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OZET

ZEYTIN TAHMINiI GLISEROFOSFODIESTER FOSFODIESTERAZ
GENININ MOLEKULER KARAKTERIZASYONU
YUKSEK LiSANS TEZi
EDA BAKI
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTIiTUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI )
(TEZ DANISMANI: DOC. DR. EKREM DUNDAR)

BALIKESIR, HAZIRAN - 2016

Bu c¢aligmada zeytine (Olea europaea L.) ait bir cDNA’min molekiiler
karakterizasyonu yapilmistir. Yapilan biyoinformatik analizler sonucu cDNA’nin
gliserofosfodiester fosfodiesteraz (GPPDE) genine benzer oldugu goériilmiistiir. GPPDE;
bakteriler, mayalar, memeliler ve bitkiler dahil olmak f{izere birgok canlida farkli dizi
yapisina sahip olarak bulunur. Yapilan biyoinformatik analizlerden alinan sonuglara gore,
Zeytin GPPDE (OeGPPDE) mRNA’sinin 2250 niikleotit uzunlugunda, 749 aminoasit
kodlayan 7 ekzon ve 6 introna sahip oldugu, 84119.6 kDA molekiil agirhiginda ve GC
oraninin %34.35 oldugu goriilmiistlir. Ayrica biyoinformatik analizler sonucu genin en
cok serin aminoasidine sahip oldugu goriilmiistiir. Yapilan polimorfizm ¢alismalarinda
genin zeytin ¢esitleri arasinda polimorfik oldugu belirlenmistir. Genin karakterize
edilmesi i¢in gerekli zeytin 6rnekleri Edremit Zeytincilik Arastirma Enstitiisii’nden temin
edilmistir. Zeytin Ornekleri sivi azot igerisinde labaratuvara getirilmis ve -80 °C’de
muhafaza edilmistir. Ornek toplama her ayin belirli giinlerinde yapilmistir. Ayn1 zamanda
zeytin Orneklerinin ‘var yili’ ve °‘yok yili’ zamanlarina goére toplanmasina Ozen
gosterilmis, genin dokusal ve zamansal sentez haritasi ¢calismaya dahil edilmistir. Genin
dokusal ekspresyon seviyelerinin belirlenebilmesi icin zeytine ait; siirgiin, meyve, ¢icek,
tomurcuk dokular1 toplanmistir. Ekspresyon seviyesinin en fazla oldugu dokunun olgun
meyve oldugu belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Olea europaea L. zeytin, gliserofosfodiester
fosfodiesteraz, ekspresyon.



ABSTRACT

ZEYTIN TAHMINiI GLISEROFOSFODIESTER FOSFODIESTERAZ
GENININ MOLEKULER KARKTERIZASYONU
MSC THESIS
EDA BAKI
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

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

BALIKESIR, JUNE 2016

The molecular characterization of a cDNA of olive (Olea europaea L.) was
carried out in this study. Olive tissue and organ samples were collected from Edremit
Olive Research Institute in order to use for characterization of the gene. The olive
samples were kept in liquid nitrogen during transportation to the laboratory.
Bioinformatics analysis results showed that the cDNA was similar to gliserofosfodiester
phosphodiesterase (GPPDE) gene. GPPDE exists in various living organisms including
bacteria, yeast, mammals, and plants. Previous studies reported existence of different
types of the gene in different species. According to results obtained from bioinformatic
analysis of the gene, MRNA consisted of 2250 nucleotides, 749 amino acids as well as 7
exons and 6 introns. The molecular weight of mMRNA was found to be 84119.6 kDA
whereas the GC ratio was 34.35%. The results also indicated that the gene contained high
proportion of serine amino acid. Polymorphism analysis revealed that gene was
polymorphic. Harvesting of olives was considered according to their ‘on year’ and ‘off
year’ seasons and the spatial and temporal expression pattern determination was included
to the study. To determine spatial expression level of the gene, tissues were collected
from shoots, fruits, flowers and buds. The highest expression level of the gene was found
in mature fruits.

KEYWORDS: Olea europaea L., olive, glycerophosphodiester phosphodiesterase,
expression.
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1. GIRIS

1.1  Zeytin

Zeytin bitkisi (Olea europaea L.); zeytingiller (Oleaceae) familyasina ait
bir aga¢ olup meyvesi igin yetistirilen [1] ve diinya tarihinde uzun yillardir
varolan (antik c¢agdan gilinlinimze) bir agactir. Uzun yillar varhigini

stirdiirebiliyor olmasi, kurakliga dayabilme 6zelliginden kaynaklanmaktadir [2].

Yaklasik olarak 20-29 yaygin ¢esidi bulunmaktadir [3]. Zeytin bitkisi 2X

= 46 kromozoma sahiptir.

Olea europaea, iki ana gruptan olusur. Bunlar O. europaea sylvestris ve
O. europaea sativa’dir. O. europaea sylvestris yabani zeytinler olarak
tamimlanan ¢esitleri, O. europaea sativa ise kiiltire alinmis zeytinleri
icermektedir [4]. M.O. 3000 yillarinda kiiltiirel zeytin cesitleri yetistiriciligine
baslanmistir [5].

Zeytin adini; Yunanca elaia, Latince olea’dan alir [6]. Zeytinin ismi zayit

kelimesinden, zeytinyaginin ismi ise ulu isminden tiiretilmistir [7].

Zeytin agaci, her dem yesil kalabilen akdeniz ikliminde yetisen bir
agactir. Zeytin agacinin uzunlugu 2-10 metre arasindayken 15-20 metreye kadar

cikabilecek yapidadir [6].

Zeytin agacinin anavatani1 Giiney On Asya olarak kabul edilmektedir [8].
Giiney On Asya bolgesi Dogu Akdeniz ile Tiirkiye sinirlar icerisindeki Hatay,
Gaziantep ve Kahramanmaras illerinin gevresi olarak kabul edilir [2]. Genetik
olarak zeytin agacinin anavatani hakkinda ¢esitli goriisler olmasina ragmen asil
yurdunun Giineydogu Anadolu Bolgesi oldugu, bilhassa Gilineydogu Anadolu
Bolgesi’ne ait Mardin, Maras ve Hatay illeri arasinda kalan bolge oldugu



diistiniilmektedir [9]. Diinyanin belli bélgelerinde yayilis gdstermesine ragmen

giiniimiizde %98’1 Akdeniz iilkelerinde bulunmaktadir [10].

Zeytin, Tirkiye’de Giineydogu Anadolu, Akdeniz, Ege ve Marmara kiy1
kesimleri, Karadeniz kiyilarinda yetistirilmektedir. Zeytin i¢in uygun sartlara
sahip i¢ kesimelerde de, az miktarda da olsa zeytin yetistirildigi goriillmektedir
[11]. Tarkiye, zeytin iiretiminde diinya da 4. Siradadir. Tiirkiye’de yaygin olarak
zeytin yetistirilen yerler Sekil 1.1°de, sehirlere gore zeytin {iretimi Sekil 1.2°deki
gibidir.

Sekil 1.1: TUIK verilerine gore Tiirkiye’de zeytin yetistirilen yerler (TUIK

2013 verilerinden esinlenerek olusturulmustur) [12].

14%

12%
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4%
)
0%

iZMIR AYDIN MUGLA BALIKESIR  CANAKKALE BURSA

Sekil 1.2: TUIK verilerine gore, sehirlere gdre zeytin iiretim orani. (TUIK
2013 verileren gore olusturulmustur) [12].



Zeytin agact morfolojik olarak; 10 metreye kadar boyu uzayabilen,
dallar1 sik ve yukarilara dogru yayvan, yapraklar1 deri goriiniimlii sert, kisa ve
mizraks1 yapiya sahip, odunu g¢iirlimelere karsi dayaniklidir. Zeytin agaci
bakimi yapilmazsa ¢ali goriiniimiine biirtinebilir. Uzun siire varligini siirdiiren ve
her zaman yesil kalabilen bir agactir. Zeytin agact Nisan - Mayis aylarinda
cigeklenir, EKim - Kasim aylarinda da meyveleri olgunlasir. Meyve oOnceleri
yesil renkten daha sonra mor ve siyah renge doniisiir [10]. Zeytin meyvesinin
baz1 fiziksel oOzellikleri; tane agirhigi: 2-12 gr, meyve kabugu: %1.5-%3.5,
cekirdek kabugu: %13-%30, et orant: %66-%85’dir. Zeytin meyvesinin bilesimi;
su: %50-%70, yag: %15-%30, protein: %1-%3, lif: %1-%3, kiil: %1-%5, seker:
%2-%6, trigliserit: %99.8, doymus yag asitleri: %14, oleik asit%55-%83,
linoleik asit: %3.5-%21, linonelik asit: %0.0-%1.5, kolesterol: 0, polifenoller:
300 mg/kg, palmitik asit.: %7-5%21 oranlarindadir [11].

Meyve agaglarini birbirini takip eden senelerde, birinin digerinden fazla
rtin alindig1 olaya periyodisite denir. Zeytin bitkisinde de periyodisite 6zelligi
goriiliir. Meyvenin ¢ok oldugu y1l ‘var yili’, daha az ya da hi¢ olmadig1 y1l ‘yok
yili” olarak adlandirilir [13]. Genellikle yabani ¢esitler de periyodisite daha sik

goriliir.

Zeytin yetistirirken; sicaklik, yagis, riizgar, yikseklik ve yon kosullari
onemlidir [11]. Zeytin kurakliga dayanikli bir bitkidir ancak suyun toprakta
muhafaza edilmesi ve nem dengesinin korunmasi gerekmektedir [14]. Zeytinin

biiyiime donemlerine ait su stresinin etkisi Tablo 1.1’deki gibidir.

Tablo 1.1: Zeytinin gelisme evrelerinde su stresi [15].

Fizyolojik olay Zamani Su stresinin etkisi

Stirgiiniin bliylimesi Mart — Haziran Stirgiin biiyiimesi
azalir

Cigek tohumu olusmasi Subat - Mart Cigek tomurcugu
azalir

Cigeklenme Nisan - Mayis Abortif ¢ige olusur

Meyve tutumu Mayis - Haziran Meyve tutumu azalir

Yag olusumu Eyliil Meyve yag orani azalir




Zeytin meyvesi, farkli cesitlerde islenerek kullanilmaktadir. Zeytin
agacinin govdesinin kullanimmin yaninda meyveden elde edilen zeytinyag: tip

ve kozmetik alaninda uzun yillardir kullanilmaktadir [16].

Zeytin ve zeytinyaginin insan sagligina énemli katkilart bulunmaktadir.
[17]. Eski donemlerde zeytin yapragi tansiyona hastalar1 igin ilag olarak
kullanilmustir [18]. Bilinen en eski zeytinyagi iiretimine dair kalintilar ise 6500
yil 6ncesinin bugiinkii Israil topraklarinda kalan Haifa sehrinde bulunmustur

[19].

Zeytinyag1 da tipta onemli bir yere sahiptir. [20]. Zeytinyagi; diyabet
[21] , kanser [22], mikrobiyal hastaliklar [23] tedavi edebilecek oOzelliklere
sahiptir. Zeytinyagi ayn1 zamanda antioksidan [24] 6zellige sahiptir.

Zeytin organoleptik agidan diger meyvelerden farklilik gosterir. Diger tek
cekirdekli meyvelerde %12 ve daha fazla seker orani olmasina ragmen, zeytin de
bu oran %2.5-6 arasindadir. Ayrica diger meyvelerde olmayan oleuropein adi
verilen acilik maddesi bulunmaktadir. Zeytin de; fenolik bilesikler,
sekoiridoidler, triterpenler, biyofenoller, benzoik asit tiirevleri gibi 6nemli
bilesikler bulunur [25]. Zeytini igerisinde bulunan bilesikler Tablo 1.5’daki
gibidir.

Zeytin diinya iilkeleri ve lilkemizde de ekonomik ac¢idan 6neme sahiptir.
Insan saghgina faydasi ve bircok alanda kullanimi ekonomik degerini
artirmaktadir. Tirkiye’de zeytin ile ilgili veriler Tablo 1.2°deki gibidir.
Diinya’da zeytin iiretiminde ilk sirada Ispanya yer alirken, Tiirkiye 4. siradadur.

Diinya’da zeytin ve zeytinyagi tiretimi Tablo 1.3 ve Tablo 1.4’daki gibidir.



Tablo 1.2: TUIK zeytin istatistikleri. TUIK 2013 verilerine gore hazirlanmistir

[11].
Yillar Agac sayist Zeytin lretimi Zeytinyagi
(bin adet) (ton) iretimi
(ton)
2006 — 2007 129.265 1.767.000 165.000
2007 — 2008 139.594 1.075.854 72.000
2008 — 2009 151.630 1.464.248 130.000
2009 — 2010 153.723 1.290.654 147.000
2010 — 2011 157.156 1.415.000 160.000
2011 - 2012 155.427 1.750.000 191.106
2012 — 2013 157.904 1.820.000 195.000
2013 — 2014 390.000 183.000

Tablo 1.3: Diinya’da zeytinyag iiretimi (bin ton). TUIK 2013 verilerine gére

hazirlanmistir [26].

Ulkeler 2010/2011 2011/2012 2012/2013 2013/2014
AB 2,209,000 2,444,000 1,459,000 2,308,000
Tirkiye 160 191 195 180
Cezayir 67 39,5 66 62

Suriye 180 198 198 135

Fas 130 120 100 120
Arjantin 20 32 17 30
Tablo 1.4: Diinya’da zeytin iiretimi. TUIK 2013 verilerinden faydalanarak
olusturulmustur [26].

Ulkeler 2010/2011 2011/2012 2012/2013 2013/2014
AB 828,5 741 739,5 698
Tiirkiye 330 400 410 438
Cezayir 1925 145,5 175 168,5
Suriye 147 172 172 172

Fas 110 100 100 100
Arjantin 90 150 60 140




1.2  Gliserofosfodiester Fosfodiesteraz Enziminin Biyokimyasi

1.2.1 Gliserofosfodiester Fosfodiesteraz Enziminin Genel
Ozellikleri

Gliserofosfodiester fosfodiesteraz (GP-PDE) enzimi,
gliserofosfodiesterlerin alkol ve gliserol 3-fosfata par¢alanmasinda goérevli bir
enzimdir (Sekil 1.3) [27]. Baslica gliserofosfodisterler; gliserofosfokolin,
gliserofosfoetanolomin, gliserofosfogliserol, gliserofosfoserin, bis-

gliserofosfogliseroldiir.

GP-PDE, aynm1 zaman da; glycerophosphoryl diester phosphodiesterase
activity, glycerophosphodiester glycerophosphohydrolase activity, gene hpd
protein, IgD-binding protein D olarak da adlandirilir.

GP-PDE enzimi hem prokaryotlarda, hem de okaryotlarda tanimlanmig
[28], onemli fizyolojik, patojenik yollarda rol aldigi belirlenmis bir enzimdir
[29]. Yapilan caligmalarda enzimin biiyiikliigiiniin 55 kDa oldugu belirlenmistir.
GP-PDE enzim kodu; EC 3.1.4.46°dir [29].

GP-PDE
gliserofosfodiester  + HO s 3lkol t gliserol 3 -fosfat

Sekil 1.3: GP-PDE enzimin rol oynadig1 tepkime



Glycerophosphoryl Diester Phosphodiesterase, Putative

S
BOPD_SaB1pA_Yike:
PI-PLCc_GDPD_SF superfamily |

Sekil 1.4: GP-PDE enziminin 3 boyutlu yapisi [30].

1.3  GP-PDE Enziminin Farkh Canhlardaki islevleri

GP-PDE enzimleri birgok canlida tanimlanmis, karakterize edilmis ve
uzun yillar boyunca iyi bir sekilde korunarak bu zamana kadar ulagmis bir
enzimdir. Farkli enzimatik karakterlere sahiptir ve farkli biyolojik
fonksiyonlarda gorev alir. Ornegin patojen bakterilerde, konak canlinin immiin
sistemini kullanarak bakterinin hayattta kalmasini saglarken, memelilerde iskelet
sistemindeki hiicrelerin ¢ogalmasina, bitkilerde seliilloz birikmesine sebep
olabilir. Memelilerde bu enzimin vyedi izoformu bulunurken Arabidopsis
thaliana’da 13 homologu bulunur. Enzimlerin her biri farkli dokularda farkli

enzimatik aktiviteler gosterir.



1.3.1 GP-PDE Enziminin E.coli’deki islevi

E.coli‘de bulunan GP-PDE enzimi; gliserofosfodiesterleri gliserol 3-
fosfata (Gro3P) pargalar. E. coli’de gliserol ve Gro3P metabolizmasiyla ilgili bir
reglilon vardir [31, 32, 33]. Bu regiilon glpT adinda bir operona sahiptir. Bu
operon hem Gro3'iin sitozolden periplazmaya tasinmasini saglayan bir geni ve
aym zamanda GIpQ genini kodlar. GIpQ periplazma da lokalize olmus, Ca"
bagimli [31] ve genis bir substrat 6zgiilliigiine sahiptir [34]. E.coli’de Gro3P
tasima sistemini kodlayan ikinci bir gen vardir [35]. E.coli’de sitozolde bulunan
bu gene UgpQ ismi verilmistir. GlpQ ve UgpQ ¢ok fazla benzerlik gosterirler ve
ortak bir evrimsel orjine sahiptirler [36]. E.coli gliserofosfodiesterleri fosfat
kaynagi olarak kullanir [37]. Bu iki gen, hiicrenin fosfat ihtiyact oldugu sirada

ekspre olarak hiicrenin fosfat aghigimi giderirler [36].

1.3.2 Patojen Bakterilerde GP-PDE Enzimi

Haemophilus influenzae’da Protein D enzimi ayn1 zamanda hpd ve GIpQ
olarak da adlandirlmustir [38]. Kapsilli H. Influenzae 6zellikle ¢ocuklarda
olmak {izere, Ustyutak hastaliklarina sebep olur [39]. Kapsiilli olmayan H.
Influenzae ise; kulak iltihabi, zatiirre, kistik fibrozis ve solunum giicliigii
rahatsizliklari ile iliskilidir [40, 41, 42]. Asilar hiicre ylizeyindeki proteinlere etki
ederek islevlerini gosterirler, Protein D de hiicre yiizeyindeki proteinlerle
baglantili oldugundan dolayi, as1 yoluyla hastaliklarin tedavisi saglanabilir [43,
44].

Mycoplasma pnemonie, ponomokok hastaligina sebep olan bir
pateojendir [45]. Konakladigi canlinin lipid metabolizmasin1 kullanir.
Fosfolipidler M.pnemonie’nin besin kaynagidir. M.pnemonie’de GP-PDE
enzimini kodlayan iki gen vardir; GlpQ ve MPN566. Fakat sadece GlpQ, GP-
PDE’nin enzimatik aktivitesini saglar. GlpQ aktivite gostermedigi zamanlarda
bakteri bliyiimesi azalir, hidrojen peroksit liretimini kaybeder [45]. Boylelikle

hastaliklara sebep olan M. pnemonie islevini kaybeder, canliya zarar veremez.
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Mycoplasma hyorhinis’da GP-PDE aktivitesini saglayan GPD genidir
[46]. M.hyorhinis doku kiiltiirlerinde 6nemli kontaminasyonlara sebep olurlar ve
domuz da ¢esitli hastaliklara sebep olan bir patojendir [47, 48, 49]. Hiicre
yiizeyinde GPD aktivitesi bulunmustur. insan da mide kanseri dokularinda
varligr tespit edilmistir [50, 51]. Konak canlinin sadece hiicre yiizeyinde degil,
hiicreyi (6rnegin melanoma hiicreleri) istila ederek de yasamlarini siirdiirtirler.
M.hyorhinis’da GPD aktivitesi konak hiicrenin hiicre zarina ciddi zararlar verir

[46].

Gram-pozitif bir bakteri olan Bacillus subtilis’'da, sitoplazmik GP-PDE
enzimi YqiK olarak bilinmektedir YqiK suyun hiicrede korunmasindan

sorumludur [52].

Gram-pozitif bakteri olan Staphylococcus aureus’da A GP-PDE olarak
tanimlanmistir [53]. S. Aureus’da bulunan GP-PDE enziminin E.coli de bulunan

UgpQ enzimine benzer 6zellikler gosterdigi belirlenmistir.

1.3.3 Saccaharomyces cerevisiae’da GP-PDE Enzimi

Saccaharomyces cerevisiae (maya) molekiiler biyolojide onemli bir
model organizmadir. Bu canli iizerinde yapilan calismalar gilinlimiizde

kullandigimiz bircok bilgiye 151k olmustur.

S. cerevisiae’da GP-PDE enzimi kodlayan genler YPL110c ve YPL206c
olarak tanimlanmistir [54, 55]. YPL110c geni, 1123 aminoasitten olusan bir
sitoplazmik protein kodlar ve molekiiler agirligi 234 kDA’dur [56]. YPL100c bir
gliserofosfodiester olan GroPCho hidrolizinde gorevlidir [54]. YPL206¢ geni
321 aminoasit kopyalar ve 37 KDA molekiil agirligina sahiptir [57]. YPL206c,

hiicre zarindaki fosfotidilgliserol kontroliinii saglar [57].



1.3.4 Memelilerde GP-PDE Enzimi

Gliserofosfodiester fosfodiesteraz enzimi memelilerde beyin [58, 59],
karaciger [60], bobrek [61] ve rahim salgisindan alinan doku 6rneklerinde [62],
iskelet sisteminde [63] tanimlanmistir. Bu ¢alismalarin devaminda iki
gliserofosfodiester tanimlanmistir. Bir tanesi sitozolde, digeri membrandadir.
Farkli yaslardaki farelerin, beyinlerinin farkli bdolgelerinden alinan doku
orneklerinden gliserofosfokolinin 6zgiilliik gosterdigi goriilmiistiir. Insanda,
temporal kortex bolgesinden alinan dokuda ise iki farkli gliserofosfodisterin

aktif oldugu gozlemlenmistir. Bunlar; gliserofosfokolin ve gliseroetalonamindir.

Memelilere ait yedi farkli gliserofosfodiester fosfodiesteraz enzimi vardir
[64]. Insanda da GP-PDE enziminin yedi farkli izoformu bulunur. Bu izoformlar
cesitli sekillerde adlandirilmistir.  Izoforomlarin  kisaltmlari, isimleri ve
sinonimleri Tablo 1.5’daki gibidir. Memelilere ait GP-PDE’lerin hiicrede
bulunduklar1 yerler de farklilik gosterir (Sekil 1.5). insan GP-PDE ailesine ait
bazi alt birimlerin kromozomda yerlesim yerleri Sekil 1.6, Sekil 1.7, Sekil 1.8,
Sekil 1.9 ve Sekil 1.10°daki gibidir.

Tim memeli gliserofosfodiesterazlarmin E.coli UgpQ ile benzer grupta

oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 1.5: Memeli GP-PDE ailesi iiyelerinin hiicre i¢indeki yerlesimi. D. Corda

ve arkadaslarindan esinlenerek olusturulmustur [34].
Genomic View for GDPD1 Gene

UCSC Golden Path with GeneCards custom track
Cytogenetic band:  17q22 by Ensembl 17q22 by Entrez Gene 17g23.2 by HGNC

Chr 17
o©r o© “© o - ~ >xf ~ o~ - - - - o~ M O o - 's} l'e]
B2 B B B T BT ¥ T T T T w = TETE T =
I D I || ]
Sekil 1.6: GPDP1’in kromozom iizerindeki yerlesimi [65].
Genomic View for GDPD2 Gene
UCSC Golden Path with GeneCards custom track
Cytogenetic band:  Xq13.1 by Ensembl Xq13.1 by Entrez Gene Xq13.1 by HGNC
Chr ¥
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Sekil 1.7: GDPD2’nin kromozom iizerindeki yerlesimi [65].

Genomic View for GDPD3 Gene
UCSC Golden Path with GeneCards custom track
Cytogenetic band:  16p11.2 by Ensembl 16p11.2 by Entrez Gene 16p11.2 by HGNC

Chr 16
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Sekil 1.8: GDPD3’iin kromozom {izerindeki yerlesimi [65].
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UCSC Golden Path with GeneCards custom track

Cytogenetic band:  11q13.5 by Ensembl 11q13.5 by Entrez Gene 11q13.5 by HGNC
Chr 11
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Sekil 1.9: GDPD4’iin kromozom iizerindeki yerlesimi [65].

UCSC Golden Path with GeneCards custom track
Cytogenetic band:  11g13.5 by Ensembl 11q13.4-q13.5 by Entrez Gene 11q13.4-q13.5 by HGNC
Chr 11
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Sekil 1.10: GDPD5’in kromozom iizerindeki yerlesimi [65].

GP-PDE enzim ailesinin islevleri;

GDEZ; ilk olarak insanda, Membran Interaction protein of RGS16
(MIR16)  olarak  adlandirilmistir.  GDE1’in ~ G-protein  sinyallerinin
diizenlenmesinde rol aldig1 yapilan ¢alismalarda belirlenmistir [66]. Yapilan dizi
analizleri ve li¢ boyutlu modelleme ¢alismalarina gore insan GDEI1 enzimi,
bakterilere ait GP-PDE enzimlerine benzerlik gosterdigi goriilmistir [67].
GDEZ1 enziminin bakterilerde bulunan GP-PDE’lere benzerlik gosteriyor olmasi
aynt zamanda bu enzimin uzun yillar boyunca korunmus oldugunu
diisindiirmektedir. GDEL enzimi insanlarda 6 ekzon 5 introna sahiptir [68].
GDElenziminin in vitro sartlarda yapilan enzimatik aktivitesinin belirlenmesi
calisamalarinda, GDE1’in GroPIns fosfodiesteraz aktivitesinde gorevli oldugu
belirlenmistir. GDE1’in optimum pH 7.5 oldugunda aktivitesinin en fazla oldugu
goriilmiistir  [66].  Yapilan ¢alismalarda GDE1’in  aym1  zamanda
gliserofosfodiesterlerden farkli substratlar1 da hidroliz edebildigi goriilmiistiir

[69]. GDEl’in plazma membraninda lokalize olmus integral membran
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glikoproteindir. Ayni1 zamanda hiicrenin i¢ membraninda da lokalize olmustur

[66].

GDE2; GDE2 aynm1 zamanda insanlarda GDPDS5 olarak da adalandirilir.
Insan GDE enzimi 17 ekzon ve 16 intron icermektedir [70]. GDE2, GroPCho
(gliserofosfokolin) hidroliz eden bir enzimdir [71]. Transmembran protein olan
GDE2 motor noronlarinin farklilasmasinda onemli bir rol oynar [72]. Aym
zamanda GDE2’nin farenin ¢esitli dokularinda, kalp ve akcigerinde ekspre

oldugu goriilmiistiir [73].

Aminoasid sekanslarinda GDE2 ve GDE6’nin %43,7, GDE2 ve
GDEZ3’iin ise %34,3 benzerlik gosterdigi goriilmiistiir [73].

GDE3; ayn1 zamanda GDPD2 olarka da adlandirnilir. Ilk olarak yeni
dogan fare osteoblastinda tanimlanmustir [74]. GDE3’tin  osteoblast
farklilagsmasinda rol aldigir goriilmiistir [75]. Aymi zamanda GDE3’in kas

dokusunda ve dalakta sentezlendigi gorilmiistiir [73].

GDE3 ekspresyonunun yogun oldugu boélgeler; dalak, omurgalilardaki

kafa i¢i (calvaria) ve femurdur [76].

GDE4; ayn1 zamanda GDPDI1 olarak da adlandirilir. 10 ekzon 9 introna
sahiptir. GDE4 liyofosfolipidlerin hidrolizinde gorevlidir.

GDES; ayn1 zamanda GPCPD1 ya da GDPDG6 olarak adlandirilir.
GDES5’in yogun olarak insan beyninde ekspre oldugu goriilmiistiir [77]. Bununla
birlikte iskelet kas sistemindeki hiicrelerin ¢ogalmasinda ve farklilasmasinda

gorevlidir.

GDEG6; ayni zamanda GDPD4 olarak da adlandirilir. GDE6, fare

testislerinde yogun olarak sentezlendigi goriilmiistiir [73].

GDE7; aym zamanda GDPD3 olarak da adlandirilir. GDE7
liyofosfolipidlerin hidrolizinde gorevlidir. GDE7 ve GDE4 benzer 6zellikler
gostermektedir [78].

13



Tablo 1.5: GP-PDE enzimi izoformlarin isimleri, kisaltmalar1 ve sinonimleri

[28, 70,77].

Enzim adi

Kisaltma

Sinonim

Gliserofosfodiesterazl

GDE1

GDPD1
(Gliserofosfodiester
fosfodiesterazl),
insanlarda; GDEA4.

Gliserofosfodiesteraz?

GDE2

Insanlarda; GDPD5 GDES3.

Gliserofosfodiesteraz3

GDE3

GDPD2

Gliserofosfodiesteraz4

GDE4

GDPD4
(Gliserofosfodiester
fosfodiesteraz4) insanlarda;
GDES,
Glycerophosphodiester
phosphodiesterase domain-
containing ~ protein 4,
UGPQ, UgpQ, GDPD1

Gliserofosfodiesterazb

GDE5

GDPD5
(Gliserofosfodiester
fosfodiesterazb),
insanlarda; GDE2,
Glycerophosphodiester
phosphodiesterase domain-
containing  protein 5,
GPCPD, GDPD6

Gliserofosfodiesteraz6

GDEG6

GDPD4

Gliserofosfodiesteraz7

GDE7

GDPD3




1.3.5 Bitkilerde GP-PDE Enzimi

Bitkilerde bulunan GP-PDE enzimi, molekiiler ve biyokimyasal
ozelliklerinden dolay1 bitkinin biiyiime ve gelismesinde 6nemli rol oynar [79].

GP-PDE enzimi ilk olarak bitki hiicrelerinin vakuollerinde ve hiicre
duvarinda tanimlanmistir [80]. Baslangigta; Lupinus albus (iki GP-PDE
tammmlanmustir), Nicotiana tabaccum, Acer pseudoplatanus bitkilerinde
belirlenmistir [80, 81, 82]. Kapsamli olarak ise Arabidopsis thaliana’da
calisilmustir [79].

A. thaliana’da yapilan genom analizleri sonucu GP-PDE enziminin ait 13
homolog (Sekil 1.11) bulundugu ve bunlarin iki alt birimlere ayrildig:
belirlenmistir. Bu iki grup Type A ve Type B olarak adlandirilmistir. Type A
enzimleri; AtGDPD1, AtGDPD2, AtGDPD3, AtGDPD4, AtGDPD5, AtGDPD6
olarak isimlendirilmistir. Type B enzimleri; AtGDPDLI1, AtGDPDL2,
AtGDPDL3 (aym1 zamanda SHV3 olarak da isimlendirilir), AtGDPDLA4,
AtGDPDL5, AtGDPDL6, AtGDPDL7 olarak isimlendirilmistir. Type A
enzimlerinin bakteri GP-PDE enzimleri ile benzerlik gosterdigi, Type B
enzimlerinin ise, bitkilere 06zgii GP-PDE enzimleri oldugu goriilmistiir.
AtGDPDL3 (SHV3), enziminin hiicre duvart organizasyonunda gorev aldigi
gortilmistiir [84].

AtGDPD genlerinin inorganik fosfat yoklugunda, inorganik fosfat
kaynagi olan gliserofosfodiesterleri parcalayarak hiicrenin fosfat eksikligini
gidermek i¢in gerekli biyosentez reaksiyonlarinda rol aldigi goriilmiistiir [83]. L.
albus bitkisindede GP-PDE’nin fosfat yoklugunda aktivitesinin arttigi
gbzlemlenmistir [82]. Arabidopsis thaliana ve diger bazi organizmalara ait GP-

PDE enzimlerinin filogenetik yakinliklar1 belirlenmistir.
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B GDPD domain
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Sekil 1.11: Arabidopsis thaliana’ya ait GP-PDE ailesi. Yuxiang Cheng ve ark.

2011°den esinlenerek olusturulmustur [79].



1.3.6  GP-PDE Enziminin Bitkiler i¢in Onemi

1.3.6.1 Bitkilerde Fosfat Achgi ve Membrandaki Lipit
Organizasyonu

Fosfat (inorganik fosfat; P;) bitkiler i¢in onemli bir besin kaynagidir.
Topraktaki P; sinirlidir ve bitki kokleri topraktan inorganik fosfat alamayabilir
[85]. Bitkiler inorganik fosfati disaridan ya da fosforlu madde igeren
molekiillerden temin ederler. Koklerde bulunan kilcal yapilar inorganik fosfati
topraktan alip bitkinin ihtiyacini karsilamasinda 6nemli rol oynar [86]. Alternatif
olarak bitki metabolizmasi, membranda bulunan lipitleri kullanarak inorganik

fosfat ihtiyacini kargilar [87].

Arabidopsis thaliana’da yapilan c¢alismalarda da inorganik fosfat
eksikliginde ¢esitli diizenlemeler oldugu goriilmiistiir. Fosfat eksikligi,
membranda bulunan fosfolipidlerin hidrolizi ve galaktolipit biyosentezi yoluyla

giderilmeye ¢aligilir [88].

Prokaryot ve Okaryotlarda (bitkiler harig), fosfolipidlerin hidrolizi
fosfolipaz A (PLA) ve fosfolipaz B (PLB) tarafindan gergeklestirilir [89].
Bitkilerde fosfolipidlerin hidrolizi lipit agil hidrolaz (LAH) tarafindan
gergeklestirilir [90]. LAH nin yaninda GP-PDE da bitkilerdeki fosfolipidlerin
hidrolizinde gorevlidir [37].

GP-PDE, gliserofosfodiesterlerin gliserol 3-fosfat (G3P) ve alkole
hidrolizinde gorevli bir enzimdir. G3P, lipid metabolizmasina katilarak hiicre

membraninda yer alan lipidlerin sentezinde de gorevlidir. G3P Kennedy yolagi
(Sekil 1.12) ile bu sentez de rol alir [88].
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Fosfotidiletolanamin Triacilgliserol Fosfotidilgliserofosfat

! !

Fosfotidilserin Fosfotidilgliserol

Wy
Kardolipin

Sekil 1.12: Kennedy yolagi. William T. Wickner’den esinlenerek,

diizenlenerek olusturulmustur [91].

Glikoliz reaksiyonlarinda da G3P rol alir. G3P, gliserol 3-fosfat
dehidrogenaz (GPDH) enzimi tarafindan dihidroksi aseton fosfata (DHAP)
donistirilerek glikoliz reaksiyonlarma katilir. Bu metabolik olay plastidlerde
gergeklesmez, ¢linkii GPDH enzimi mitokondri ve sitozolde etkinligini gosterir

[92].
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Sekil 1.13: G3P’nin glikoliz reaksiyonlarina katilma basamaklari. Yuxiang

Cheng ve ark. 2011°den esinlenerek olusturulmustur [79].

Arabidopsis thaliana’da bulunan Type B enzim ailesine ait AtGDPDL3
(SHV3), bitkide selilloz birikmesi icin gereklidir ve hiicre duvari
organizasyonunda gorevlidir [93]. SHV3 aym zamanda kok tiiylerinin

morfogenezinde 6nemli bir rol oynar [94].
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ER
G3P —> LPA —> PA

tpc — PA TONOPLAST

G3P > LPA —> PA > MGDG
PLASTID

Sekil 1.14: G3P’nin lipit metabolizmasina katilmasi. Nakamura, 2013’den

esinlenerek olusturulmustur [88].

Tablo 1.6: Arabidopsis thaliana’da inorganik fosfat eksikliginde gorevli

genler. Nakamura, 2013’den esinlenerek olusturulmustur [88].

GEN EKSPRESYON SUBSTRAT LOKALIZASYON
DOKUSU

GDPD6 Polen, embriyo, | ? ?
geng govde

GDPD1 Polen, embriyo, kuru | GPC, GPG, GPE Plastidler
tohum
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2. MATERYAL VE METOD

2.1  Biyoinformatik Analiz

Gliserofosfodiester fosfodiesteraz geninin ve proteinin hangi 6zelliklere
sahip oldugu hakkinda bilgi edinebilmek i¢in farkli veri tabanlarindaki

programlar kullanildi.

Balikesir Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii’nde daha
onceki yillarda olusturulmus zeytin bitkisine ait CDNA kiitiiphanesinden almig
oldugumuz bir dizinin hangi canliya ait oldugunu, hangi niikleotit dizisiyle
benzerlik gosterdigini belirlemek igin NCBI (National Center for Biotechnology
Information) NR (Non-Redundant) veri tabanindaki BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) programindan [95] “nBLAST” (Nucleotide Basic Local
Alignment Search Toll) sekmesi yardimiyla benzerlik gosteren niikleotit dizileri
bulundu. Daha sonra bu cDNA dizisi BioEdit programindaki [96] “Sorted Six —
Frame Translation” bolimii yardimiyla ve Expasy web sitesindeki

(http://www.expasy.org) “Translate” programi [97] yardimiyla aminoasit dizisi

ayrt ayr iki program tarafindan belirlendi. Elde edilen aminoasit dizisine gore
NCBI veri tabanindaki BLAST boéliimiinden “pBLAST” (Protein Basic Local
Alignment Search Tool) sekmesi kullanilarak hangi protein dizisine ve hangi

gen ailesine benzedigi tespit edildi.

cDNA dizisinin GeneScan programi [98] kullanilarak amino asit sayisi,
intronlar ve intronlarin hangi niikleotitten bagslayip hangi niikleotitle sonlandigi

ve icerisinde kag¢ ekzona sahip oldugu tespit edildi.

Elde edilen verilere gore gliserofosfodisester fosfodiesteraz geninin hangi
gen ile yakin akraba ve ylizde yiliz benzerlik gdsterdigini tespit etmek i¢cin CLC

Genomics [99] programi kullanildi.
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Gliserofosfodiester fosfodiesteraz geninin aktif bolgesinin ve bu bolgenin
ozelliginin ne oldugunu tespit etmek i¢in NCBI veri tabanindaki CDD
(Conserved  Domain  Database)  programi  kullanilarak  belirlendi.
Gliserofosfodiester fosfodiesteraz geninin 3 boyutlu yapisini ve domainlerinin

dizilerini tespit etmek i¢in de Cn3D programi [30] kullanildi.

Zeytin de bulunan gliserofosfodiester fosfodiesteraz geninin cDNA
dizisinin niikleotit yapisi, aminoasit dizisi BioEdit programi kullanilarak
belirlendi. Ayn1 zamanda gliserofosfodiester fosfodiesteraz geninin farkli zeytin
cesitlerindeki niikleotit dizisi formunun farklilik gosterip gostermedigi tespit
edildi. Bunun yapilmasi igin ¢ogaltilan DNA &rneklerinin LIGAND (Izmir)
ticari firmasindan gelen dizileme sonuglar1 BioEdit programinda diizenlenerek
hizaland1 ve diger zeytin ¢esitleriyle karsilastirilarak analiz edildi. Karsilastirilan
diziler arasinda akrabalik derecelerine bakabilmek icin Phylogeny.fr programi

[101] kullanilarak filogenetik aga¢ olusturuldu.

2.2 Kullanilan Cam Malzeme ve Plastik Malzemelerin

Hazirlanmasi

Bu calisma boyunca kullanilan cam malzemeler, PCR tiipleri, pipet
uglari, ependorf tiipleri ve yiiksek 1siya dayanikli diger malzemeler ¢alismalara
baglamadan 6nce 121 °C’de 20 dakika siireyle 1 atm basingta otoklavlanarak
steril edildi.

2.3  Bitki Materyali Toplama

Calismalarda kullanilmak tizere, zeytin (Olea europaea L. ) gesitlerinden
yaprak, meyve, cicek dokularindan o6rnekler toplandi. Ornekler, Edremit
Zeytincilik Fidan Uretme Istasyonu’nun bahgesindeki agaglardan toplandi. Her
ornek toplandiginda; hava durumu, tarih, toplanan doku ornekleri ve hangi

agactan toplandigina dair bilgiler not edildi. Toplanan Ornekler Balikesir

22



Universitesi Merkez Laboratuari’ndan alman sivi azot icerisinde laboratuvara

getirildi. Uzun siire saklanabilmesi i¢in -80 °C dolabina yerlestirildi.

24  DNA lzolasyonu

Gliserofosfodiester fosfodiesteraz geninin zeytin (Olea europaea L.)
cesitleri arasindaki farkliligin olup olmadigimi belirleyebilmek icin gDNA
izolasyonu yapildi. Izolasyon i¢in Qiagen, Hilden, Germany DNeasy Plant Mini
Kit (50) (Kat No: 69104) kullanilarak kitin igerisinde bulunan prosediire gore su
sekilde gergeklestirildi; izole edilecek ornekler -80 °C’den c¢ikartilip steril
havanlarda s1v1 azotla beraber toz haline gelinceye kadar ezildi. Uzerine 400 ul
AP1 ve 4 ul RNase A eklendi ve vorteks yapildi. 10 dakika 65 °C’de bekletildi.
Uzerine 130 ul P3 eklendi ve 3 dakika buzda bekletildi. 5 dakika 14000 rpm’de
santrifiij edildi. Supernatant QIAshredder kolona alindi ve 2dakika 14000
rpm’de santrifiij edildi. Kolon atild1 supernatant yeni bir ependorfa alindi. 900 pl
AWT1 eklendi ve pipetaj yapildi. Karigimdan 650 pl DNeasy mini spin kolona
alind1 ve 1 dakika 8000 rpm’de santrifiij edildi. Kolona karigimin geri kalani
alind1 ve 1 dakika 8000 rpm’de santrifiij yapildi. Altta kalan siv1 atildi. Kolona
500 ul AW2 eklendi ve 2 dakika 14000 rpm’de santrifiij edildi. Kolon yeni
ependorfa alindi lizerine 100 pl AE eklendi. 5 dakika oda sicakliginda bekletildi.
1 dakika 8000 rpm’de santrifiij yapildi. Bu son basamak tekrarlanarak yeni bir
ependorfta 2. elusyon elde edildi.

2.5  Primerlerin Dizaym ve Sulandirilmasi

PCR deneyleri i¢in genimize 6zel primerler Primer3 programi [102]
kullanilarak tasarlandi. Tasarladigimiz primerler Macrogen (Korea) firmasindan
temin edildi. Primerler labaratuara geldikten sonra niikleazlardan arindirilmis
sudan primerlerin {izerinde yazan su miktar1 kadar eklendi. 100 pL primer
hazirlamak i¢in 10 pL sulandirdigimiz primer stogundan 90 plL de niikleazlardan

arindirilmis su eklendi ve kullanima hazir hale getirildi.
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2.6 PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

PCR reaksiyonlar1 25 pL’lik toplam hacimde manuel ve mix olmak iizere
iki cesit olarak kuruldu. Manuel PCR reaksiyonlar i¢in; forward ve reverse
primerlerinden 1’er uL, 2.5 pL NH;SO4 1.5 pLL MgCl, 0.4 puL dNTP, 1.5
DMSO, 0.3 uL Taq polimeraz, 14.8 uL. dH,0, gDNA veya cDNA o6rneginden
2uL kalip olarak kullanildi. Mix PCR reaksiyonlari igin; 1’er pL forward ve
reverse primerlerinden, 8.5 uL dH,O, 12.5 pL Mix, gDNA ya da cDNA
orneklerinden 2pL kalip olarak kullanildi. Genin klonlama, polimorfizm ve
intron belirlenmesinde kullanilacak DNA 6rnekleri tasarlanan uygun primerlerle
PCR’da ¢ogaltild1.

2.7 Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi i¢cin yurt igcindeki firmalar aracilifiyla temin
edilen Atto marka (Tokyo, Japonya) elektroforez sistemi kullanildi.
Elektroforezde kullanilan Agaroz (Katalog No: A9539-100G) Sigma
(Taufkirchen, Almanya) firmasindan temin edildi. TBE tampon ¢o6zeltisi i¢in
gerekli olan trizma bazi (Katalog No: 0826-500G) Amresco (Solon, Ohio)
firmasindan, borik asit (Katalog No: A0768, 1000) ve EDTA (Katalog No:
A5097, 0250) ise Applichem (Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edildi.
Elektoroforez de kullanmak icin TBE (0.5 X) tampon ¢o6zeltisi hazirlandi.
Zeytinden elde ettigimiz gDNA, ¢cDNA ve RNA orneklerini agaroz jel
elektroforezinde gozlemleyebilmek i¢in %0.8’lik agaroz jeli hazirlandi. Agaroz
jeli hazirlarken; 0.8 gr. agaroz tartildi ve 100 mL TBE (0.5 X) tampon igerisine
eklenip kaynatilarak agarozun erimesi ve karigsmasi saglandi. Karisim ceker
ocaga alindi ve sogumaya birakildi. Bu sirada jel kaseti ve taraklar saf su ile
yikandi. Karisim sogudugunda 1.5 pL Etidyum Bromiir (EtBr) eklendi. EtBr
ilave edilen karisim jel kasetine dokiildii, taraklar yerlestirildi ve polimerlesmesi
beklendi. Daha sonra taraklar ¢ikarildi ve boylece orneklerin yiiklenecegi

kuyucuklar hazir hale getirildi. Elektroforez tankina jel yerlestirildi ve {izerini
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kapatacak miktar kadar TBE (0.5 X) tampon ¢dzelitisi eklendi. Ik kuyucuga
markir, diger kuyucuklara ornekler yiiklendi. Markir, Fermentas (Vilnus,
Litvanya) firmasindan temin edildi. (Katalog No: SM1333). Manuel PCR’da;
drneklerden 5 pL DNA, 1 pL (6 X) yiikleme boyasi (Fermantes GeneRuler™
DNA Ladders (Katalog No:SM1333)) karistirilarak yiiklendi. Mix PCR i¢in
yiikkleme boyasina gerek duyulmadi, kuyucuklara 5 pL. DNA yiiklendi ve
yiiriitiildii. Ornekler 140 volt elektrik akimiyla 35 dakika yiiriitiildii. Yiiriitiilen
DNA ve RNA omekleri UV goriintiileme cihazinda gozlendi ve fotograf
kaydedildi.

2.8  Toplam RNA izolasyonu

Gliserofosfodiester fosfodiesteraz geninin  zamansal ve dokusal
ekspresyon seviyesini belirleyebilmek i¢in 12 ay boyunca toplanan ‘var yili’ ve *
yok yil’ zeytin agaclarindan toplanip -80 °C’de muhafaza edilen 6rneklerden
RNA izolasyonu yapild. Izolasyon i¢in Qiagen, Hilden, Germany RNeasy Plant
Mini Kit, (Kat. No: 74904) kullanildi ve kullanim klavuzu takip edilerek su
sekilde gergeklestirildi: -80 °C’de muhafaza edilen zeytin 6rnekleri steril havanin
icerisine konulan sivi azot ile toz haline getirildi. Toz hali ependorfa alindu.
Uzerine 450 puL RLT tamponu eklendi ve homojen olmasi igin vortekslendi.
Kitin igerisindeki lila renkli kolona 6rnek aktarildi ve 13 000 rpm’de 2 dakika
santrifiij edildi. Sivi kisim alinarak 1.5 pL’lik steril ependorfa aktarildi. 225 pL
etanol eklendi ve alt iist edildi. Ornekten 650 pL alinarak kitin igerisindeki
pembe renkli kolona aktarildi ve 10 000 rpm’de 15 saniye santrifiij edildi. Altta
kalan kisim atildi. Kitin igerisinde bulanan RW1 tamponundan 700 pL eklendi.
10 000 rpm’de 15 saniye santrifiij edildi. Altta kalan kisim atildi. 2 mL’lik steril
toplama tiiplerine kitin icerisinde bulunan kolonlar yerlestirildi. 500 uL. RPE
tamponu eklendi. 10 000 rpm’de 15 saniye santrifiij edildi. Bu basamak 2 defa
tekrarlandi. Etanol’iin tamamen ug¢masi i¢in kolon 30 saniye bos bir sekilde

santifiij edildi. Ornegin iizerine 30 uL. DEPC’li su ilave edildi ve 10 000 rpm’de
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1 dakika santiftij edildi. Bu basamak bir kez daha tekrar edildi. 60 pL’lik
DEPC’li su iginde RNA o6rnekleri elde edildi.

29 cDNA Eldesi

cDNA elde ederken RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis
Kit (Fermentas, Vilnius, Litvanya, Kat. No: K1631) kullanild1. Kitin igerisindeki
prosediir takip edilerek su sekilde yapildi: 5 uL total RNA, 1 pL oligo DT, 6 uL
DEPC’li su ependorfa eklendikten sonra karisim 3-5 saniye santrifiij edildi. 5
dakika 70 °C’de inkiibe edildi. Islemler bittikten sonra buzda bekletildi. Bu
asamdan sonrasi buz {lizerinde ¢alisildi. 4 pL 5X tampon eklendi. 1 uL
riboniikleaz inhibitorii ve 2 uL. ANTP eklendi ve birkag¢ saniye santriflij edildi.
37 °C’de 5 dakika inkiibe edildi. 1 pL Reverse Transkriptaz enzimi eklendi. 42
°C’de 60 dakika ve sonrasinda 10 dakika 70 °C’de inkiibe edildi.

2.10 Real - Time PCR

Zeytin agaclarindan 12 ay boyunca ve belirlenen dokulardan alinan
orneklerden RNA izole edildi. Ters transkipsiyon ile elde edilen cDNA
ornekleri kalip olarak kullanildi. Real-Time PCR i¢in ExicyclerTM 96
BIONEER cihaz1 kullanildi. Real-Time PCR kurarken kullanilan cihaza
uyumlu 96 kuyucuklu tabakalara malzemeler konuldu. Her bir kuyucuga, 1 uLb
cDNA kaliby, , 1 pL R primer, 1 pLL F primer, 17 pL saf su eklendi. 1 dongii; 5
dakika 94 °C’de, 35 dongii; 25 saniye 94 °C’de, 25 saniye 55 °C’de, 30 saniye
72 °C’de, 1 dongii; 1 dakika 72 °C’de olacak sekilde gerceklestirildi. Kontrol
primeri olarak; GPDH, Ubiquitin ve Siiperoksit dismutaz kullanildi. Genin
primerleri icin ise 6zel olarak PRIMER3 programindan faydalanarak primerler

tasarlandi.
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Tablo 2.1: Real-Time PCR’da kullanilacak primerler

Forward primer ATTACTTGTGGCCAGGTTGC

Reverse Primer CCGACTTCCCAATAACTCCA

2.11 Klonlama Basamag

Genimizin genomik DNA’sindan bir cDNA daha 6nce elde edildi. Elde
edilen cDNA’ya gore klonlamada kullanilacak primer tasarlandi. Primerlerin
kontrolii i¢in PCR kuruldu. Tasarlanan primerlerin ¢alisip ¢alismadigi kontrol
edildi. PCR su sekilde yapildi; 2°ser uL forward ve reverse primerler eklendi, 2
pL cDNA, 19 pL saf su eklendi. Mix karigiminin en son eklenmesine dikkat
edildi ve 25 pL Mix eklendi.

Tablo 2.2: pLATES1 vektoriine klonlama galismalarinda kullanilan primerler

PRIMERIN ADI | PRIMER DIiZziSi

LIC Forward | 5 TAATACGACTCACTATAGGG 3'
Sequencing
primer

LIC Reverse | 5 GAGCGGATAACAATTTCACACAGG 3
Sequencing
primer

Forward Primer 5'
GGTGATGATGATGACAAGATGTATAAGCAGCAGTTTCTAGT
3!
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2.11.1 Piirifiye DNA Eldesi

Klonlama yaparken kullanilacak kalip DNA’y1 elde ederken;
tasarladigimiz primerlerle PCR kuruldu. Cikan sonuca gére PCR Ornegi jele
yiiklendi, yiritildii. GenJET Gene Extraction Kit (Fermantes Vilnius, Litvanya
Kat. No: K0691) kullanildi. Jel su asamalardan gegirildi ve piirifiye DNA elde
edildi; uv altina alinan jel, 6rnegin bulundugu kuyucuklardan kesildi, ependorfa
alind1. Uzerine 350 pL Binding tampon eklendi. 10 dakika 55 °C’de bekletildi.
Kitin igerisinde bulunan kolona 800 pL 6rnek konuldu. 1 dakika 14000 rpm’de
santriflij yapildi. Kolonun igerisine 100 uL Binding tampon eklendi. 1 dakika
santrifiij yapildi. Kolonun altinda bulunan tiip atildi. Kolona 700 pL Wash
tampon eklendi ve 1 dakika santrifiij yapildi. 50 pL Elusyon tampon kolona
eklendi ve 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. 1 dakika santrifiij yapildi. DNA

kolondan alttaki tlipe ge¢mis oldu ve kolon atilarak islem tamamlandi.

2.11.2 Genin Plate51 Vektoriine Klonlanmasi

Elde edilen piirifiye DNA kalip olarak kullanilarak aLICator™ LIC
Cloning and Expression Set 1 (Fermentas Vilnius, Litvanya Kat. No: 1271) Kiti
icerisinde yazan prosediire takip edilerek su sekilde yapildi; 7 puL piirifiye DNA,
2 uL LIC tampon, 1 puLL. T4 DNA polimeraz eklendi. Bu islemleri yaparken buz
iizerinde c¢alisildi. Kullanilan malzemeler -20 °C’de dolapta bulunan kitin
igerisinden tek tek ¢ikarilarak kullanildi. Bu ii¢ malzemeyi ekledikten sonra oda
sicakliginda 5 dakika bekletildi. Ardindan 0.6 pL EDTA ve 1 pL plate51
eklendi. 5 dakika oda sicakliginda bekletildi, islem tamamlandi.
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2.11.3 Kompretan Hiicre Hazirlanmasi

Elimizde bulunan kompetan hiicre antibiyotik icermeyen LB agara ekildi.
1 gece 37 °C inkubasyona birakildi. Ureme gerceklestikten sonra tek koloni
secilip 5 mL sivi LB’ye (antibiyotik icermeyen) alindi. 37 °C’de 1 gece 200
rpm’de ¢alkalayici etiivde bekletildi. 80 mL sivi LB’ye 2 mL 6n kiiltiirden
eklendi. ODggo = 0.2 olana kadar 37 °C’de ¢alkamaya devam edildi. ODggo = 0.2
oldugunda 1.6 mL 1M MgCL,, 888 uL 1M glikoz eklendi ve 37 °C’de
calkamaya devam edildi. ODggo = 0.5 olana kadar g¢alkalandi. ODgy = 0.5
oldugunda buz i¢inde +4 °C’ye kaldirildi ve 2 saat bekletildi. +4 °C’de 5000
rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Supernatant atildi. Pellet 40 mL tritalasyon
tamponunda ¢ozildii. Pellet ¢oziiliince 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve
supernatant atildi. Pellet iizerine herhangi bir sey eklenmeden 1 dakika 5000
rpm’de santriflij edildi. Supernatant atildi. Pellet %15 gliserol igeren 4 mL
tritalasyon tamponunda ¢oziildii. Kompetan hiicreler, 10 mL steril %40’ lik

gliserol eklenerek ependorflara 50 pL paylastirilarak -80 °C’ye kaldirildu.

2.11.4 Cogaltma Susuna Aktarim

-80 °C’de muhafaza edilen kompetan hiicreleri ile hazirladigimiz
ligasyon tiiriiniinii ayni tiipe aldik. Kompetan hiicre olarak Escherichia coli
DH10B hiicreleri kullanildi. Islem buz iizerinde gergeklestirildi. Buzda 30 dk.
bekletildi. Ardindan 42 °C’de 90 sn 1s1 sokuna maruz birakildi. Hemen tekrar
buza alinarak 5 dakika bekletildi. Tiipiin i¢erisine 450 uL LB broth eklenerek 37
°C’de 1.5 saat ¢alkalandi. Bu islemin ardindan onceden hazirlanmis olan petri

kaplarindaki LB agara (ampisilinli) ekim yapildi ve 1 gece 37 °C’de bekletildi.
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2.11.5 Kolonilerin Tespiti ve Secimi

LB agara ekim yapildiktan sonra 1 gece bekletilen bakterilerin koloni
olusturup olusturmadig: tespit edildi. Olusan kolonilerden alinarak sulandirildi
ve genin aktarilip aktarilmadigini tespit emek i¢in PCR yapildi. Sulandirma
islemi icin; sec¢ilen koloniler ependorfa alindi ve tlizerine 10 pL saf su ilave
edildi. PCR igin su malzemeler ve miktarlar1 kullanildi; 1 pL sulandirilmisg
DNA, 1 uL forward primer, 1 uL reverse primer, 9.5 uL saf su, 12.5 uL. mix pcr
tipiine eklendi. Bu islemler buz iizerinde gerceklestirildi. En son olarak mix
malzemesinin konulmasina dikkat edildi. PCR cihazina konulmadan 6nce pipetaj
yapilarak malzemelerin homojen olarak karigmasi1 saglandi ve PCR

gerceklestirildi.

2.11.6 Plazmit DNA izolasyonu

Koloniler taranarak PCR gergeklestirildi. PCR sonucunda en parlak
banda sahip olan pcr tiipiindeki koloni 6rnegi falkona alindi ve {izerine 10 mL
LB Broth ve 10 pL ampisilin eklendi. Falkon agzi hafif bir sekilde ¢alkalamali
inkiibatore konuldu ve 1 gece 37 °C’de bekletildi. Plazmit izolasyonu igin
Genelet Plazmit Miniprep Kit kullanildi ve igerisinde yazan prosediire gére su
sekilde gerceklestirildi; biiyiitiilmiis plazmitler 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi. 5 ependorfa 850 uL supernatan eklendi. Uzerinde 150 uL %90 gliserol
eklendi.-80’de saklandi. Kitte bulunan Resuspansion solution RNase A ile
muamele edilmeden kullanilmadi. Kitte bulunan Wash tampon etanol ile
muamele edilmeden kullnilmadi. 1 mL Resuspansion solution igerisine 10 uL
RNase A ilave edilerek hazirlandi. Pellet tizerine 250 uL. Resuspansion solution
eklendi ve pipetaj yapildi. 250 pL lizis soliisyon eklendi ve yavasga pipetaj
yapildi. Bu karisim ependorfa alindi. Uzerine 350 puL Neutralization soliisyon
eklendi ve 5 kez alt iist edildi. 5 dakika 14000 rpm’de santrifiij yapildi.
Supernatant kolon tiipiine aktarildi ve pellet atildi. 1 dakika 14000 rpm’de

santrifiij edildi ve alttaki siv1 atildi. 500 pL. Wash solusyon kolonun iizerine
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eklendi. 1 dakika 14000 rpm’de santrifiij edildi. Alttaki siv1 atildi. Kolona 500
pL Wash solusyon eklendi. 1 dakika 14000 rpm’de santrifiij edildi. Altta kalan
stv1 atildi. Kolonun {izerine bir sey eklenmeden 1 dakika 14000 rpm’de santrifiij
edildi. Alt kisitmdaki tiip atildi. Kolonun altinda yeni bir ependorf koyuldu. 50
puL eliisyon tampon eklendi ve 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. 2 dakika
14000 rpm’de santrifiij yapildi. 20 uL eliisyon tampon kolona eklendi, 5 dakika
oda sicakliginda bekletildi. 2 dakika 14000 rpm’de santriflij yapildi ve islem

tamamlandi.

2.11.7 Ekspresyon Susuna Plazmit Transformasyonu ve IPTG ile

indiiklenmesi

izole edilen plazmitten 3 pL almarak E.coli BL21 hiicrelerine transforme
edildi. Aktarilan plazmit LB agara ekildi ve 1 gece 37 °C’de inkiibasyona
birakildi. Ureme sonucu LB agardan segilen tek bir koloni LB broth’a ekildi. LB
broth’a ekerken; 10 mL LB broth, 10 pL ampisilin ve koloni ependorfa alind1 ve
1 gece 37 °C’de ¢alkalamali inkiibatorde bekletildi. 1 gece sonunda iireme
gergeklestiginde, 90 mL LB broth, 10 mL inkiibatérden alinan kiiltiir ve 12.5 uL
ampisilin ependorfa alindi. Yaklagik 2 saat 37 °C’de ¢alkalamali inkiibatorde
birakildi. 2 saat sonra ornekten 200 pL alinarak spektrofotometre de Ol¢iim
yapildi. OD degeri 0.6 olana kadar ¢alkalamal1 inkiibatorde bekletildi. OD degeri
0.6 oldugunda artik gen, protein sentezi yapabilecek kapasiteye ulastigi i¢in
IPTG ile indiiklendi.1 mL IPTG erlene ekildi ve 1 gece 37 °C’de ¢alkalamali

inkiibator de birakilarak indiiklenmesi gergeklestirildi.

2.11.8 Hiicreleri Coktiirme

1 gece 37 °C’de calkamali inkiibatorde IPTG ile indiiklenme isleminden
sonra hiicreler 50 mL’lik falkonlara paylastirildi. 20 dakika 4000 rpm’de
santrifij yapildi. Bu islem iki kez tekrarlandi. Supernatant atildi. Lizis islemi

icin kullananilana kadar -20 °C’de saklandi.
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2.11.9 Lizis Islemi

-20 °C’de saklanan 6rnek alindi ve tizerine 2 mL lizis tampon eklendi.
Pellet ve lizis tampon iyice ¢oziildi. 100 nL. PMSF eklendi ve pipetaj yapildi.
125 uL lizozim eklendi ve pipetaj yapildi. 15 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Mukusa benzer bir yap1 goriildiigiinde lizis islemi gergeklestigi gortildi. 10
dakika buzda bekletildi. Iki ependorfa drnekler paylastirildi. 5 dakika 14000
rpm’de santrifiij yapildi. Pellet atildi ve iistte kalan sivi baska bir ependorfa
alindi. Hemen kullanilacaksa +4 °C’ye, daha sonra kullanilacaksa -20 °C’ye

ornekler kaldirild.

2.11.10 SDS-PAGE Jelinde Orneklerin Yiiriitiilmesi

SDS-PAGE jeli i¢in gesitli soliisyonlar hazirlandi.

SDS-PAGE jeli; ayirma jeli (alt jel) ve yigma (iist jel) jeli olarak iki

tabakadan olusmaktadir.

SDS-PAGE %15’lik ayirma jeli i¢in; 2.5 mL Lower tampon, 3.75 mL
bisakrilamid, 3.75 mL saf su, 100 uL %10’luk APS, 10 uL Temed kullanildi.

SDS-PAGE %5’lik yigma jeli i¢in; 2.5 ml Upper tampon, 1.25 ml
bisakrilamid, 6.14 ml saf su, 100 pL %10’luk APS, 10 uL Temed kullanildi.

SDS-PAGE tamponu hazirlamak i¢in %10’luk SDS kullanildi.

Jel hazirlanirken belirtilen malzemeler karistirildi. Ilk olarak ayirma jeli
hazirland1 ve jel kasetine o dokiildii. Malzemeler karigtirilirken en son APS
konuldu. Kasete dokiilen jelin iizerinin diiz olabilmesi i¢in ayirma jelinin iizerine
izopropanol ilave edildi. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra jelin iizerindeki
izopropanol dokiildii. Ayirma jeli tamamlandiktan sonra yigma jeli hazirlandu.
Yigma jeli haziranirken son olarak APS karigima ilave edildi. Yigma jeli igin

hazirlanan karisim, ayirma jelinin {izerine dokiildii. Orneklerin yiiklenebilecegi
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kuyucuklar olusturmak icin yigma jelini doktiikden sonra tarak yerlestirildi ve

polimerizasyona birakildi. Polimerizasyon gergeklestikten sonra tarak ¢ikarildi.

2.11.11 Western Blot

Western ic¢in kullanilacak Ornekler kuyucuklara yiiklenmeden Once
boyama isleminden gegirildi. Boyama isleminde; Western Blot i¢in kullanilacak
kitin igerisinde bulunan boya kullanildi. Boya iizerinde yazan miktara gére drnek
ve boya su miktarlarda karistirildi; 6rnekten 30 pL, boyadan 10 pL alinarak
ornek boyama islemi gergeklestirildi. Ornekler boyandiktan sonra 10 dakika 100
°C’de bekletildi. Western Blot tankina yiiritme tamponu konuldu. Kasetlere
orneklerin yiiklenecegi kuyucuklarin bulundugu jel yerlestirildi. Boya ile
muamele edilmis ornekler jele yiiklendi. Ornekten 40 pL, markirdan 3 pL
yiiklendi. Jelin yliriitiilmesi i¢in ise; yigma jeli 90 volt 20 dakika, ayirma jeli 120
volt 1.5 saat kosullar1 ayarlandi. Yiiriitiilen jel kasetlerde bulunan camlarin
arasindan dikkatlice cikarildi. Bir kaba alindi ve commensie blue boyasi ile
boyandi. 45 dakika +4 °C calkalamali inkiibatérde bekletildi. Boya 6nce su,
ardindan SDS renk agma soliisyonu ile yikandi. SDS 8renk a¢ma soliisyonunda
1 gece galkalamali inkiibatorde bekletildi. BioRad (Amerika) Trans-Blot Turbo
Blotting System cihazi kullanildig1r protokle gore, transfer islemi su sekilde
gergeklestirildi. Sirasiyla; kurutma kagidi, jel, membran, kurutma kagidi
yerlestirildi. Program 1.3A, 25V, 7 dakika ayarlandi. Cihazdaki islem bittikten
sonra membran alind1 ve 1X TBS ile 10’ar dakika ara ile 3 kez yikandi. Yikama
isleminden sonra Blocking tampon igerisinde 1 saat calkalamali inkiibatorde
bekletildi. 1 saat sonunda tekrar 10’ar dakika arayla 3 kez 1X TBS ile yikandi.
Yikama bittikten sonra antibody eklenerek 1 saat calkalamali inkiibatorde
bekletildi. Ardindan tekrar 10’ar dakika ara ile 3 kez yikandi. Thermo Scientific
(Amerika) Pierce ECL Western Blotting Substrat kullanilarak bir sonraki
asamada kullanilacak soluyon hazirlandi. Soliisyon prosediire gore su sekilde
hazirland;; 3mL Luminol Enhancer Solution, 3mL Peroxide Solution

kullanilarak sollisyon hazirlandi. Membran bu soliisyon icerinde 1 dakika
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bekletildi. Memran soliisyonun bulundugu yerden alinarak goriintiileme cihazina

ait olan tabakaya yerlestirildi. Bu islemin ardindan goriintiileme gergeklestirildi.

2.12 Kullanmilan Solusyon ve Baz1 Kimyasallarin Hazirlanisi

2.12.1 LB Broth Hazirlanisi

LB Broth hazirlanirken; 10 gr Triptone, 5 gr Yeast Extract ve 5gr
Sodyum Klorid karistirilip lizeri 1 It’ye tamamlanacak sekilde saf suda ¢oziildii.
Otoklavlanarak kullanildi.

2.12.2 LB Agar Hazirlanisi

LB agar hazirlanirken; 5 gr Triptone, 2.5 g yeast extract, 2.5 gr Sodyum
Klorid, 200 mL saf suda ¢oziildii. 3.75 gr agar eklendi ve 500 mL’ye
tamamlanip otoklavlandi. Sogudugunda uygun antibiyotik ilave edilip petrilere
dokiilerek hazirlandi. Kullanilana kadar alimunyum folyoya sarili bir sekilde +4
°C’de muhafaza edildi. Islemler kontaminaston olmamasi i¢in alev basinda

gerceklestirildi.

2.12.3 Ust Tampon

SDS-PAGE jeli i¢in hazirlanan yigma jelinin hazirlanmasi igin; 6.60 gr
Tris, 0.4 gr SDS kullanild1 ve ph 6.8 olmasi saglandi. Karistm 100 mL’ye saf su
ile tamamland.

2.12.4 Alt Tampon

SDS-PAGE jelinde kullanilacak ayirma jelinin hazirlanmasi igin; 19.8gr
Tris, 0.4 gr SDS kullanild1 ve ph 8.8 olacak sekilde ayarlandi. Karistm 100 mL
olacak sekilde iizeri saf su ila tamamlandi.
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2.12.5 SDS Tamponu

%10’luk SDS tamponu hazirlanirken; 10 gr SDS 100 mL saf su

kullanildi. Saf su i¢erinde SDS ¢ozdiiriilerek kullanildi.

2.12.6 1.2’lik Agaroz Jel Hazirlama

1.2 gr agaroz tartildi. Behere konuldu ve iizeri 150 mL TAE ile
tamamlandi. Karisim mikrodalga firinda 2 dakika kaynatildi. Ceker ocakta
sogumasi beklendi. 1.5 pL etidyum bromiir eklendi ve yiiriitme tankina karigim

dokiildii, kuyucuklar i¢in taraklar yerlestirildi ve jelin donmasi beklendi.

2.12.7 TBE (0.5 X) Hazirlama

1 1t i¢in; 54 gr Tris-base, 27.5 gr Borik asit, 20 mL 0.5 M EDTA
kullanilarak TBE (5 X) hazirlandi. 100 mL TBE (5 X) ve 900 mL distile su
karistirilarak TBE (0.5 X) hazirlandi.
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3. BULGULAR

3.1

3.2

Biyonformatik Analiz

Blast Analizleri

Daha oOnceden elde edilmis genomik DNA kiitiiphanesinden segilen ve

daha oOnce karakterize edilmemis “gK332878” adli gDNA dizisi NCBI veri

tabanindaki

nBLAST programi

kullanilarak  c¢esitli

analizler

yapildi.

Analizlerden elde edilen sonuglar Sekil 3.1 ve Sekil 3.2°de gosterilmektedir.

Kiitiiphaneden alinan gDNA dizisinin hangi canliya benzedigi ve hangi aileye ait

oldugu tespit edilmis ayn1 zamanda tahmini cDNA dizisi tespit edilmistir.
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Sekil 3.1: gDNA dizisinin nBLAST analizi sonucu.
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Sekil 3.2: gDNA dizisine benzeyen niikleotit kayitlari.

Gliserofosfodiester fosfodiesteraz geninin intron ve ekzonlarmin (Sekil
3.3) belirlenebilmesi i¢in PCR kuruldu. Kurulan PCR sonuglar1 (Sekil 3.4)
dizileme yapilmasi i¢in LIGAND, izmir firmasina gonderildi. PCR kurulurken
cDNA ve gDNA kullanildiginda, ikisininde jel goriintiileri arasindaki biiyiikliik

farkliliklarinin olmasi intron varligini dogrulamistir.

Color key for alighment scores
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Sekil 3.3: Blast analizi sonucu intron ve ekzon yerlesimi.
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Sekil 3.4: Tasarlanan primerlerle kurulan PCR sonucu, Marker, GeneRuler 1
kb Plus DNA Ladder # 1331 (Fermentas, Vilnius, Litvanya).

Tablo 3.1: Sekil 3.4’deki PCR goriintiisiiniin kosullari.

Basamak Sicakhk Zaman
On 1s1tma 94°C 5 dk
Denatiirasyon 94°C 1dk
Baglanma 58°C 1dk
Sentez 72°C 10 dk
Uzama 72°C 10 dk
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3.3  Gliserofosfodiester Fosfodiesteraz Geninin Farkh Zeytin

Cesitleri Arasindaki Polimorfizmi

Gliserofosfodister fosfodiesteraz geninin farkli zeytin ¢esitlerinden elde
edilen DNA’lar kullanilarak PCR kuruldu. PCR sonuclari LIGAND, Izmir
firmasma gonderilerek dizilendi. Firmadan gelen dizileme sonuglar
degerlendirilerek Phlogeny.fr programi [103] yardimiyla filogenetik agag

olusturuldu. Polimorfizm i¢in kullanilan zeytin ¢esitleri Tablo 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.2: Polimorfizm galismasinda kullanilan zeytin ¢esitleri.

ASCOLANA
GEMLIK
UB1

CAKIR
MEMECIK
EDINCIK
SAMANLI
GORDALES
AYVALIK
KIRAZ

UB3

USLU
HERMANDOS
MEMELI
AYVALIK

39



eneRuler 1 kb Plus DNA Ladder

bp ng/05 pg %

> & am length gel,
IXTAE. 7 Viem, 45 min

Sekil 3.5: Farkli zeytin cesitlerinden elde edilen DNA oOrnekleriyle kurulan
PCR sonucu goriintiisii, Marker, GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder # 1331
(Fermentas, Vilnius, Litvanya).

Olea_europaea_cv.Ascolana
Olea_europaea_cv.Memeli
Olea_europaea_cv.Hermandos
Olea_europaea_cv.Memecik
Olea_europaea_cv.Uslu
Olea_ecuropaea_cv.UB3
Olea_europaea_cv.Cakir
Olea_europaea_cv.Kiraz
Olea_europaea_cv.UBI
Olea_europaea_cv.Gemlik
Olea_europaea_cv.Edincik
Olea_curopaea_cv.Ayvalik @
Olea_europaea_cv.Gordales
Olea_europaea_cv.Samanli

Olea_europaea_cv.Domat

0.03

Sekil 3.6: GP-PDE dizileriyle Phlogeny.fr programi kullanilarak olusturulan
filogenetik agac.
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Sekil 3.7: Polimorfizm 6rneklerinin kramotogramlari.
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Sekil 3.8: Polimorfizm sonuglari.

3.1 NCBI ve GenScan Veritabanlarinda Elde Edilen Tahmini
cDNA Dizileri

Elimizde bulunan gDNA dizisini GenScan ve NCBI veri tabanlarinda
yapilan analizlerde tahmini cDNA dizisi (Sekil 3.9 ve Sekil 3.10) elde edildi.
NCBI ve GenScan veritabanlarinda yapilan analizlerde elde edilen tahmini
cDNA dizileri karsilagtirildi ve GenScan veri tabanindan elde edilen cDNA

dizisi gdzonline alinarak ¢aligmalara devam edildi.
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TTACTTTTATACTTAACTGCTGTTGCAGGGAAGTCTGTAATGACACCATT
AATTTCCATAACAGAAACATGTGTTGATCTCCACGTAAGGGTCGGAGAA
GAAATCCCAGGGTTGAGACACGAACTCATTTCTGAATAATTCACATAAA
CATGGAGTCCAAAGGCCTGAAGCTTTGGGACCACATCCGTTTGCGAAGT
AAGAAATGCCTTATCCACAGGAAATACAGATCTTTTTGTGATGACTACA
GAACTGGCGAATTTTTTGATCTCCGAAATTGTTGAGTTTGTGATGTCACG
GATATCCTCATTGACCAAGTAAACAAACTCATAATTGCTTCTACTCTTGA
ACTTTCTCAAAACAGCACTATCACTAGATTTTACCATAATTTTTTTAGCT
GTCTGATTATTGTAACCAGTTTTGCTCAAAGCATCCAAAACTGCATCAGT
TACACCTAGTCCCTGTTTTTCGGCTAGGTAACCAGCATGCTGTACTCTAT
GCTGATTAAGACACCAGAGACAGAAGATGCATTTCTTGCAAAAGCCAAA
AAATCAGACAACCACGTGAGATTATAGGTGTATATTCCACCGTCAATGC
TAAGATCTGGATTACTTGTGGCCAGGTTGCTGAAGTCTGTTTCATCAACA
TTAGTTCTCTCTCTGAGATTGATAGATCCCAAGCAAAAAGCTATCCCATC
GTTTGTCATTTGAACAGGACAATCAAGAACATCTACGCCATCTGATATA
GCTTTACTATATGCCTTGTCAGTACAGCCAGGATAGTCGCCGCTTGCTCC
TTCCAAGGAGATAACCGAAAGGTTTCTATGGCTTCAGATGGAGTTATTG
GGAAGTCGGAGAGTACACCATCAACAGAAAAGTCTCTGTTGTCAATGTA
ACTGAGATACTCAGCAACAGGGTCATAACTGTAGTTATAGGGTAAATGT
GCATCATCATTTAAAAAATCTGATGCAAACACTTCTAGACCAGCTTTATG
AGCATCAGAAACAACAGAAGTATGAGGCTGTAAATATAGACTGTTGTCT
ACAGGCCAGATGTAATATTTAGGAACAAGAATTCCTGAGGCAAATGTTT
TGATAAATGTTAGATTCCTCAAAAGTGAGTCATATGTTTGGTTGGTTAAA
GGCTCCACCTCATCAGGTGCCAGAAACTGAAATATGAGTTTTGTTCGACT
TGTTCTGAATCGTGCAATGATACTTCTCAAGAAGTTCACCTCTGGTGATG
AAATATAATTAACGATAACGCGTCTAGACAGAGAAATAATGAAGGTTCT
CATACTCAGATTATGTTGGCTGAAGAAGGCATCATGCTGAGGTCGTTGA
AGGTAAAATCAACAGAAAACCATCCTCGCATAGGAACCCCGTTCACAGG
GTAGGCGTTGCTCCCGTTCTTGAAAATATCATCGATGTTAGAGCCATTTT
CAAGCCTAAGATCTGGAAAGCAGATTCCAGATCCATCTTTCGTAAGTTG
AACGTCACACCATACAACTACATTGGGTAAGCCAATACTAACTGCTAGT
TGATAAGCATATTGACCAGAATCAGGAAACATGCCCGAAAATCCACCTC
TAGCTATGACTAAAGGTGGGTCTCC

Sekil 3.9: NCBI BLAST analizi sonucu elde edilen tahmini cDNA dizisi.
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CCGTCCATTCTCACCAATTTCACATCTATCTACAAACATCCAAAATTAGATTC
CCGGGTCGGACTCACGTATAATGGGGCCGGAGACCCACCTTTAGTCATAGCT
AGAGGTGGATTTTCGGGCATGTTTCCTGATTCTGGTCAATATGCTTATCAACT
AGCAGTTAGTATTGGCTTACCCAATGTAGTTGTATGGTGTGACGTTCAACTTA
CGAAAGATGGATCTGGAATCTGCTTTCCAGATCTTAGGCTTGAAAATGGCTCT
AACATCGATGATATTTTCAAGAACGGGAGCAACGCCTACCCTGTGAACGGGG
TTCCTATGCGAGGATGGTTTTCTGTTGATTTTACCTTCAACGACCTTGAACCT
GTCAATTTGAAACAGAGAATCTATTCTCGGGCCCCTAATTTTGATGGCACTCC
ACAGCAGATTCTTGGTGTTGAAGATGTTGTTGGCTTAGTAAAACCGCCGAGTT
TGTGGTTGAATGTTCAGCATGATGCCTTCTTCAGCCAACATAATCTGAGTATG
AGAACCTTCATTATTTCTCTGTCTAGACGCGTTATCGTTAATTATATTTCATCA
CCAGAGGTGAACTTCTTGAGAAGTATCATTGCACGATTCAGAACAAGTCGAA
CAAAACTCATATTTCAGTTTCTGGCACCTGATGAGGTGGAGCCTTTAACCAAC
CAAACATATGACTCACTTTTGAGGAATCTAACATTTATCAAAACATTTGCCTC
AGGAATTCTTGTTCCTAAATATTACATCTGGCCTGTAGACAACAGTCTATATT
TACAGCCTCATACTTCTGTTGTTTCTGATGCTCATAAAGCTGGTCTAGAAGTG
TTTGCATCAGATTTTTTAAATGATGATGCACATTTACCCTATAACTACAGTTA
TGACCCTGTTGCTGAGTATCTCAGTTACATTGACAACAGAGACTTTTCTGTTG
ATGGTGTACTCTCCGACTTCCCAATAACTCCATCTGAAGCCATAGATTGCTTC
TCGCACATGGGCAGAAATGGAAAGGAACAAGTAAACCTTTCGGTTATCTCCT
TGGAAGGAGCAAGCGGCGACTATCCTGGCTGTACTGACAAGGCATATAGTAA
AGCTATATCAGATGGCGTAGATGTTCTTGATTGTCCTGTTCAAATGACAAACG
ATGGGATAGCTTTTTGCTTGGGATCTATCAATCTCAGAGAGAGAACTAATGTT
GATGAAACAGACTTCAGCAACCTGGCCACAAGTAATCCAGATCTTAGCATTG
ACGGTGGAATATACACCTATAATCTCACGTGGAGCCAAATTCATAGCACCTT
GAGGCCTGCTATATACAATCCATACGCAAACTTTTCGTTATATCGAAATCCAA
AAGCCAGAAATGATGGGAACTTTATGCAGTTGTCTGATTTTTTGGCTTTTGCA
AGAAATGCATCTTCTGTCTCTGGTGTCTTAATCAGCATAGAGCATGCTGGTTA
CCTAGCCGAAAAACAGGGACTAGGTGTAACTGATGCAGTTTTGGATGCTTTG
AGCAAAACTGGTTACAATAATCAGACAGCTAAAAAAATTATGGTAAAATCTA
GTGATAGTGCTGTTTTGAGAAAGTTCAAGAGTAGAAGCAATTATGAGTTTGT
TTACTTGGTCAATGAGGATATCCGTGACATCACAAACTCAACAATTTCGGAG
ATCAAAAAATTCGCCAGTTCTGTAGTCATCACAAAAAGATCTGTATTTCCTGT
GGATAAGGCATTTCTTACTTCGCAAACGGATGTGGTCCCAAAGCTTCAGGCC
TTTGGACTCCATGTTTATGTGCAATTATTCAGAAATGAGTTCGTGTCTCAACC
CTGGGATTTCTTCTCCGACCCTTACGTGGAGATCAACACACATGTTTCTGTTA
TGGAAATTAATGGTGTCATTACAGACTTCCCTGCAACAGCAGTTAAGTATAA
AAGGAACCGATGTTTAGGGTATAAAGAAGTACCGCTATACATGAGCCCTGTG
CTACCCGGCAGCCTTATTTCACTTATGGCACCTCAATTTTTGCCACCGGCCGA
GGCTCCAAACCCGATCCTTTCGGAGAACGATGTGGTTGAACCACCTCTCCCTG
CCGTTGTGGAAAAGCCCCCAACCACGGATACTGGCAACAGCTCTACAGCACC
AGGTCCCGCACCACGAAATGGACAGCCTACAATTGTTGCAAGCATGATCCTA
AGTTGCATTGCTGTCCTTGCGACCCTATTGCTTTGCTGA

Sekil 3.10: GenScan analizi sonucu elde edilen tahmini cDNA dizisi.
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PSILTNFTSIYKHPKLDSRVGLTYNGAGDPPLVIARGGFSGMFPDSGQYAYQLAV
SIGLPNVVVWCDVQLTKDGSGICFPDLRLENGSNIDDIFKNGSNAYPVNGVPMRG
WFSVDFTFNDLEPVNLKQRIYSRAPNFDGTPQQILGVEDVVGLVKPPSLWLNVQ
HDAFFSQHNLSMRTFIISLSRRVIVNYISSPEVNFLRSIHARFRTSRTKLIFQFLAPDE
VEPLTNQTYDSLLRNLTFIKTFASGILVPKYYIWPVDNSLYLQPHTSVVSDAHKA
GLEVFASDFLNDDAHLPYNYSYDPVAEYLSYIDNRDFSVDGVLSDFPITPSEAIDC
FSHMGRNGKEQVNLSVISLEGASGDYPGCTDKAYSKAISDGVDVLDCPVOMTN
DGIAFCLGSINLRERTNVDETDFSNLATSNPDLSIDGGIYTYNLTWSQIHSTLRPAI
YNPYANFSLYRNPKARNDGNFMQLSDFLAFARNASSVSGVLISIEHAGYLAEKQ
GLGVTDAVLDALSKTGYNNQTAKKIMVKSSDSAVLRKFKSRSNYEFVYLVNEDI
DITNSTISEIKKFASSVVITKRSVFPVDKAFLTSQTDVVPKLQAFGLHVYVQLFRN
EFVSQPWDFFSDPYVEINTHVSVMEINGVITDFPATAVKKRNRCLGYKEVPLYMS
PVLPGSLISLMAPQFLPPAEAPNPILSENDVVEPPLPAVVEKPPTTDTGNSSTAPGP
APRNGQPTIVASMILSCIAVLATLLLC

Sekil 3.11: GenScan analizi sonucu elde edilen tahmini aminoasit dizisi.

3.2  BioEdit programinda yapilan analizler

Zeytin tahmini gliserofosfodiester fosfodiesteraz geninin hangi azotlu
organik bazi ne kadar igerdigi (Sekil 3.14), aminoasit dizisi ve sayisi (Sekil
3.12), hidrofobisitesi (Sekil 3.15), aminoasit kompozisyonu (Sekil 3.13) BioEdit

programinda [62] analiz edildi.

MFPDSGQYAYQLAVSIGLPNVVVWCDVQLTKDGSGICFPDLRLENGSNIDDIFKNGS
NAYPVNGVPMRGWFSVDFTFNDLEPVNLKQRIYSRAPNFDGTPQQILGVEDVVGLV
KPPSLWLNVQHDAFFSQHNLSMRTFIISLSRRVIVNYISSPEVNFLRSIIARFRTSRTKLI
FQFLAPDEVEPLTNQTYDSLLRNLTFIKTFASGILVPKYYIWPVDNSLYLQPHTSVVS
DAHKAGLEVFASDFLNDDAHLPYNYSYDPVAEYLSYIDNRDFSVDGVLSDFPITPSE
AIDCFSHMGRNGKEQVNLSVISLEGASGDYPGCTDKAYSKAISDGVDVLDCPVQMT
NDGIAFCLGSINLRERTNVDETDFSNLATSNPDLSIDGGIYTYNLTWSQIHSTLRPAIY
NPYANFSLYRNPKARNDGNFMQLSDFLAFARNASSVSGVLISIEHAGYLAEKQGLG
VTDAVLDALSKTGYNNQTAKKIMVKSSDSAVLRKFKSRSNYEFVYLVNEDIRDITNS
TISEIKKFASSVVITKRSVFPVDKAFLTSQTDVVPKLQAFGLHVYVQLFRNEFVSQPW
DFFSDPYVEINTHVSVMEINGVITDFPATAVKYKRNRCLGYKEVPLYMSPVLPGSLIS
LMAPQFLPPAEAPNPILSENDVVEPPLPAVVEKPPTTDTGNSSTAPGPAPRNGQPTIV
ASMILSCIAVLATLLLC

Sekil 3.12: BioEdit programinda analiz edilen OeGP-PDE geninin aminoasit

dizisi.
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lys Leu Met Asn Pro Gh Arg Ser Thr Val Tp Tyr

e

Mg Cys Asp Gl Phe Gy Hi

Sekil 3.13: OeGP-PDE geninin aminoasit kompozisyonu.

Sekil 3.14: OeGP-PDE geninin niikleotit kompozisyonu.

45



Ate & Dooktle Scae Mean Hyoognenacty Proble
Stnwndow sge = U

Sekil 3.15: OeGP-PDE geninin hidrofobisitesi.

3.3 EXPASyY Programinda Yapilan Analizler

Gliserofosfodiester fosfodiesteraz geninin molekiiler agirligi (Sekil 3.21),
protein ozellikleri (Sekil 3.16), atom kompozisyonu (Sekil 3.22), sinyal peptid
analizi (Sekil 3.18), transmembran domain analizi (Sekil 3.19), hiicre igi

lokalizasyonu (Sekil 3.17), ExPASy web sitesindeki programlar kullanilarak
tespit edildi.

SOSUI Result

Query title : GP-PDE
Total length : 2250 A. A.
Average of hydrophobicity : 0.755205

This amino acid sequence is of a SOLUBLE PROTEIN.

Sekil 3.16: OeGP-PDE’nin protein 6zelligi.

46



SOSUI SramN Result

0001 749a.a.

Sekil 3.17: OeGP-PDE 'nin hiicre lokalizasyonu.

C-score ———
1.0 Sscore ——— 1
Y-score ———
0.8 r 1
0.6 1
&
3
o 04 ¢ 1
0.2 r 1
0.0 r 1
PSILTNFTS |¥ KH FKLDSRVGLT YNGAGDPPLVY | ARGGFSGMFPDSGRYAYOLAVS IGLENV YV VWCDVQ |
0 10 20 30 40 50 50 70
Position
# Measure Position Walue Cutoff signal peptide?
max. C 66 ©.115
max. Y 66 ©.1a6
max. S 47 2.115
mean 5 1-65 ©.a95
D 1-65 e.laa @.45a NO

Sekil 3.18: OeGP-PDE’nin sinyal peptid analizi.
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TMHMM result

HELP with output formats

% WEBSEQUENCE
# WEBSEQUENCE
# WEBSEQUENCE
# WEBSEQUENCE
# WEBSEQUENCE
WEBSEQUENCE

Length: 749

Number of predicted TMHs: @

Exp number of AAs in TMHs: 11.64717

Exp number, first 68 AAs: ©.83658

Total prob of MN-in: 0.Daz6e
THMHMMZ . @ outside 1 749

TMHMM pasterior probabilities for WEBSEQUENCE

0g

06

probability

04

02 r

100 200 300 400 500 600 700

inside outside

transmernbrane

Sekil 3.19: OeGP-PDE 'nin transmembran domain analizi.

ID
AC
DE
DE
cc
cC
DR
5Q

VIRT3@457 Unreviewsd; 788 AA.

VIRT3@457;

Translation of nucleotide sequence generated on ExPASy

on 18-May-2816 by 46.2.80.161.

-!- This virtual protein sequence will automatically be deleted
from the server after a few days.

SWIS5-2DPAGE; VIRT3@457; VIRTUAL.

SEQUENCE 788 AA; 92DD@2711CEDDE72 CRCE4.

IFPDSGQYAY QLAVSIGLPN VWWWCDVQLT KDGSGICFPD LRLEMNGSNID DIFKMNGSNAY

PVNGVPMRGW FSVDFTFNDL EPVNLKQRIY SRAPNFDGTP QQILGVEDWV GLVKPPSLWL

NVQHDAFFSQ HWLSMRTFII SLSRRVIVNY ISSPEVNFLR SITARFRTSR TKLIFQFLAP

DEVEPLTNQT YDSLLRMLTF IKTFASGILV PEYYIWPVDN SLYLQPHTSV VSDAHKAGLE

WFASDFLNDD AHLPYNYSYD PVAEYLSYID MRDFSVDGVL SDFPITPSEA IDCFSHMGRM

GKEQVNLSVI SLEGASGDYP GCTDEAYSKA ISDGVDVLDC PVQMTHMDGIA FCLGSINLRE

RTNVDETDFS MLATSNPDLS IDGGIYTYNL TWSQIHSTLR PAIYNPYANF SLYRNPKARMN

DGNFMQLSDF LAFARMASSY SGVLISIEHA GYLAEKQGLG VTDAVLDALS KTGYNNQTAK

KIMVESSDSA VLRKFKSRSN YEFVWYLVNED IRDITHNSTIS EIKKFASSWW ITKRSVFPVD

KAFLTSQTDV VPKLQAFGLH WYVQLFRNEF VSQPWDFFSD PYVEINTHWS VMEINGVITD

FPATAVKYKR MRCLGYKEVP LYMSPVLPGS LISLMAPQFL PPAEAPNPIL SENDVVEPPL

PAVVEKPPTT DTGNSSTAPG PAPRMGQPTI VASMILSCIA WLATLLLC

Sekil 3.20: OeGP-PDE geninin aminoasit dizisi.
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Number of amino acids: 708
Molecular weight: 78439.9
Theoretical pl: 5.08

Sekil 3.21: OeGP-PDE geninin molekiil agirlig.

Atomic composition:

Carbon C 3539
Hydrogen H 5457
Nitrogen N 915
Oxygen O 1061
Sulfur S 20

Formula; C3539H5457N91501061S20
Total number of atoms; 10992

Sekil 3.22: OeGP-PDE genine ait atomik kompozisyon.

3.4 Clc Genomic analizi

Clc Genomics programinda daha 6nceden olusturulmus genomik DNA
kiitiiphanesinde yer alan niikleotit dizileriyle bizim ¢alistigimiz genin kopya
sayis1 ve yakin akrabalar1 tespit edildi (Tablo 3.3). Elde edilen sonuglar ve
gliserofosfodiester fosfodiesteraz geni ile NCBI veri tabaninda ikili Blast yapildi
ve karsilastirildi. Ayn1 zamanda, gliserofosfodiester fosfodiesteraz geni, yakin
akrabalari, kopyasi ve ¢alistigimiz genin benzeri on farkli canliya ait niikleotit

dizilerinden Phlogeny.fr programi kullanilarak filogenetik agag olusturuldu.
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Tablo 3.3: Clc Genomics veri tabanindan elde edilen kopya sayis1 ve yakin

akraba analizi.

Hit Description E-value Score %Gaps

GK005977 locus=gK1216:260189:265407:- 0,00 2.680,00 0,78
[translate_table: standard]

GK052695 locus=gK62:895450:901348:- [translate_table: | 0,00 2.353,00 1,12
standard]
GK052184 locus=gK609:153134:164777:- 1,50E-147 1.185,00 14,65

[translate_table: standard]

GK029055 locus=gK2420:118:1744:- [translate_table: | 1,64E-123 979,00 3,86
standard]
GK014414 locus=gK157:632832:638925:- 1,04E-18 221,00 9,15

[translate_table: standard]

GK014414 locus=gK157:632832:638925:- 1,82E-16 203,00 10,46
[translate_table: standard]

GKO005977 locus=gK1216:260189:265407:- 2,48E-15 197,00 13,12
[translate_table: standard]

GK029055 locus=gK2420:118:1744:- [translate_table: | 2,48E-11 162,00 11,46
standard]

3.5  Phlogeny.fr Program Analizi

Phogeny.fr programi kullanilarak NCBI BLAST ve CLC genomics veri
tabanlarindan analiz edilen akraba ve benzer tiirlerin filogenetik agaci Sekil
3.17°de, Arabidopsis ’ya ait GP-PDE geninin ve genin zeytinde bulunan benzer

genlerinin olusturdugu filogenetik aga¢ Sekil 3.18 dedir.
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0.96

Theobroma_cacao

b

— Citrus_clementine

1

Arabidopsis_thaliana

D.77

— Vitis_vinifera

o5 Ricinus_communis
lI 1 = Prunus_mume

n52695
Solanum_tuberosum

Nicotiana_tomentosiformis

Semamum_indicum

Fragria_vesca_subsp._vesca

- 129055

7

n5501
n3977

0.5

n52184

nl4414

Sekil 3.23: Phlogeny.fr programinda olusturulan filogenetik agac.
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0,78 (= AtGDPD3

0.99 AtGDPDI
ik L A(GDPD2
= AtGDPD4
0.69 057 AtGDPD6
0.96 ——gK014414
_ ATGDPD5
274 AtGDPDL3
) 97— AtGDPDL2
i L ATGDPDLI
004 AGDPDL7
. ~eK052184
- L gK029055
— ATGDPDL6
. gK 052695
005501
sf ?12005977
AtGDPDLS5
0.4

Sekil 3.24: GP-PDE geninin Arabidopsis thaliana’da bulunan homologlari1 ve

zeytinde bulunan benzerlerinden olusan filogenetik agag.

3.6  Real-Time PCR Sonugclari

Genin hangi dokuda ne kadar sentezlendigini tespit edebilmek i¢in
yapilan Real-Time PCR sonucunda (Sekil 3.25) olgun meyvede daha fazla
sentezlendigi goriildii. Farkli aylarda toplanan yaprak oOrneklerinden yapilan
Real-Time sonucunda (Sekil 3.26), Aralik ayinda en fazla sentezlendigi goriildii.
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12

10

i1 PO I B

zgp-pde zgp-pde ham  zgp- pde zgp-pde zgp pde zgp de

Sekil 3.25: Farkli dokularla yapilan ekspresyon analizi.

450
400 T
350
300 T
250
200 T
150 T
100 T

50 i |

0 . . . ~ .
.50 agustos eylil ekim aralik ocak subat

Sekil 3.26: Farkli aylarda toplanmis olan yaprak ornekleri.
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3.7  Klonlama Basamagina Ait Bulgular

Genin, kit kullanilarak yapilan plate51 vektoriine klonlanmasi igin
cDNA’ya uygun primerler tasarlandi ve calisip calismadigi PCR kurularak
kontrol edildi. Yapilan PCR sonucu Sekil 3.27°deki gibidir.

uler 1 kb Plus DNA Ladder

bp ny/0.5 pg %

4 A |
f
7, 100X
//
v/ {

/, 5000 75 15

Sekil 3.27: Tasarlanan primerlerle elde edilen PCR sonucu goriintiisii, Marker,

GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder # 1331 (Fermentas, Vilnius, Litvanya).

Tasarlanan primerlerle 50 pL PCR 6rnegi hazirlandi, DNA c¢ogaltildi
(Sekil 3.28) yiritildii ve uv altinda jelden kazanilarak klonlama igin kalip
olusturacak DNA elde edildi.
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GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder

Sekil 3.28: Piirifiye DNA eldesi i¢in uygun primerlerle ¢ogaltilan DNA’nin
PCR sonucu, Marker, GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder #1331 (Fermentas,

Vilnius, Litvanya).

Jelden kazanilan DNA ile klonlama ve transformasyon basamaklari
gergeklestirildi. Hazirlanan bakteri ortamlarinda bakterilerin biliylimesi ve
tiremesi saglandi. Ureyen bakteri kolonileri PCR tiiplerine alinarak (yaklasik 10
ornek), PCR kuruldu (Sekil 3.29) ve en parlak bant veren koloni segilerek bir

sonraki asamaya gegildi.
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uler 1 kb Plus DNA Ladder

bp ng/05 g %

Sekil 3.29: Koloni taramasi sonucu kurulan PCR sonucu goriintiisii, Marker,
GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder # 1331 (Fermentas, Vilnius, Litvanya).

PCR sonucu en iyi olan koloni protein {iretimi asamast i¢in kullanildi. Koloni
metod kisminda bahsedilen; biiylitme, indiikleme ve lizis asamalarindan
gecirilerek protein elde edildi. Elde edilen protein SDS-PAGE jelinde
goriintiilendi (Sekil 3.30).
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Sekil 3.30: SDS-PAGE jel elektroforezinde rekombinant OeGP-PDE’nin
goriintlisli, Markir Fermentas Thermo Scientific Unstained Protein Molecular

Weight Marker, (Fermentas, Litvanya).

SDS-PAGE jel elektroforezinde goriintiilenen proteinlerin igerisinden
Western blot yontemi ile ¢alistigimiz proteine 6zgii bant goriintiilendi (Sekil
3.31).

OeGP-PDE

markir

kDa
260 -

<140~ S—
<100~ —
<70 - —
=50 - ——
~40 -
=35 - -
=25 ~ —

~15 — w—

=10 = —|

Sekil 3.31: Rekombinant OeGP-PDE proteininin Western blot analizi
goriintiisii, Markir PageRuler™ Spectra Multicolor Broad Range Protein
Ladder (Fermentas, Litvanya).
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4. SONUC VE ONERILER

GP-PDE enzimi; bakteriler, maya, memeliler, bitkiler gibi cesitli
organizmalarda bulunan [28], gliserofosfodiesterlerin hidrolizi sonucu alkol ve
gliserol 3-fosfat agiga ¢ikmasini saglayan bir enzimdir [27]. Organizma da
onemli yasamsal faaliyetlerde gorevlidir. Farkli canlilarda farkli ozelliklere
sahiptir. Ornegin; bazi patojenik bakterilerde, konak organizmadan faydalanarak
yasamini saglar ve patojenitenin artmasina sebep olurken [45], memelilerde
bulunan enzim, iskelet sistemi [72], sinir sistemi hiicrelerinin farklilasmasinda
[74] gorevlidir. Organizmalarda farkli sayilarda bulunabilir. Ornegin; E.coli ve
L.albus iki, A.thaliana iki farkli tipte on ti¢, Homo sapiens yedi GP-PDE enzimi
izoformuna sahiptir. Enzimin kapsamli ¢alismasi bitkilerden Arabidopsis
thaliana’da yapilmistir. Zeytin  bitkisine dair herhangi bir c¢alisma
bulunmamistir. Zeytin, uzun yillardir varligini siirdiiren, insan saglhigiyla
yakindan iligkili alanlarda 6nemli kullanimlar1 olan bir bitkidir. Bu yiizden
zeytin ile ilgili olan ¢aligmalar 6nem arz etmektedir. Diinya da zeytin bitkisinin

onemli bir ekonomik pazari vardir.

Balikesir Universitesi Biyoloji Boliimii kapsaminda zeytinin genomik
DNA kiitiiphanesi ile ilgili yapilan ¢alismada, zeytinin genomik DNA
kiitliphanesi olusturulmustur. Bu genomik DNA kiitiiphanesinden “GK 332878”
adli genomik DNA c¢aligsmalarda kulanilmistir. NCBI’da yapilan biyoinformatik
analizler sonucu genomik DNA’nin Sesamum indicum organizmasinin

gliserofosfodiester fosfodiesteraz enziminine benzedigi bulunmustur.

Bu c¢alisma kapsaminda zeytin GP-PDE geni molekiiler yontemler
yardimiyla karakterize edilmistir. Real-Time analizi yardimiyla dokusal,
zamansal ekspresyon seviyeleri belirlenmis, protein elde edilerek biyokimyasal

ozelligi belirlenmeye calisilmistir.

Zeytin GP-PDE geninin yaklasitk 7 ekzon, 6 intron igerdigi, 749

aminoasit icerdigi, mRNA’sinin 2250 bp uzunlugunda oldugu belirlenmistir.
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Biyoinformatik analizler sonucu zeytin GP-PDE geninin polar ve apolar
aminoasitleri igerdigi, en fazla serin aminoasidinin bulundugu, sinyal peptidinin
bulunmadigi, molekiil agirhiginin 84119.6 oldugu, hiicre membraninin iginde

lokalize oldugu, gézlemenmistir.

Polimorfizm c¢alismalarinda 15 farkli zeytin ¢esidi kullanilmistir. Calisma

sonucu Zeytin GP-PDE geninin polimorfik oldugu tespit edilmistir.

Real-Time PCR sonucu olarak zeytinde bulunan GP-PDE enziminin en
cok olgun meyvede ekspre oldugu, analizde kullanilan Temmuz, Agustos, Eyliil,
Ekim, Aralik, Ocak, Subat aylar1 yaprak orneklerinden en ¢ok Aralik ayinda

sentezlendigi gorilmiistiir.

Zeytin GP-PDE geninin ¢cDNA’s1 elde edilirken NCBI veritabaninda
benzer geni baz alarak ekzon ve intron bolgeleri belirlenmeye calisildi. GenScan
veritaban1 kullanilarak genin cDNA’s1 belirlendi ve bu sonucun daha giivenilir
oldugu kararlastirilarak ¢aligmanin devami1 GenScan veritabanindan elde edilmis
olan cDNA kullanilarak yiiriitiildi. CLC genomics programi kullanilarak genin
zeytindeki kopya sayilar1 ve yiizde yiiz benzer olan pargasi bulundu. Kopya,
akraba ve yiizde yiiz benzer olan diziler ile NCBI veritabaninda Blast sonucu
elde ettigimiz benzer ilk 10 geni filogenetik aga¢ olusturmak {izere kullanildi.
Filogenetik agag¢ sonucu beklenildigi gibi ¢ikmadi ve bu durum zeytinde bulunan

GP-PDE enziminin de birden fazla altbirimi olabilecegini diistindiirdii.

Bitkilerde kapsamli olarak ¢alisilmis olan A.thaliana bitkisinin 13 farkli
GP-PDE enzimi [84] ile genimizin zeytinde bulunan kopya, akraba ve yiizde yiiz
benzerlik gosterdigi diziler kullanilarak filogenetik aga¢ olusturuldu. Bunun
sonucu olarak da zeytindeki GP-PDE enzimine ait verilerin 13 homologun

herbiri ile farkli yakinlikta oldugu goriilmiis oldu.

Genin klonlama ¢alismalari sorunsuz ilerlemis, rekombinant protein
eldesi gergeklestirilmistir. Ancak uzun siiren ugraslar sonucunda Western blot
analizi sonuclar1 basarili bir sekilde elde edilememistir. Western blot analizi

sonucu elde edildikten sonra genin ekstrem kosullardaki aktivite deneyleri
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gergeklestirilecek, boylece genin farkli kosullardaki biyolojik faatliyetleri

gozlemlenmis olacakti.

Serin aminoasidi GP-PDE geninde en fazla bulunan aminoasittir. Serin;
plirin, pirimidin, sistein, bakterilerdeki triptofan ve daha birgok metabolitin
biyosentezinde gorevli bir aminoasittir. Enzimlerin yapisinda bulundugunda

katalitik fonksiyonlarin ger¢eklesmesinde dnemli bir géreve sahiptir [103].

Bir¢ok organizmanin parasempatik sinir sisteminde gorevli olan
asetilkolin norotransmitter molekiilii, asetilkolin esteraz enzimi tarafindan
inaktive edilir. Asetilkolin esteraz enzimi gorevini yerine getirmediginde
asetilkolin norotransmitter molekiilii siirekli salgilanir [104] ve bu durumda
canlinin kaslar siirekli uyarilir. Asetilkolin esteraz enziminin inhibe olmast ise,
yapisindaki serin aminoasidinin kimyasal olarak degistirilmesiyle miimkiin olur.
Serin aminoasidinin iglevi kimyasal yontemlerle degistirilir, asetilkolin esteraz
enzimi gorevini yerine getiremez, asetilkolin salgilanmasi stirekli hale gelir ve

organizma stirekli uyarilir.

Merkezi sinir sisteminden kaynakli bazi hastaliklar asetilkolin
norotransmitter molekiiliiniin eksikliginden kaynaklanir [105]. Bu hastaliklardan
olan Alzheimer hastalig1 icin, asetilkolin esteraz enzimini inhibe edilmesi
hastaligin tedavisinde 6nemlidir [103]. Myastenia gravis hastaligiin tedavisinde
de asetilkolin esteraz enzimini inhibe eden ilaglar kullanilmaktadir [106].
Bunlarin yani sira asetilkolin ndrotranmitter molekiilii, katarakt ameliyatlarinda

g0z bebeginin hizl bir sekilde kiigiiliip daralmasinda kullanilir.

Losin, genimizin yapisinda bulunan ikinci sirada en fazla sentezlenen
aminoasittir. Losin aminoasidi kaslar ve karacigerde protein sentezinin artmasini
saglar. Losinin izomeri olan Izolésin aminoasidi enerji kaynagi olarak da
kullanilabilir. Beslenme yoluyla viicuda alinamayan Losin aminoasidi eksikligi,

Be vitamini eksikligi olarak goriilmektedir [107].

Genimizde sentezlenen aminoasitlerden en fazla {iglincii olarak
sentezleneni ise Valin aminoasididir. Valin aminoasidi, yapisinda meydana
gelen mutasyon sebebiyle glutamik aside doniisiir ve orak hiicre anemisi
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hastaligina sebep olur. Orak hiicre anemisi hastaliginda, hemoglobinin 3 boyutlu
yapist bozulur ve alyuvarlar icerisinde kristal yapiya doniisiir, olmas1 gerektigi

gibi taginamaz [108].

En fazla besinci olarak sentezlenen aminoasit ise Prolin’dir. Prolin
aminoasidi insan derisinde bulunan kolajen proteini yapilarinda daha cok
bulunur. Prolin aminoasidinin hidroksilli tiirevi olan hidroksiprolin de kollajen
yapidadir. Viicuttaki Prolin aminoasidi eksikliginde, Hiperprolinemi Tip 1 ve
Hiperprolinemi Tip 2 metabolik bozukluklar ortaya ¢ikmaktadir. Hiperprolinemi
Tip 1 metabolik bozuklugunda; mental retardasyon, bobrekte meydana gelen
bozukluklar ve sara hastaligi, Hiperprolinemi Tip 2 metabolik bozuklugunda ise,

mental retardasyon hastaligi kaydedilmistir [109].

Son olarak en fazla sentezlenen aminoasit ise Alanin’dir. Alanin
proteinlerin yapisinda olduk¢a fazla miktarda bulunan, en sik kullanilan
aminoasittir. Alanin canlilarin temel metabolizmalarinda gorevlidir, 6rnegin;
karbohidrat metabolizmasi [110].

Canlilarin yapisinda bulunarak 6nemli yasamsal faaliyetlerde gorevli
serin, 16sin, valin, alanin, prolin aminoasitlerinin 6nemi 6rneklerle gogaltilabilir.
Calistigimiz genin bu aminoasitler bakimindan zengin olmasi, bu aminoasitlerin
insanlarla dogrudan iligkili olmasi, zeytinin kolay bulunabilir, ucuz ve
bulundugumuz topraklarda yetistirilmesinin kolay olmasi daha sonraki
caligmalarda dikkate alinmasi gereken bir unsur olmaktaktadir. Zeytinin diinya
capinda insanlik adina ne kadar 6nemli bir yere sahip oldugu bilinmektedir.
Zeytine ait olan, cogu yasamsal faaliyette dnemli yeri olan gliserofosfodister
fosfodiesteraz enziminin islevinin aydinlatilmasi ileriki ¢alismalara 151k

tutacaktir.
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