meter long and forms a bushy state. As it is
suitable for agriculture in regions with Mediterranean climate, it provides economic
benefit to our country. It is also a valuable tree with its wide range of uses in the
health sector. The cDNA sequence was selected from the Olive cDNA library, which
was formed as a result of the studies carried out in the Department of Biology at
Balikesir University in order to be characterized within the scope of the master’s
thesis. Bioinformatics analysis and molecular characterization of the selected
sequence was studied. The analysis of the gDNA sequence showed that olive
predicted UDP Glucose 4 Epimerase sequence was most similar to Vitis vinifera
plant. When the protein sequence was compared, it was seen that it was most similar
to Theobroma cacao plant. In the phylogenetic tree generated by UDP Glucose 4
Epimerase cDNA sequences from other plants from Gen Bank, most similarities
were observed with Solanum lycopersicum and Solanum tuberosum. In other studies
conducted within the scope of bioinformatics studies, amino acid content,
hydrophilic property, nucleotide composition (BLAST, BioEdit, FinchTV, Primer3)
of the gene were examined. Glycine amino acid was the most common in the amino
acid composition. The polymorphism study of the gene was carried out by comparing
the UDP Glucose 4 Epimerase cDNA sequence with the UDP Glucose 4 Epimerase
cDNA sequences from other gene banks. In gene expression studies, the cDNA
sequence was transformed into E.coli (DH10B and BL21) bacterial strains using
pPLATES51 vector and gene expression was induced by IPTG. The resulting protein
was monitored by Western Blot. In the purification studies, the presence of protein
by SDS-Page was observed by using affinity-based Ni-NTA Native purification
method. As a result of the studies, it was found that the estimated olive UDP Glucose
4 Epimerase gene encodes 348 amino acids and is 38 kDA in size.

KEYWORDS: Olive, Olea europaea L., UDP Glucose 4 Epimerase.
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1. GIRIS

Zeytin, diinyada iizerinde eski ¢aglardan gliniimiize kadar tarimi biiyiik 6nem
tagiyan, insan sagligi i¢in faydali olan ve bu nedenlerle biiyiik ilgi goren bir tiirdiir.
Zeytin (Olea europaea L.) diinyada tarimi yapilan en eski Akdeniz iklimi
agaclarindan biridir. Arkeolojik kanitlara gore zeytin bitkisinin tarimi yaklasik olarak
M.O. 3000 yillarinda Akdeniz'de kurulmus Minos Uygarligi ile baslamistir [1].
Zeytin agaclart Akdeniz ikliminde kirsal bolgelerin parmak izi olmakla ile birlikte
hem besin olarak hem de tibbi alanlardaki faydalar1 sebebiyle tiiketilmektedir [2].
Ekonomik degeri, besin icerigi, kurakliga dayanikliligi ve uzun yillar boyunca meyve

vermesi sebebiyle tarimda 6nemli bir yere sahiptir [3].

Iki taraftan yayildig1 diisiiniilen zeytin bitkisi; ilk olarak Misir’1 asarak Fas ve
Tunus’a ulasmistir. Diger uzanis ise Ege Adalar1 iizerinden Ispanya’ya dogru

olmustur [4].

Meksika, Israil ve Ispanya gibi iilkelerde genis alanlarda varlik gdsteren
zeytin; bu iilkeler igin tarimsal olarak 6neme sahiptir [5]. Ulkemizde, yiikseltilerin az
oldugu nerdeyse tiim kiy1 bolgelerde tarimi yapilabilen zeytin; yiikseltilerin az
oldugu Adiyaman, Kahramanmaras, Karaman gibi i¢ kesimlerde de

yetistirilebilmektedir [6].

1983 yilinda zeytin yetistirilen alanlar Diinya iizerinde 6 milyon hektar alan
iken, bu say1 2013 yilinda 10.24 milyon hektara kadar ulasmistir. 30 yillik periyotta
bu alan %70 oraninda genislemis ve Ispanya yetistirilen alan bakimindan 2.50
milyon hektar alan ile diinyada ilk sirada, Tunus 1.80 milyon hektar ile ikinci sirada

yer almaktadir [7].



Tablo 1.1: Baz iilkelerdeki zeytin {iretim miktar (ton) [7].

Ulke Uretim (Ton)
Ispanya 3.626.600
Italya 2.992.330
Yunanistan 2.100.000
Tiirkiye 1.820.000
Tunus 963.000
Suriye 1.095.043
Diinya 16.584.857

Besin igerigi bakimindan oldukca degerli bir {iriin olan zeytin, ¢esidine gore
sekil ve renk farkliligi gostermektedir. Icerik olarak ¢ogunlugunu su ve yag
olustururken; protein, mineral maddeler, seker, seliiloz, fenolik bilesikler,
hidrokarbonlar ve tokoferoller gibi bilesenlere de yapisina katilmaktadir. Zeytin
bilesimini etkileyen diger faktorler ise olgunluk derecesi, yetistirildigi bolge gibi
etmenlerdir [8]. Bir zeytin tanesinin igeriginin yaklasik yarisi su, tigte biri yag, %1,6’
st protein, %19,1° i seker, %5,8’ i selilloz ve %1 gibi geri kalan1 da mineral
maddelerdir. Bu maddelere ek olarak fenolik bilesikler zeytinde eser miktarda
bulunmasina ragmen yagi1 oksidasyona kars1 koruyarak antioksidan 6zellikteki yagin

rengi, oksidatif dengesi ve besin kalitesi agisindan 6nemli role sahiptir [9].

1.1  Zeytinin Smiflandirilmasi

Siniflandirma sisteminde 30 cinse sahip Oleaceae familyasindan gelen zeytin
bitkisi, Olea cinsine ait taksonlardan yenilebilir meyvesi olan tek tiir Olea europaea
L.; 2600" den fazla g¢eside sahiptir. Cesit zenginligi en fazla tiirlerden biri olan

zeytinin siiflandirilmasi su sekildedir [10]:
Boliim : Spermatophyt

Alt Boliim : Angiospermae



Sinif : Dicotyledoneae

Alt Sinif : Asteridae

Takim : Oleales

Familya : Oleacea

Cins : Olea L.

Tiir : Olea europaea L.

1.2  Zeytin Agacinin Morfolojisi

Zeytin bazen cali olarak bazen de 10-20 metre boylu, sik dalli, her zaman
yesil yaprakli bir agac olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Diizensiz, genis, kivrimli bir
govdeye sahiptir. Agacin yaslanmasiyla govde giderek catlamaya baslar. Toprak
tarima elverisli oldugunda ta¢ agik ve asimetrik, elverissiz kosullarda ise ta¢ yogun
ve yuvarlaktir [11]. Zeytin bitkisi kisa sapli, yaprak kenarlar1 alt ylizeye dogru hafif
kivrimli ve mizrak seklindedir. Yaprak ylizeyi tiiysiizdiir. Yapraklardan daha kisa

panikulaya sahiptir. Beyaz, kokulu, 3-4 milimetrelik ¢igeklere sahiptir [12-14].

Kuzey yarimkiiredeki zeytinlerin Mart aymin sonunda vejatatif tomurcuklari
olusur, Nisan - Mayis aylarinda da bu tomurcuklar yerlerini ¢igeklere birakir.
Sicaklik artist bu olayin gerceklesmesinde Onemli bir etmendir. Yaz mevsimi
boyunca gelisimine devam eden meyve Eyliil - Ekim aylarinda yesil zeytin olarak
hasada uygun hale gelir. Eyliil - Ekim aylar1 boyunca gelisimine izin verilen zeytin
bu silirede sulanarak renk degistirmeye baslar ve kis aylarinda siyah rengini alarak

tam olgunluga ulagir [15,16].

1.3  Zeytindeki Periyoside

Periyoside, meyve veren bir ¢ok aga¢ tiiriinde gozlenen bir yilin verimli,

takibindeki yilin ise daha az verimli ge¢mesiyle olusan durumdur. Bu tanum genel



olarak c¢icek olusturma derecesi ile belirlenirken; kiiltiirii yapilan zeytinde ¢esitten

ceside farklilik gostermektedir [17-19].

Meyvesi, yag1 ve posast kullanilan zeytinde, biitiin yetistirme sartlarinda
periyosideye rastlanmaktadir. Meyve blyiikliigii, vejatatif biiylime orani yaninda
hormal faktorler periyoside ile iligkilidir [16]. Bu sebep ile verimli yildaki geng
siirgin gelisimi de smirlidir [16]. Verimli yilin ardindan gelismesi engellenmis
stirglinlerin tizerindeki gozlerin bliyiime orani genellikle daha azdir [20]. Bu neden
ile aynit uzunluga sahip siirgiinler, verimli yilin ertesinde daha ¢ok somak
gelistirmektedirler, agacin daha onceki verim durumuna gére somaklar iizerindeki
cicek durumu da degisebilmektedir. Somak sayisinin meyve tutma kapasitesine
dogrudan etkisi olsa bile baz1 yillarda ortaya ¢ikan verimdeki degisim, meyve
olusumundaki degisiklige gore daha az orandadir. Bu da meyvelerin sayilar1 ve
biiytikliikleri arasindaki iligkiyle ilgilidir [21]. Elma [22], pekan cevizi [23], mango
[24], mandalin [25], fistik [26] periyoside gosteren diger bitkilere 6rnek olarak
gosterilebilinir. Antep fistig1, findik ve zeytin mutlak periyoside gosteren tiirlerdendir
[27].

Yapilan calismalar element eksikligi, bazi hormonlarin degisimi ve
karbonhidratlarin periyosideyi etkiledigini gostermistir [28-30]. Karbonhidratlarin
periyosideye etkisi lizerine iki hipotez bulunmaktadir. Bunlardan birincisi 'yok'
yilinda meyveden yapraga dogru mannitol transpot hizinin yavaslamasiyla
yapraklardaki mannitol birikiminin azalmasi, diger hipotez ise 'yok' yilindaki glukoz,
fruktoz ve mannitol doniisiimiiniin diizenli olmayisidir [31]. Meyve gelisimindeki
coziilebilen seker miktar1 meyve olusumundan 90 giin sonra artmakta ve daha
sonrasinda ise giderek azalmaktadir. 'Var' yilindaki farkedilir derecede seker
miktarindaki artis meyvelerde renklenmenin basladigi zaman ile ortiismektedir. 'Y ok’
yilindan elde edilmis zeytinlerdeki seker icerigi orami 'var' yilindaki zeytinlerin
icerisindeki seker oranindan daha fazladir. Bu da 'yok' yilinda meyve iiretiminin

olmamasindan kaynaklanmaktadir [32].



1.4 Oleaeuropaea L. Tiiriiniin Ekonomik ve Tibbi Onemi

Zeytin ¢esitleri genel olarak bakildiginda yaglik ve sofralik olarak iki
kategoride degerlendirilirken, yaklasik %901 yaglk geri kalan %10'luk kisim da
sofralik olarak islenmektedir [33]. Zeytin meyvesinin besin olarak tiiketilmesine ek
olarak yag1 da kozmetik sanayide ve tipta kullanilmaktadir. Ayrica odunu da mobilya

tiretiminde degerlenmektedir.

37 tilkede tarimda kullanilan zeytin, Tiirkiye'de dnemli ¢esitlilik zenginligine
sahiptir. Ulkemiz ekonomisi i¢in énemli bir gelir kaynagidir [34]. FAO tarafindan
yayinlanan istatistiklere gore; zeytin iiretiminde Ispanya, Italya ve Yunanistan’dan
sonra Tirkiye 4. sirada yer almaktadir. Diinya pazarinda sofralik siyah zeytinin

%80'1 Tiirkiye tarafindan karsilanmaktadir.

Zeytin yapraklar ile ilgili yapilan caligmalar gostermistir ki; zeytin bitkisi
antioksidan, hipoglisemik, anti-hipertansiyon ve antimikrobiyal gibi etkileri
yapisinda barindirmaktadir. Zeytin yapraklar1 hipertansiyon, kardiovaskiiler
hastaliklar ve hiperlipidemi gibi hastaliklara kars1 koruma ve iyilestirme etkisine de

sahiptir [35].

1.5  UDP Glukoz 4 Epimeraz Enziminin Genel Ozellikleri

1.5.1 Karbonhidratlar

Karbon, hidrojen ve oksijenin belirli bir formiille (ChH20x) bir araya gelerek
olusturdugu bilesiklere karbonhidratlar denir. Karbonhidratlar birgok canli igin temel
enerji kaynagidir ve monosakkarit, disakkarit, oligosakkarit ve polisakkarit olarak 4

kategoride incelenir.

Daha kiiciik birimlerine ayrilamayan karbonhidrat sinifi monosakkaritler
olarak adlandirilir. Glikoz, galaktoz ve fruktoz monosakkaritlere 6rnektir, her birinin
kapali formiilii CeéH1206 olarak gosterilir. Molekiillerindeki atomlarin dizilislerine
gore ayirt edilirler. Bu sekilde kapali formiilleri ayni, agik formiilleri farkli olan

molekillere izomer denir.



Iki monosakkaritin glikozit bagiyla birleserek olusturdugu karbonhidrat grubu
disakkarit ismini alir. Glukoz ve galaktozun bir araya gelmesiyle laktoz, glukoz ile
glukozun birlesimi ile maltoz, glukozun fruktoz ile baglanmasi sonucunda da siikroz

ortaya cikar.

Ug ile alti monosakkaritin birlesip dehidrasyonu sonucu oligosakkaritler
olusur. Baz1 organizmalarda serbest olarak bulunabildikleri gibi bazi organizmalarda

yapiya da katilabilirler [36].

1.5.2 Galaktoz Metabolizmasi

Galaktoz bakimindan en zengin besin kaynagi bol miktarda laktoz igeren siit
ve siit drlnleriyken ayni zamanda bircok meyve ve sebzede de galaktoz
bulunmaktadir [37].

CH,OH
HO o- OH

Sekil 1.1: Galaktozun yapisi.

Hiicrelerde bulunan galaktozun metabolizasyonu icin fruktoz ile benzer
olarak fosforile edilmesi gerekmektedir. Galaktozun fosforilasyonu sonucu olusan
galaktoz-1-fosfat glikolitik siliregte kullanilamayacagi i¢in UDP galaktoza
cevrilmedir. Bu c¢evirme islemi galaktoz-1-fosfat iiridil transferaz enzimi ile
gerceklestirilir. Bu enzimin eksiliginde galaktoz-1-fosfat hiicrelerde birikir ve bir¢ok
doku etkilenir. Galaktoz-1-fosfat hiicrede biriktiginde yan yollardan aldoz rediiktaz
enziminin katalizlemesi sonucu galaktitol iiretimine sapabilir [38]. UDP galaktozun
glukoz metabolizmasina katilabilmesi igin UDP glukoz-4-epimeraz enzimi ile UDP
glukoza c¢evrilmesi gerekmektedir. UDP galaktoz biyosentez reaksiyonlarinda

glikoprotein, glikolipid, glikozaminoglikan olusumlarinda galaktoz vericisi olarak



gorev yapmaktadir [36]. Ayni1 zamanda galaktozun galaktokinaz enzimi ile girdigi
reaksiyon sonucunda olusan galaktoz-1-fosfat daha sonra galaktoz-1-fosfat iiridil

transferaz enzimi ile glukoz-1-fosfata ¢evrilerek glikolize katilir [39].

H,0
Stachyose - Raffinose

Galactose

1
ATP >

Mo Sucrose
ADP

2
Galactose-1-P

Sekil 1.2: Galaktoz metabolizmasi [40].

1.5.3 Leloir Yolu

Luis Federico 1949 ve 1953 yillar1 arasinda maya ve bakterilerde galaktozun
glukoza doniistimii ile ilgili yaptig1 ¢alismalarda galaktoz metabolizmasi igerisindeki

en onemli yolaklardan biri olan Leloir yolunu tanimlamis ve bu ¢aligsmasi ona 1970
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yilinda kimya dalinda Nobel 6diiliinii kazandirmistir [41]. Tanimlanmis olan Leloir
yolunda gorev yapan dort temel enzim yer almaktadir; galaktoz mutorotaz,
galaktokinaz (GALK), galaktoz-1-fosfat iiridil transferaz (GALT), tiridin difosfat
glukoz-4-epimeraz (GALE) [38].

Galaktoz metabolizmasinda gorev alan ilk enzim olan galaktoz mutorotaz
aktivitesi ilk kez E. coli'de 1965 yilinda gosterilmis ve 1994 yilinda da enzimi
kodlayan gen karakterize edilmistir. Bu enzim galaktoz metabolizmasinda Leloir
yolunun ilk basamagi olan B-D-galaktozu a-D-galaktoza cevirme islemini yerine
getirir [42]. Bu adimin ardindan olusan a-D-galaktoz galaktokinaz enzimi ile
galaktoz-1-fosfata doniistiiriilir ve bu doniisiimden sonra galaktoz-1-fosfat tridil
transferaz ile UDP galaktoz meydana gelir. Leloir yolaginin son adimi olarak da
UDP galaktoz UDP glukoz-4-epimeraz enzimi ile UDP glukoza doniistiiriiliir [39].
Leloir yolundaki en onemli adim galaktoz-1-fosfat olusumudur. Enerji kaynagi
olarak galaktozun kullanilmasinda kritik role sahiptir. Ayni1 zamanda UDP galaktoz
gibi olugsan ara metabolitler galaktoz transferinin saglanmasinda kofaktor gorevi
tistlenerek galaktozun glikolipid ve glikoprotein yapisina katilmasini saglar. Bu
yolakta yer alan enzimlerden herhangi birinin mutasyonu galaktozemiye neden
olabilmektedir. Bu hastaligin Oniine ancak galaktozsuz ve laktozsuz besinler ile

beslenilerek gecilebilinir [43].

1.5.4 UDP Glukoz-4-Epimeraz

Leloir yolunun son basamaginda UDP galaktozu UDP glukoza ¢eviren enzim
olan UDP glukoz-4-epimeraz ayn1 zamanda UDP galaktoz-4-epimeraz veya GalE
olarak da bilinmektedir. Bu enzim kisa zincir dehidrogenaz/rediiktaz protein ailesi
tiyesidir. Bu protein ailesinde ¢okca fonksiyonel farkliliklar gosteren enzimler
bulunmakta ve diisiik sekans kimliklerine ragmen spesifik motifleri saptanabilir,
ortak katlanma bdlgeleri belirlenebilmektedir. GalE ve bunun gibi enzimler tersinir
olmayan sekilde NAD baglam ya da iiridin ile indiiklenmis NAD aktivitesi
gostermesi  gibi alisilmadik  enzimatik, kimyasal, sterokimyasal o6zellikler

gosterebilirlerler [44].



UDP glukoz-4-epimeraz homodimerlerinden olusmustur. Kisa zincir
dehidrogenaz/rediiktaz protein ailesinin {iyesi olan GalE bu ailenin karakteristik bazi
ozelliklerini tasimaktadir. Ornegin YxxxK ve GxxGxxG motifleri bu aile i¢in imza
ozelliginde olan dizilerdir. Bu govde de kataliz i¢in anahtar role sahip tirozin/lizin
cifti icermektedir [45, 46, 47]. Rossmann katlanmasindaki tekrarlayan glisin
motifleri niikleotit baglayan enzimler icin tipiktir. Ilk iki glisin NAD* baglanmasina
katilirken; ticilincii glisin ise beta sarmalin yakin heliks katlanmasini kolaylastirmaya
yardimer olur [48]. UDP glukoz-4-epimeraz iki ana domaine sahiptir; N-terminal
niikleotid baglayan domaindir, daha kiiciik olan C-terminal substratin dogru
pozisyonda baglanmasindan sorumlu domaindir ve alt1 tane B-sarmali igermektedir.
N-terminal domaini a-sarmalinin iki yaninda yer alan yedi paralel B-sarmalindan

olusur ve bu katlanma da Rossmann katlanmasi seklini vermektedir [49, 50].

Sekil 1.3: insan UDP Glukoz-4-Epimeraz enziminin ii¢ boyutlu yapis1 [38].

UDP glukoz ve UDP galaktozun substrat olarak kullanan UDP glukoz 4
epimeraz enzimin aktivite mekanizmasinda substrat baglanmasindan sonraki ilk adim
C-4'de bulunan iki adet hidrojenin NAD* koenzimi ile ayrilmasi ve protonun serbest
kalmasidir. Bu indirgenme reaksiyonundan sonra UDP 4-keto-glukoz ara bilesigi
meydana gelmektedir. Daha sonra olusan bu ara bilesigin NADH ile yiikseltgenir ve
C-4'de yer alan hidrojenler yer degistirerek karbon atomuna baglanir ve sonug olarak

UDP galaktoz meydana gelir [38].



UDP-glucose

Enzyme - NADH

UDP-galactose

H

Enzyma - NAD+

Enzyme - NADH

Sekil 1.4: UDP glukoz-4-epimerazin ¢alisma mekanizmasi [46].



2. MATERYAL VE METOT

2.1  Materyal

2.1.1 Cahsmada Kullamlan Kimyasallar

Yapilan deneyler i¢in Applichem, Sigma, Fermentas, Qiagen, Roche, NEB,
Thermo Scientific gibi firmalarin Tirkiye dagiticilar1 tarafindan temin edilen

kimyasallar, kitler ve enzimler molekiiler deneyler i¢in uygun safliktadir.

2.1.2 Kullanllan Cam ve Plastik Malzemelerin Sterilizasyonu ve

Kullanima Hazirlanmasi

Calisma kapsaminda kullanilan, deney tiipleri, cam malzemeler, sarf
malzemeler, 1siya dayanikli soliisyonlarin her biri 20 dakika, 1 atmosfer basing ile
121°C'de,  otoklavlanip  sterilligi  saglandi.  Malzemelerin  sterilizasyonu
gerceklestirildikten sonra 1 gece siireyle 80°C'de bekletildi ve kullanima hazir hale
getirildi.

2.1.3 Orneklerin Toplanmasi

Yapilan ¢alismalarda kullanilan zeytin gesitlerine ait Ornekler Edremit
Zeytincilik Fidan Uretme Istasyonuna ait zeytinlikten toplandi. Ornekler toplanir
toplanmaz s1v1 azot dolu tanklara aktarildi ve liniversitemiz laboratuvarlarina tagindi.
Toplanilan 6rneklerin tamami, fen edebiyat fakiiltesinde bulunan -80 °C sogutma

saglayan dondurucularda ¢alismalarda kullanilincaya kadar saklandi.
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2.1.4 Agaroz Jel Elektroforezi Cozeltileri

Tris 54 g, Borik asit 27.5 g tartilarak 20 ml 0.5 M EDTA ve dH20 ile 1
litreye tamamlanip 5X TBE (pH:8.00) stok tamponu hazirlandi. Calismalarda
kullanilan 0.5X TBE ¢o6zeltisi, 5X TBE stok tampondan 100ml alinip tizeri dH20 ile

1 litreye tamamlanarak hazirlandi.

2.1.5 Antibiyotikler

Ticari olarak toz halde temin edilen ampisilin antibiyotigi, 100 mg/mL'lik ara
stok haline getirildi ve steril filtreler kullanilarak steril hale getirildi, -20 °C’de

kullanilana kadar muhafaza edildi.

2.1.6 Kullamlan Bakteri Suslari

Yapilan calismalar kapsaminda alt klonlamay1r gergeklestirmek icin
transformasyonda E. coli DH10B; tahmini UDP glukoz 4 epimeraz geni
ekspresyonunda E. coli BL21 (DES3) suslar1 kullanildi.

2.1.7 Cahsmada Kullamlan Vektor

Zeytin UDP glukoz 4 epimeraz geninin bakteriyel ekspresyon galigmalar
esnasinda kullanilan aLICator™ LIC Cloning and Expression Set 1 (Fermentas)
kitine ait PLATE 51 vektoriiniin haritas1 Sekil 2.1’de goriilmektedir.

Stul (Eco14770
Sphi [Fael)

EE ATG
L0
T lacO Pe lac0 RBS = GxHis  EKS

2
=

pLATES51 mer-12 o ' 7

Sekil 2.1: pLATES] ekspresyon vektorii aLICator™ LIC Cloning and
Expression Set 1 (Fermentas).
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2.2 Metot

2.2.1 Biyoinformatik Analiz

Balikesir Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii’nde daha
once yapilan ¢alismalar kapsaminda olusturulan cDNA kiitiiphanesinden (NCBI veri
bankasi kayit numarasi: XM_023019782.1) elde edilen ve tez galismasi igin segilen
tahmini zeytin UDP glukoz 4 epimeraz gen dizisinin benzerlik gosterdigi canlilar
NCBI BLAST veri bankasindan (Basic Local Alignment Search Tool) nBLAST
(Nucleotide Basic Local Alignment Search Tool) bulundu. cDNA dizisi iizerinden
tez caligmasinda kullanilacak primerler Primer3 sitesi kullanilarak tasarlandi.
Kullanilan primerler Tablo: 3.1°de gosterilmistir. cDNA dizisi ilizerinde BioEdit
programindan acik okuma cergevesi (ORF) ve aminoasit dizisi belirlendi. Zeytin
tahmini UDP glukoz 4 epimeraz geninin Ozellikleri (kodladigi aminoasit sayisi,

molekiiler agirligi) ExXPASy sayfasi araciligiyla tespit edildi.

2.2.2 Zeytin gDNA izolasyonu

Zeytinden genomik DNA izolasyonu i¢in Edremit Zeytincilik Fidan Uretme
[stasyonundan temin edilen ve -80 °C'de saklanan yaprak drnekleri havanda sivi azot
kullanilarak parcalandi ve toz halindeki zeytin yapraklar1 ependorf tiiplerinin
yaklagik 1/5’lik seviyesine gelecek sekilde hizlica dolduruldu. Sivi azot uzaklastiktan
sonra ekstraksiyon tamponundan 600 uL (Ure: 33.6 g, NaCl: 5 mL, Tris-HCI: 4 mL,
EDTA: 3.2 mL, SDS: 8 mL) eklendi. Uzerine 25:24:1 oranindaki fenol-kloroform-
izoamil alkolden 500 pL eklenip; yavasca alt iist edildi. 12000 rpm’de 5 dakika
santrifij ile sekonder metabolitler ¢oktiiriildii. Siipernatant pellete dokunmadan yeni
ependorf tiipline birakildi. Elde edilen siipernatant hacmiyle esit 6lgiide 3M sodyum
asetat (pH 5.2) ve izopropanol eklenerek alt iist edildi. Karisim 1 dakika 12 000
rpm’de santrifiij edildi. Olusan pellet 500 uL TE (10 mM, pH 8) ile homojen hale
getirildikten sonra iizerine 5 pL RNAz A eklenip 30 dakika 37 °C’de (RNA’nin

uzaklastirilmasi) inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi bitince 55 pL 3 M
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sodyum asetat ve 1 mL etanol ilave edildi, -80 °C’de 10 dakika bekletildi. 13000
rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek DNA’nin ¢oktiiriildii. Agz1 acik olarak bekleyen
tiipler etanolden uzaklastirildiginda tiip dibindeki ¢okeltiye %70°lik etanol ile 3 kez
yikama islemi yapildi ve 12000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Elde edilen DNA
izolatlarindan etanoliin tamamen u¢gmasi i¢in tiiper 65 °C’de 2 saat bekletildi. Etanol
kalintis1 kalmadigindan emin olundugunda ise pellet dH>O ile pipetaj yapilarak
¢oOziildii ve - 20 °C’ de saklanda.

2.2.3 PZR Deneyleri

Intron tespiti ve polimorfizm c¢alismalari i¢in yapilan PZR deneylerinde; 12.5
ul Quick-Load® Taq 2X Master Mix (NEB, Ingiltere), 2 pl Forward primer (10uM),
2 ul Reverse primer (10uM), 7.5 pl saf su ve kullanilan kalip DNA'dan 1 pl
kullanildi. Genomik DNA'nin kalip olarak kullanildigi PZR i¢in; 6n denatiirasyon
basamagi i¢in 94°C 30 saniye, denatiirasyon basamagi i¢in 94°C 30 saniye,
baglanma basamagi i¢in 51°C 45 saniye, uzama basamagi i¢in 68°C 1 dakika, son
uzama basamagi i¢in de 68°C 5 dakika secilerek PZR yapildi. Cikan sonuglar

%0.8’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek gozlendi.

2.2.4 DNA Orneklerinin Agaroz Jel Elektroforezi

Zeytin bitkisinden izole edilen DNA'larin goriintiilenmesi igin %0.8’1lik
agaroz jel elektroforezi sistemi kullanildi. Kullanilacak jelin hazirliginda 0.4 g
agaroz, 50 mL 0.5X TBE tamponu i¢inde kaynatilarak kullanildi. Sogutulduktan
sonra hazirlanan karigima ceker ocak altinda 1 pL (0.5 pg / mL) etidyum bromiir
eklendi ve karisim jel tablasina dokiilerek soguyup katilasmaya birakildi. Hazirlanan
agaroz jel ylikleme yapmaya hazir hale geldiginde tlizerini kaplayacak sekilde 0.5X
TBE eklendi. Ornekler yiikleme boyasi ile pipetaj yapilarak karistirilip jele
yiiklendikten sonra 120 V - 45 dakika yiiriitildi. UVP UV transilliiminatérde

gbzlendi ve fotograflandi.
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2.2.5 Toplam RNA izolasyonu

Zeytin Orneklerinden RNA izolasyonu Qiagen, RNeasyPlant Mini Kit
prosediiriine gore gercgeklestirildi. Daha once toplanan ve -80°C'de muhafaza edilen
zeytin materyalleri onceden steril hale getirilmis havanda sivi azot kullanilarak toz
hale getirildi. Elde edilen toz materyal 2 ml hacme sahip deney tiiplerinin 1/5'lik
kismina kadar dolduruldu ve o6rnegin kurumamasina dikkat edilerek sivi azot
ucuruldu. Uzerine 450 uL RLT tamponu eklenip karisim tamamen homojen hale
gelene kadar karistirildi. Elde edilen karism lila renkli (QIAshredderspincolumn)
kolona aktarildi ve 2 dakika 13000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiijden sonra olusan
siipernatant alinarak temiz bir ependorfa aktarildi. Alinan siipernatant hacminin
yarisi kadar (yaklasik 225 pL) etanol eklendi ve alt iist edilerek karistirildi. Yaklasik
650 pL 6rnek pembe renkli kolona (RNeasyspincolumn) alindi ve 15 saniye 10000
rpm’de santrifiij edildi. Kolon altindaki siv1 bosaltilip, tiipe RW1 tamponundan 700
pL eklendi. 15 saniye 10000 rpm’de santrifiij edildi. Altta olusan faz bir kez daha
atilarak 500 pL RPE eklendi ve 15 saniye 10000 rpm’de satrifiij edildi. Bu basamak
2 kez tekrarlandi. Ornekte kalan etanolun tamamen temizlenmesi adia kolon bos
olarak 30 saniye daha santrifiij edildi. Kolon temiz bir ependorf tiipe alind1 ve 30 pL
DEPC’li su eklenip 1 dakika 10000 rpm’de yeniden santriflij edildi. Bu basamak 2
kez yinelendi ve sonug olarak 60 pL’lik RNA izolasyonu ger¢eklestirilmis oldu.

2.2.6  RNA Orneklerinin DNase I ile Muamele Edilmesi

Izole edilmis RNA o6rneklerindeki genomik DNA kaltilarinin tamamen
RNA’dan temizlenmesi i¢in 60 pl hacmindeki izolatlara, 10 pL DNAzI tamponu
(10X), 30 uL DNazI enzimi (Fermentas) ile toplam hacim 100 pL’ye tamamlanacak
sekilde eklendi. Elde edilen karisim 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Qiagen Plant
RNAeasy izolasyon kitindeki RLT tamponundan 350 pL 6rnege eklendi ve 250 pL
%96’lik etanol ile karigtirildi. 700 pL'lik 6rnek karisimi kit iginden ¢ikan pembe
kolonlara aktarildi, 8000 g’de 15 saniye siireyle santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda
kolon, temiz toplama tiipiine gecirildi. Kolona 500 pL. RPE tamponundan eklenip
8000 g’de 15 saniye santrifiij edildi. Kolon 1,5 mL’lik ependorfa alind1 ve {izerine
RNaz icermeyen 50 pL saf su eklenip 8000g’de 1 dakika santrifiij edildi.
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2.2.7 cDNA eldesi

Izole edilmis RNA materyalleri cDNA elde etmek icin kullanildi. cDNA
olusturmak i¢in Fermentas firmasinin ¢cDNA Synthesis Kit protokoli izlendi. Bu
protokole gore: 5 uL RNA, 1 uL oligoniikleotit bileseni ve 6 pL steril su karistirilip 3
saniye santrifiij edildi. 5 dakika siireyle 70 °C’de inkiibe edildi ve 4 pL (5X) tampon,
1 pL riboniikleaz inhibitdrii ve 2 pL ANTP buz iizerinde ilave edildi. Tiipler 5 dakika
37°C’de bekletildi. Inkiibasyon siiresi sonunda 1 puL Reverse Transkriptaz enzimi
eklendi ve once 60 dakika 42 °C’de sonra bu siirenin hemen ardindan 70 °C’de 10
dakikalik inkiibasyon siireci baslatildi. Elde edilen ¢cDNA numuneleri kullanilana
kadar -20°C’de muhafaza edildi.

2.2.8 Bakteri Besiyeri Hazirlanmasi

LB broth hazirliginda; 2.5 gram NaCl, 2.5 gram yeast agar, 5 gram Tripton
kullanildi. Bu bilesenler 500 mL saf su i¢inde ¢oziildii ve otoklavlandiktan sonra

streril sartlar altinda kullanildi.

LB agar'n hazirlanmasinda; 2.5 gram NaCl, 2.5 gram yeast ekstrakt, 5 gram
Tripton 200 mL saf su igerisinde iyice homojen hale gelene kadar karistirildi ve
tizerine 3.75 gram agar eklenerek toplam hacim 500 mL'ye tamamlandiktan sonra
otoklavland1 ve besiyeri sicaklig1 yaklasik 37 °C’ye diistiigiinde antibiyotik ilave
edilip, ates basinda steril ortam hazirlandiktan sonra petrilere dokiildii. Hazirlanan
petriler hazir hale geldiginde parafilm ile sikica kapatildi ve aliiminyum folyo ile

iyice kaplanarak kullanilana kadar +4°C'de muhafaza edildi.

2.2.9 Bakteri Kompetan Hiicresinin Hazirlanmasi

E. coli DH10B, E. coli BL21 (DE3) bakteri suslarindan tek koloni elde
edebilmek i¢in suslar antibiyotiksiz LB agar besiyerine ekildi. 1 gece boyunca 37 °C
inkiibasyona birakildi. Ertesi giin tek koloni segilip 10 mL sivi LB’ye (antibiyotik
icermeyen) inokiile edildi ve 37 °C ortamda 1 gece orta hizda calkalanan etiivde

bekletildi. Hazirlanan 6n kiiltiirden 5 mL alinarak 100 mL antibiyotik icermeyen LB
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besiyerine inokiilasyon yapildi. 37 °C’de calkalanan etlivde inkiibe edildi ve
absorbans degeri spektrofotometrede Olglilerek ODsoo = 0.4 olana kadar
inkiibasyonuna devam edildi. ileri islemlere bakteri Sliimiinii engellemek igin buz
tizerinde calisildi. 100 mL elde edilen bakteri kiltiirii 2 adet falkona esit hacimde
boliindi, 4 °C’de 3000 rpm hizda 5 dakika santrifiij edildi. Supernatant uzaklastirilip
25 mL 0.1M CaCl; eklendi ve ¢oziinmeye birakildi. Buz iizerinde 25 dakika beklendi
ve yeniden santrifiij yapildi. Siipernatant bosaltildi. 10 mL 0,1 M CaCl2 ile tekrar
¢oziildi. Yaklasik 3 saat buzda bekletildi. Hazirlanan hiicreler {izerlerine 10 mL
%40°lik gliserol eklenerek onceden sogutulmus ependorflara aktarilip -80°C’de
saklandi [51].

2.2.10 Jelden Kazanim

aLICator LIC Cloning and Expession Kit 2 iginde yer alan talimatlara gore
tasarlanan primerler ve ¢cDNA kullanilarak gergeklestirilen PZR ornekleri toplam
hacim neredeyse 20 pL olacak sekilde jel igindeki tek kuyuya yiiklendi ve 200A,
140V ve 35 dakika jel yiiritiildii. Siire sonunda UV 1g1k kullanilarak jelden bantlar
kesildi ve 2 ml hacmindeki tiiplere aktarildi. Bu basamaktan sonra jelden geri
kazanim i¢in Fermentas GeneJet Gel Extraction Kit (Fermentas, Vilnius, Lithuania,

Katlog No: K0691) protokolii takip edildi.

2.2.11 Klonlama

Klonlama i¢in ThermoScientificalLICator LIC Cloning and Expression Kit 2
(N-terminal His-tag/EK) (K1251) kullanildi. Alicator pLATES1 vektoriiniin ligasyon
islemi su basmaklar takip edilerek gerceklestirildi; LIC tamponundan 2 pL, T4 DNA
polimerazdan 1 pL, 1 pL saf su ve 6 pL pirifiye PZR materyali 3-5 saniye
birlestirilerek 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. Uzerine 0.6 pL EDTA (0.5 M), 1
uL pLATES1 vektori birakildi ve oda sicakliginda 5 dakika bekletildi. Klonlama

islemi bu sekilde tamamlandi.

16



2.2.12 Cogaltma Susuna Transformasyon

E. coli DH10B ¢ogaltma susu olarak kullanilan bakteri kompetant hiicreleri
buz iizerine alindi ve iizerine 3 pL klonlama {iriinii yavas¢a eklenerek 30 dakika
buzda inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda 90 saniye 42 °C’de bekletildi ve yine
hemen ardindan buzda 5 dakika bekletildi. 50 ml hacmindeki falkon tiipe 450 uL
antibiyotiksiz LB Broth besiyeri eklendi ve 37 °C’de 1.5 saat ¢alkalamali
inkiibatorde inkiibasyonu yapildi. Inkiinasyon siiresi sonunda santrifiij ile hiicreler
¢oktiriildi ve yaklasiki 400 pL siipernatant bosaltilip, kalan siipernatant ile pellet
pipet yardimiyla karigtirildi. Elde edilen karigim LB agar (+amp) igeren petriye
ekilip, 1 gece 37°C’de inkiibe edildi.

2.2.13 Rekombinant kolonilerin belirlenmesi

Elde edilen bakterilerden hedef vektorii tasiyan rekombinant koloniler PZR
yontemiyle belirlendi. Kolonilerin tespit edilmesi i¢in kullanilan PZR reaksiyonunda;
12.5 pL. master mix (OneTaq® Quick-Load® 2X Master Mixwith Standard Buffer),
konsantrasynu 10 uM olan Forward ve Reverse primerlerinden 1'er pL ve 1 pl
sulandirilmis koloni (rekombinant oldugu diistiniilen kolonilerin steril 6ze ile alinip
10 uL saf suda ¢oziilmesiyle elde edildi) ve toplam hacmi 25 pL'ye tamamlamak icin
9.5 uL saf su kullanildi. PZR reaksiyonu sonucunda elde edilen iiriinler agaroz jelde
(%0.8) yiirttildi.

2.2.14 Plazmit DNA izolasyonu

1 gece 37 °C’de LB agar (+ amp) ortaminda biiyiitiilen koloniler LB broth (+
amp) besiyerine inokiile edildi ve kiiltiir 37 °C'de, 200 rpm'de 1 gece biiyiitiildii.
Plazmit izolasyonu Gene JetTM plasmid Miniprep (Fermentas) protokolii takip
edilerek gerceklestirildi. Kiiltiir ependorf tiiplerine aktarildi ve 5 dakika siireyle
13000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiijden alinan tiiplere 250 pL resilispansiyon
soliisyonu eklenip tiim ependorf tiipleri tek bir tiipte birlestirilip ¢oziildiikten sonra
tizerine liziz soliisyonundan 250 pL eklendi. Alt st edilen karigima, nétralizasyon

solisyonundan 350 pL eklendi ve hemen alt iist edildi ve bulutsu goriinti

17



yakalandiktan sonra santrifiij yapildi. Kolona aktarilan stipernatant, 1 dakika 13 000
rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi kolona yikama soliisyonundan 500 pL
eklendi ve 1 dakika santrifiij gerceklestirildi. Bu basamak bir kez daha tekrarlandi.
50 pL saf su kullanilarak eliisyonlar elde edildi ve kullanilana kadar -20 °C’ de

saklandi.

2.2.15 Ekspresyon Susuna Transformasyon ve Ekspresyonun IPTG ile

Indiiklenmesi

Ekspresyon c¢alismalar1 kapsaminda hedef genimizin klonlandg1 vektor,
ekspresyon susuna (E. coli BL21) transforme edildi. Hedef geni tasiyan vektorleri
iceren E. coli susu 100 pg /mL ampisilin igeren LB siv1 besi yerine ekildi ve 16 saat
37 °C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda son hacim 100 mL
olacak sekilde 6n kiiltiirden 10 mL; 12,5 pg/mL amp igeren 90 mL LB besiyerine
inokiile edildi. Olusturulan bakteri kiiltiiriiniin ODsgo degeri 0,8’¢ ulasincaya dek 37
°C’de 220 rpm hizla calkalanan etiivde bekletildi. Hiicre yogunlugu hedef degere
ulastiginda, IPTG (1mM) ile protein ekspresyonu indiiklendi ve kiiltiir 30 °C’de bir
gece boyunca 250 rpm’de calkalamada inkiibasyona birakildi.

2.2.16 Hiicrelerin Yikanmasi

IPTG ile protein ekspresyonunun saglandigi bakteri kiiltirii +4 °C’de 20
dakika 3000 rpm’de santrifiij ile ¢oktiiriildii. Coken hiicre pelleti iizerine yikama
tamponu (50 mM Tris-HCI) eklenerek 10 dakika santrifiij edildi ve bu islem iki kez

tekrarlandi. Hiicreler kullanilana kadar -20°C’de muhafaza edildi.

2.2.17 Hiicrelerin Parcalanmasi

Coktiiriilmiis hiicreler buz iizerine alinip; tiiplere 10 mL soguk liziz tamponu
(Trisbase: 20 mM, EDTA: 0.5mM, EGTA: 0.5 mM) eklendikten sonra, vorteks
kullanilarak pelletin tamami ¢ozdiiriilerek homojen hale getirildi. Uzerine 1 mM

konsantrasyonunda hazirlanmig 100 ul PMSF (fenilmetilsiilfonilflorid) eklendi ve

18



calkalandi. 10 mg/mL lizozimden 125 pL eklendi ve 15 dakika oda sicakliginda
bekletildi. Daha sonra Kkiiltir 10 dakika buz {izerinde bekletildi. 30 mg/mL
yogunlugundaki protamin siilfattan 1 mL eklendi ve tiipler alt iist edildi. +4 C’de
3000 rpm’de 10 dakika siireyle santrifiij sonucu olusan siipernatant temiz tiiplere

alind1. Pellet ise 300 pL suda ¢ozdiiriildi.

2.2.18 SDS PAGE Jel Elektroforezi

SDS-PAGE jel elektroforezi i¢in kullanilan ayirma ve yigma jellerinin
yapiminda Laemmli tarafindan gelistirilen metot kullanilmis ve bu metota gore
kullanilan kimyasal ve soliisyonlarin hazirlaniglar1 ve hazirlik boyunca izlenen siire¢

asagida belirtildigi gibi takip edildi.

%10’luk ayirma jeli hazirlamak ig¢in %10 son konsantrasyon olacak sekilde;
%30 Akrilamid / Bis Akrilamid karisimindan 3.3 mL, %15°1ik alt jeli i¢in ise %30
Akrilamid / Bis Akrilamid karisimindan 5 mL, son yogunluk 357 mM olacak sekilde
pH 8.8 olan Tris’ten 1.5 M, son konsantrasyonu %0.1 olacak sekilde %10 SDS ve
%10 APS, son konsantrasyonu %0.4 olacak sekilde %99 TEMED 20 mL toplam

hacimde saf su ile tamamlandi.

%S35’lik st jel igin; son yogunluk yaklasik %5 olacak sekilde %30 Akrilamid
/ BisAkrilamid karistmindan 1.65 mL, 1.5 M Tris (pH 6.8), %10 SDS ve %10 APS,
son konsantrasyonu %0.1 olacak sekilde %699 TEMED eklenip 20 mL toplam hacim

i¢in saf su ile tamamland.

SDS-PAGE yiiriitme tamponu; 50 mM son konsantrasyon olacak sekilde 1 M
Tris ve %0.1 son konsantrasyon olacak sekilde %10’luk SDS ile hazirland.

SDS-PAGE yiiriitme tamponun; son konsantrasyon 50 mM olacak sekilde 1
M Tris, %0.1 son konsantrasyon olacak sekilde %10’luk SDS, 2 mM son
konsantrasyon olacak sekilde 0.5 M EDTA (pH 8.0), %1 son konsantrasyon olacak
sekilde %99 pB-merkaptoethanol, %10 son konsantrasyon olacak sekilde %100
Gliserol ve %20 son konsantrasyon olacak sekilde %99 Bromfenol mavisi

kullanilarak hazirlandi ve +4 °C’ de saklandi.
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SDS-PAGE boyama soliisyonu; 0.25 g Coomassie Brillant Blue, 100 mL
%095 Etanol ve %10 Asetik asit karistirilarak hazirlanip ve +4°C’ de saklandi.

SDS-PAGE aritma ¢ozeltisinin hazirlanmasi; %5 son konsantrasyon olacak
sekilde %99 Asetik asit ve %50 son konsantrasyon olacak sekilde %99 etanol

kanistirilip hazirlandi ve +4 °C’ de saklandi.

IIk olarak %15’lik ayirma jeli hazirlanirken biitiin ¢ozeltiler APS harig
eklenip karistirildi. Jelin polimerizasyonu APS ile saglandigi i¢in en son eklenir.
APS eklenip, jel karisimi kaset c¢izgisinin hizasina kadar dokiildii. Jel ylizeyine
izopropanol eklenerek yiizeyin diiz olarak sekil almasi saglandi. Jel katilastiginda
yiizeydeki izopropanol dokiilerek saf su ile yikandi ve kurutma kagidi yardimiyla
kalintilar uzaklastirildi. Diger taraftan hazirlanan %5’lik yigma jeli APS’nin
eklenmesiyle hazir halde bulunan ayirma jelinin lizerine dokiiliip, kuyularin olusmast
icin tarak yerlestirilerek polimerizasyona birakildi. Jel hazir hale geldiginde tarak
cikarildi ve elektroforez tankina yerlestirilip tankin i¢i belli bir seviyeye kadar
tampon ile dolduruldu. Ornekler numune tamponu ile bire bir (1/1) oranda karistirild:
ve 2 dakika 95 °C’de denatiire edildi. Denatiirasyonun ardindan protein 6rnekleri
kuyulara yiiklendi ve elektrik akimi yigma jeli i¢in 80 voltaja ve ayirma jeli igin 150
voltaja ayarlandi. Jel iizerinde mavi renkte goriinen protein drnekleri jelin bitimine
yaklasik 1 cm kalaya kadar yiiriitme islemine devam edildi. Bu mesafeden sonra
elektirik akimi kesildi ve elektroforez diizenegi agilarak ve cam plakalar birbirinden
ayrildi. Kuyularin da bulundugu yigma jeli uzaklastirildi. Jel, boyama ¢ozeltisinde
protein bantlar belirgin olana kadar bekletildi. Ardindan jeldeki fazla boyanin
temizlenmesi i¢in jel, i¢cinde saf su bulunan bir kaba konularak mikrodalga firinda
kisa araliklarla kaynatilip bu islem kap igerisindeki suyun rengi degismeyinceye
kadar tekrarlanip fazla boyanin jelden uzaklasmasi saglandi. Protein bantlar1 ve

marker UV 15181 altinda incelendi.

2.2.19 Western Blot Basamag

Western Blot analizinde proteinlerin elektroforetik transferi Trans-Blot Turbo
Transfer sistemi ile gerceklestirildi. Bu sistemde jellerin yiirlitme islemi

tamamlaninca, kullanilacak transfer tamponu (Trans-Blot Turbo 5X Transfer Buffer)
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istenilen sekilde (200 mL 5X transfer tamponu, 600 mL saf su ve 200 mL etanol ile
bir litreye tamamlandi) hazirlandi. Nitroselluloz membranlar (Trans-Blot Turbo
Mini-size Nitrocellulose), kurutma kagitlar1 ve jeller hazirlanan transfer tamponunda
tyice 1slanana kadar bekletildi. Kullanilan Trans-Blot Turbo transfer cihazi kasetleri
cikarilarak transfer tamponu ile rulo yardimiyla islatildi. Kasetin alt kismi (anot
elektrot) ilizerine kurutma kagitlari, membran, jel ve kurutma kagitlart seklinde
yerlestirildi. Hava kabarcig1 kalmasin diye rulo yardimiyla diizlestirildi. En iist kisim
(katot elektrot) kapatilarak kilitlendi ve cihaza yerlestirildi. Transfer i¢in 25 voltaj
akimla 7 dakika protokolu secilerek transfer gerceklestirildi.

2.2.20 Protein Saflastirma Basamagi

SDS-PAGE jeline yiiklenerek goriintiilenen proteinin saflagtirilmasinda
ekspresyon vektorii tarafindan hedef proteine eklenen N terminal His-tag sayesinde,
Ni-NTA (Qiagen) kolon saflastirma protokolii ile ¢ekime dayali saflagtirma
protokolu izlendi. Saflastirma basamaklarinda kullanilamak {izere hazirlanan

¢ozeltiler:
Liziz ¢6zeltisi: 300 mM NaCl, 50 mM NaH2POs4, 5 mM imidazol (pH: 8)
Yikama ¢6zeltisi: 300 mM NaCl, 50 mM NaH2POs, 10 mM imidazol (pH: 8)

Elisyon ¢ozeltisi: 300 mM NaCl, 50 mM NaH2PO4, 250 mM imidazol (pH:
8)

2.2.21 Ni-NTA Kolonu i¢in Liziz Basamag

On kiiltiirden inokiilsyon ile elde edilen ve bir gece biiyiitiilen 200 mL’lik
ornek kiiltiir daha once de uygulanan yikama tamponu ile yikandi. Son basamakta
coktiirlilen 6rnek miktar tartilarak 1 g karsiliginda 2 — 5 mL’ye denk gelecek sekilde
yaklasik 3 mL liziz tamponu ilave edildi. Lizozimden 1 mg/mL eklenerek 30 dakika
buzda bekletildikten sonra 200 — 300 W’de 10 saniye sonikatér kullanilarak
parcalama islemine devam edildi. Daha sonra DNaz I (5pg / mL) ve RNaz A (10pg /
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mL) eklenerek 15 dakika siireyle buzda bekletildi. 10000 g’de 30 dakika santrifiij ile
¢oktiirme yapildi. Stipernatant ham ekstrakt olarak alindi ve +4°C’de saklandi.

2.2.22 Ni-NTA Kolonu ile Saflastirma Basamag

2 ml lizat lizerine 50 Ni-NTA agarozu eklendi ve +4°C’de 200 rpm ¢alkalama
hizinda 75 dk bekletildi. Elde edilen 6rnek Ni-NTA kolonuna aktarildi. Filtreden
gecen kisim siizlintii olarak etiketlendi, ardindan kolondan 2 ml yikama tamponu
gecirildi ve bu islem 2 kez tekrarlandi. Her tekrarda filtre altinda kalan kisim
etiketlenerek ayrildi. 4 kez 250 pL eliisyon ¢ozeltisi filtreden gecirilerek drnekleme
yapildi. Ham ekstrakt dahil tiim siizlintiiler SDS jel elektroforezinde yiiriitiildii.
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3. BULGULAR

Calisilan bu tezde zeytin UDP Glukoz 4 Epimeraz geni karakterize edilmistir.
Elde edilen bulgular asagida yer almaktadir.

3.1 UDP Glukoz 4 Epimeraz Geninin Biyoinformatik Analizi

Balikesir Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii“nde daha
once yapilan ¢alismalar kapsaminda olusturulan cDNA kiitiiphanesinden elde edilen
tahmini zeytin UDP glukoz 4 epimeraz gen dizisinin benzerlik gosterdigi canlilar
NCBI BLAST tan (Basic Local Alignment Search Tool) nBLAST (Nucleotide Basic
Local Alignment Search Tool) aracilifiyla bulundu. cDNA dizisi {izerinden tez
calismasinda kullanilacak primerler Primer3 sitesi kullanilarak tasarlandi. Kullanilan
primerler Tablo: 3.1°de gosterilmistir. cDNA dizisi lizerinde BioEdit programinin
Sorted Six - Frame Translation sekmesiyle a¢ik okuma ¢er¢evesi (ORF) ve aminoasit

dizisi belirlendi.

|}(I‘u'1_[][]2258?43 PREDICTED: Vitis vinifera UDP-glucose 4-epimerase GEPI4_ - 5=736 E=0 |

Color key for alignment scores

<40 40-50 20-200 »=
Query ?

| | |
1 250 500 750 1000 1250

Sekil 3.1: Zeytin tahmini UDP Glukoz 4 Epimeraz geninin cDNA dizisinin
Blastn goriintiisii.
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[EDownload ~ GenPept Graphics

UDP-D-glucose/JDP-D-galactose 4-epimerase 5 isoform 1 [Theobroma cacao]
Sequence ID: reflXP_007040543 1| Length: 348 Humber of Matches: 1

P See 1 more titlel(s)

Range 1: 1 to 248 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame
655 bits{1691) 0.0 Compositional matrix adjust. 309/348(89%) 331/348(95%) 0/348(0%) +3

Query &3 MSGSILVIGEAGY IGSHTVLOLLLGGYEAVVVDNLONSSDIAIREVQELAGEYGANLIFH 242
M3 +ILVIGGAGYIGSHTVLOLLLGGY+ VVVDNLONSS+HAI+EVHELAGE+E NL+F
Sbjct 1 MSENILVIGEAGY IGSHTVLOLLLGGYRVVVVLNLONSSEVAIKEVEELAGEFGENLSFL &0

Query 243 QMDLRDEFTLEKLFASQRFDAVIHFAGLEAVGESVOREFLLYYWNNLIGTIVLLEVMARHG 422
QMDLRD+F LEKLFRZ KFDAVIHFAGLERVGESVIEFLLYY+NNLIGII LLE+MARHG
Sbjct 61 QMDLRODRFALEKLFAKTKFDAVIHFAGLEAVGESVOREFLLYYDNNLIGTITLLELMARHG 120

Query 423 CEELVES55ATVYGWEEVVECTEEFFTCAMNFYGRTELFIEEICEDIYNSDSEWKIILLE 602
CK LWFS55ATVYGWFE VEPCIEEFF A+NFYGREIELFIEE+CEDI +3DSEWKIILLE
Sbjct 121 CENLVFSS55ATVYGWPEEVECTEEFFLAAVNFYGRTELFIEEMCRDIRSSDSEWKIILLR 180

Query €03 YFNEVGAHESGYIGEDFRGI FNNLMPFVQOVAVGRRPFALTVFGSDYATQDGTGVREDYIHY 782
YFNEVGAHPSG+IGEDPRGI PNNLMEFV O VAVGRRPALTVEG+DY+T+DEIGVRDYIHYV
Sbjct 181 YFNEVGAHEIGHIGEDFRGI FNNLMEFV O VAVGERFALTVFGHDYSTKDGTIGVEDYIHY 240

Query 783 VDLADGHIAARLSKLSDESIGCEIYNLGTIGKGI SVLEMVARFEKASGKKIFLVMAGEREFGD 962

VDLADGHTARAT KLSDP+IGCE+YNLGTGKGT SVLEMVARFEKASGEKI FLVMAGRREGD
Skjct 241 VDLADGHIAATRKLSDENIGCEVYNLGT GEGT SVLEMVAAFEKASGEKT FLVMAGRREGD 300
Query 963 AEVVYASTEKAERELNWHAKYGI DEMCRDOWNWASENFYGYESQLSTN 1106

AE+VYASTEKAERELNW AKYGI+EMCRDOWNWASENEYGYES STN
Skjct 301 AETVYASTEKAERELNWIAKYGIEEMCRDOWNWASENFYGYESSESTN 348

Sekil 3.2: Zeytin tahmini UDP Glukoz 4 Epimeraz cDNA dizisinin Blastx
goruntisu.

Length: 348 amino acids”
Malecular weight: 3813045 D altons

Amino Acid Composition
mk12mk20 UDPglucoseEpimerase FL 97to1140 348aa

Mol %

Ala Cys Asp Glu Phe Gly His le Lys Leu Met A=sn Pro Gin Arg Ser Thr “al Trp Tyr
Amino Acid

Sekil 3.3: BioEdit programiyla elde elilen UDP Glukoz 4 Epimeraz geninin
aminoasit komposizyonu.

Sekil 3.3’te yer alan UDP Glukoz 4 Epimeraz niikleotit dizisinden elde edilen
aminoasit kompozisyonu igerigine gore apolar aminoasitlerce (Alanin, Glisin, Losin,

Valin) zengin; polar aminoasitlerce (Histidin, Sistein) fakirdir.
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Nucleotide Composition
mk12mk20 UDPglucoseEpimerase FL 97to1140 Frame1 348aa

Nucleotide

Sekil 3.4: UDP Glukoz 4 Epimeraz geninin niikleotit kompozisyonu.

BioEdit program kullanilarak olusturulan niikleotit kompozisyonuna gore
Adenin (A) — Timin (T) oran1 Sitozin (C)- Guanin (G) oranindan fazladr.

5'3' Framel
5 UTR

E X ¥ TRIFCSCPStopFLVFEN LIET

-LRNH\I’Smp MEPYLPINQGTMetS KPLNYMet S MetAAKMetPRFGLEKIPRYSVELGELGKFEANW]

LSMWKCS|Stop s GKL LS Stonl QGRLLARRSNK Stop K SEWEPEEKN.5CStop kTS5 HS SRR SR

3'UTR
Sekil 3.5: UDP Glukoz 4 Epimeraz geninin agik okuma cergevesi.

UDP Glukoz 4 Epimeraz geninin BioEdit programi kullanilarak molekiiler
agirhigr 38 kDA olarak tespit edilmis olup; 348 aminoasit kodladig1 goriilmiistiir.
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3.2 Intron ve Polimorfizm Cahsmasi

GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder

bp ng/0.5pg %

Sekil 3.6: UDP Glukoz 4 Epimeraz geninin intron ¢alismasi: M: Marker,
GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder #1331 (Fermentas, Vilnius, Lithuania),
1:Intron-f-1, Intron-r-1 gDNA PZR sonucunun agaroz jel goriintiisii.

Intron tespiti igin yapilan calismalarda Tablo 3.1°de kullanlan primerlerle
yapilan PZR deneyleri sonucunda yaklagik 1430 niikleotitlik cDNA’ya sahip UDP
Glukoz 4 Epimeraz geninin nerdeyse 4500 niikleotitlik intron bolgesi igerdigi
goriilmiistiir (Sekil 3.6). Intron bolgesi fazla sayida niikleotit icerdiginden saglikli
dizilim elde edilememistir. Genomik DNA biiyiik intron bdlgesine sahip oldugu i¢in
polimorfizm ¢alismalarinda 500 niikleotitlik ekzon, 1000 niikleotitlik intron bdlgesi
iceren kisim icin yeniden primer dizayn edildi ve yaklasik 1500 niikleotit iceren
DNA iizerinden gen bankasinda yer alan diger bitkilere ait UDP Glukoz 4 Epimeraz
geni ile polimorfizm ¢aligmalar1 yapildi. Elde edilen PZR iiriinlerine ait dizilemeler
Ligand Biyoteknoloji LTD. STI. (Izmir, Tiirkiye) adli ticari kurulusa yaptirildi. Bu
calisma sonucuna dizi en ¢ok patates ve domates bitkisindeki UDP Glukoz 4

Epimeraz bdlgesi ile benzer bulundu.
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Fragaria vescaxM (0042988591
:Ji‘—_Plunus mume XM 0082409131

Prunus persica XM 0072092621
Cucurnis sativus X 0041483461
Glycine max XM 003517462.2
Phaseolus vularis XM 0071585211
Medicago uncatuladM 0036109331
Cicer aietinum XM 004511458.1
Cyamopsis tetragonoloba AJ005082.1
[n q Citrus clementing XM 0064392631

Citrus sinensis XM 006476311.1

Theobroma cacao XM 0070404811
Populus ichocarpa XM_002239433.2

Picea glauca BT116333.1
Amborela trichopoda XM_006843435.1
g Setaria talica XM_0048732721
Dryza safiva NM_001063404.1

Eutrema salsuqu
Capsella ubellaXM 0062839731
Auabidopsis thaliana

(Olea europeae

Solanum ycopersicum XM 0042454621
Solanum tuberosum NM_001288075.1

Vitis vinifera XM_002268743.2

=
=

Sekil 3.7: Farkli bitkilere ait UDP Glukoz 4 Epimeraz genine ait
polifmorfizmi belirlemek amaciyla hazirlanan NJ agaci. NCBI kayit numaralari
tiirlerin yaninda belirtilmistir.

GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder

bp ng/0.5 pg %

Sekil 3.8: Poliformizm g¢aligmasi i¢in yapilan PZR ¢aligmasinin jel
elektroforezi goriintiisii 1,2: Polimorfizm primerleri ile yapilan PZR bantlari, M:
Marker, GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder #1331 (Fermentas, Vilnius, Lithuania).
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Tablo 3.1: Kullanilan primer dizileri.

Primer Adi Primer Dizisi Kullanim
Amaci
UDP F-1: TTTCCTACATGTGCTATGAATCCTT Polimorfizm
UDP R-1: CACATCTCATCAATGCCATATTTAG Polimorfizm
UDP intron-f-1: GTTTCTTGTGTTCGAGAATTTGATT Intron
UDP Intron-r-1: TTGGTTAATTGGTAGATAAGGGACTT Intron
UDPEF GGTGATGATGATGACAAGATGTCGGGCA | Ekspresyon
GTATACTGGTGACTGGG
UDPER GGAGATGGGAAGTCATTATTAATTGGTA Ekspresyon
GACAATTGAGACTCGTA

3.3  Protein Ekstraksiyonu Calismalari

UDP Glukoz 4 Epimeraz geninin ekspresyonu icin pLATES1 vektorii
kullanildi. Klonlama i¢in kullanilan primerler Tablo 3-1’de gosterilmistir. DH10B
susuna transformasyon yaptiktan sonra {lireyen kolonilerden 9 adet se¢ildi ve koloni
PZR yapildi ve vektorii tasidgi tespit edilen 3,4 ve 5 numarali koloni plazmit
izolasyonu i¢in secildi (Sekil:14). Koloni PCR i¢in aLICator LIC Cloning and
Expession Kit 2 (Thermo Scientific, Katalog No: K1251) primerleri kullanilmistir.

M

1234567 8 g

Sekil 3.9: UDP Glukoz 4 Epimeraz’in DH10B susunda koloni PCR jel
goriintiisit M: Marker, GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder #1331 (Fermentas,
Vilnius, Lithuania) 1-9: Segilen koloniler ile yapilan koloni PZR bantlari.
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Plazmit tasiyan kolonilerden elde edilen plazmit BL21 susuna transforme
edildi. IPTG ile indiiklenen kiiltiir ¢oktiiriiliip ardindan elde edilen edilen siipernatant

ve pellet 6rneklerinden Western Blot calismasi yapildi (Sekil 3.10).

Sekil 3.10: UDP Glukoz 4 Epimeraz geninin Western Blot goriintiisii. M;
Marker (fermantas, PageRuler™ Plus Presteined Protein Ladder, 10 to 250 kDa,
26619), 1; negatif kontrol, 2; pellet, 3; supernatant.

Stipernatant ve pellet Orneklerinin gozlendigi Western Blot caligmasinda
caligilan proteinin siipernatant kisminda goézlenmesiyle proteinin soluble oldugu
tespit edilmistir. Ayrica yapilan informatik calismalarla da dogru orantili olarak

proteinin 38 kDa biiytikliigiine tekabiil ettigi goriilmistiir.

Western Blot ile gozlenen protein Qiagen native saflastirma protokolii
kullanilarak saflagtirildi ve elde edilen siiziintiler SDS Page jel elektroforezine

yiiklenerek gozlendi.
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Sekil 3.11: Qiagen Native Saflastirma protokoliine gore UDP Glukoz 4
Epimeraz’in SDS-PAGE goriintiisii: 1: Ham ekstrakt, 2: Flowthrough, 3: Wash-1, 4:
Wash-2, 5: Elusyon-1, 6: Elution-2, 7: Elution-3, 8: Elution-4.
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4. SONUC VE ONERILER

Balikesir Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji béliimiinde daha &nce
yapilan ¢aligmalar sonucu olusturulan zeytine cDNA kiitliphanesinden yliksek lisans
tezi i¢in segilen tahmini cDNA dizisinin farkl bitkilerdeki UDP Glukoz 4 Epimeraz
geni (NCBI Erisim numarasi: XM 023019782.1) ile benzestigi yapilan
biyoinformatik analizler sonucu saptanmistir. gDNA dizisi i¢in yapilan analizlerde
dizi en ¢ok Vitis vinifera bitkisine benzemektedir. Protein dizisi olarak karsilastirma

yapildiginda ise en ¢ok Theobroma cacao bitkisiyle benzerlik goriildii.

UDP Glukoz 4 Epimeraz niikleotit dizisinden yapilan biyoinformatik
calismalarda dizinin aminoasit kompozisyonunda Glisin, Losin, Alanin ve Valin
diger aminoasitlerden daha fazla oldugu icin apolar (hidrofobik) oldugu goriildii.
Dehidrogenaz-rediiktaz ailesi proteini olan UDP Glukoz 4 Epimerazin literatiirde de
Glisin igeriginin fazla olmasina yer verilmistir [48]. Niikleotit igerigine bakildiginda

ise Adenin ve Timin bakimindan zengin oldugu tespit edildi.

UDP Glukoz 4 Epimeraz geni; NAD* koenzimi ile UDP Glukozu UDP
Galaktoza tersinir olarak cevirdigi daha once farkli bitki ve bakteri ile yapilan

calismalarla karakterize edilmistir [53- 55].

cDNA dizisi iizerinden yapilan biyoinformatik analizlere goére zeytin UDP
Glukoz 4 Epimeraz genin 348 aminoasit kodladigi ve molekiiler agirliginin 38 kDA
oldugu goriildii. SDS Page yontemi ile rekombinant zeytin UDP Glukoz 4 Epimeraz
geninin yaklagik 38 kDA biiyiikliigiinde oldugu goriildii. Daha once bezelye
bitkisinde yapilan calismalarda ise UDP glukoz 4 epimeraz geni 38 kDA
biiyiikliigiinde ve 350 aminoasit sentezledigi [56], Bradyrhizobium japonicum galE
geninin ise 337 aminoasit i¢cerdigi ve protein biiylikliigiiniin 36067 DA (36,067 kDA)
oldugu goriilmiistiir [57].

Pyrococcus horikoshii organizmasindan izole edilen galE proteini Jel
Gegirgenlik Kromotografisi (GPC) ile incelendiginde 70 kDa olarak, SDS Page jeli
ile tek bant halinde goriildiigiinde de 35 kDA oldugu tespit edilmistir. Bu calisma

sonucunda galE geninin dogal ortamda homodimerik olarak bulundugu ve bu
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nedenle 70 kDA olarak gorildiigi tespit edilmistir [58]. Ayrica E. coli, maya ve
insan galE genin homodimer halde bulundugu ve benzer molekiil agirliginda oldugu;
Aeromonas Hydrophila bakterisinde monomer halde ve 38 kDA biiyiikligiinde
oldugu gézlenmistir [59-61].

Polimorfizm ve intron igerigini tespit etmek i¢in yapilan analizlerde zeytinden
elde edilen genomik DNA’nin intron analizlerinde kullanilmak iizere tasarlanan
primerleri ile yapilan PZR ¢aligmalarinda ilk denemelerde sonug¢ elde edilemedi.
Daha sonra baglanma sicakligi, dongii sayis1 eklenmesi gibi yapilan degisikliler
sonucu genomik DNA ¢ogaltilabilinip; 1430 niikleotitlik ¢cDNA’ya sahip UDP
Glukoz 4 Epimeraz geninin nerdeyse 4500 niikleotitlik intron bdlgesi icerdigi
goriildii. Bu sonug elde edildikten sonra daha kisitli bir bolgeyi igerdigi diistiiniilen
primerler dizayn edildi ve yeniden PZR g¢alismalari yapildi. Ancak elde edilen
dizilerden saglikli sonu¢ alinamadi. Polimorfizm c¢alismalari ise UDP Glukoz 4
Epimeraz cDNA dizisi ve Gen Bankasinda yer alan diger bitkilere ait UDP Glukoz 4
Epimeraz cDNA dizileri karsilastirilarak yapildi. Ortaya ¢ikan polimorfik agacta ise
zeytin UDP Glukoz 4 Epimeraz ¢cDNA dizisinin en ¢ok Solanum lycopersicum ve

Solanum tuberosum bitkilerindeki UDP Glukoz 4 Epimeraz ile benzestigi gorildii.

UDP Glukoz 4 Epimeraz ¢cDNA dizisinin pLATES1 vektoriine ligasyonu ile
baslayan protein ¢aligmalarinda ise vektor, ilgili bakteri susuna (DH10B ve BL21)
transforme edildi. Gen ekspresyonu IPTG ile indiiklenerek baglatildi ve elde edilen
pellet ve siipernatantlardan elde edilen izolatlar Western Blot teknigi kullanilarak
isaretlendi. Buna gore siipernatant kuyusunda goézlenen protein bize saflastirmada
izlenecek protokol ile ilgili yol gosterdi ve ayni zamanda literatiirde gectigi lizere
GalE’nin sitoplazmik bir protein oldugu desteklendi. Ni-NTA Native afiniteye dayali
saflastirma protokolu kullanilarak izole edilen protein, SDS-Page ile gozlendi. Bu
asamda kolondan gegirilen biitlin siizlintiiler jele yiliklenerek izole edilen proteinin
kacirilmasinin Oniine gegildi. Sonu¢ olarak izole hedef protein ikinci eliisyonda

gozlendi.

Bakteri UDP Glukoz 4 Epimeraz geninin UDP glukozu UDP galaktoza
cevirmesinin ve bu substratlarin bir ekzopolisakkarit olan biyofilm tabaka
olusturdugu, yapilan ¢aligsmalarla ortaya konmustur [62]. Thermus thermophilus ve
Thermus aquaticus gibi termofil bakteriler ile yapilan calismada UDP Gukoz 4
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Epimeraz geninin ekspresyonundaki artisin biyofilm olusumunu da dogru orantili
olarak arttirdigi goriilmiistiir [63]. Calismamizda ayrica zeytin rekombinant UDP
Glukoz 4 epimeraz geninin biyofilm aktivitesini degerlendirmek i¢in cam tiip ve
96’lik kuyularda aktivite denemeleri de yapilmistir. Rekombinant UDP Glukoz 4
Epimeraz proteini iireten bakteri kiiltiirlerinin uygun ortamlarda inkiibasyonu, kristal
viyole ile boyanmalari ve absorbans degerlerindeki degisimler 6l¢iilmiistiir [63,64].
Ancak bu deneysel basamakta elde ettigimiz veriler anlamli ve tekrar edilebilir
olmamustir. Farkli optimizasyon g¢alismalar1 ile desteklenerek yeniden deneylerin

tekrar edilmesi gerektiginden bu ¢alismalar teze dahil edilmemistir.

Zeytinde UDP Glukoz 4 Epimerazin varliginin tespiti i¢in yapilan
biyoinformatik analizlerin sonuglart yapilan deneysel ¢alismalar ile desteklenmistir.
Ayn1 zamanda literatiir aragtirmasinda da diger bitki, bakteri gibi canlilarda da daha
once karakterizasyonu yapilmis UDP Glukoz 4 Epimeraz sonuglari ile ortiismiistiir.
Bu tez ¢aligmasi ile daha dnce zeytinde karakterizasyonu yapilmamis UDP Glukoz 4

Epimeraz geninin varlig1 ispat edilmistir.

Daha oOnce cesitli bitki, bakteri ve insanlarda biyokimyasal aktivitesi
calisitimis UDP Glukoz 4 Epimeraz geninin hem glikolipid, glikoprotein gibi duvar
proteinlerinin olusumunda gorev aldigi [64] ile ilgli hem de UDP Galaktozu UDP

Glukoza ¢evirmesi [54] ile ilgili ¢aligmalar bulunmaktadir.

Yiiksek lisans tezinde molekiiler varligi tespit edilmis UDP Glukoz 4
Epimerazin daha sonraki ¢alismalarda biyokimyasal aktivite analizleri yapilarak gen,
aktivite anlaminda da karakterize edilip literatiire katki saglanabilir. Ayn1 zamanda
zeytindeki periyoside ve hedef gen arasindaki iliskinin varsa tespit edilmesi i¢in belli
periyotlarda elde edilmis cDNA’lar kalip olarak kullanilarak Real Time-PZR ile

ekspresyon miktarindaki degisimler degerlendirilebilir.
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