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OZET

ZEYTIN ACIiL-KOA BAGLANMA PROTEININiN MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU
YUKSEK LiSANS TEZi
BUSRA BAS
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU
BIiYOLOJI ANABILIM DALI

(TEZ DANISMANI:DOC. DR. EKREM DUNDAR)
BALIKESIR, HAZIRAN - 2016

Zeytin (Olea europaea L.) her dem yesil, uzun omiirlii, Akdeniz iklimine
0zgl ve tanen, ucucu yaglar, organik asitler ile rezin agisindan zengin bir agag
tiriidiir. Bu calismada zeytin mevye cDNA kiitliphanesinden elde edilen tahmini
Acil-KoA baglanma proteininin (ACBP) karakterizasyonu ve genin islevinin tespit
edilmesi amaclanmistir. ACBP’nin bitkilerde dort sinifa ayrilir, molekiiler agirlig:
yaklagik 10 - 73 kDa arasinda degisir, hidrofobiktir ve stres yaniti, bitki embriyo
gelisimi, yaprak yaslanmasi, patojen direnci ile lipid metabolizmasinda rol alir.
Zeytin  Agil-KoA baglanma proteininin  (OeACBP) biyoinformatik analizi igin
niikleotid ve protein BLAST, BioEdit, FinchTV, CLC Genomics Workbench,
Primer3, SOSUI, SignalP ve TMHMM programlar1 kullanilmig, molekiiler
karakterizasyon g¢alismalar1 i¢in ise polimorfizm, anlik gosterimli (real-time) PCR,
klonlama, transformasyon ve Western Blot yontemleri uygulanmistir. Biyoinformatik
analizler sonucunda OeACBP’nin; 88 aminoasitten olusan ve en ¢ok glutamik asit,
alanin ile lizin igeren, 10 kDa molekiiler agirliginda, hidrofobik, optimum pH degeri
5.85 olan bir protein oldugu tespit edilmistir. Molekiiler karakterizasyon ¢aligmalari
sonucunda OeACBP geninin polimorfik oldugu ve en ¢ok meyvede ifade edildigi
tespit edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Zeytin, Olea europaea L., Agil KoA baglanma
proteini, ACBP.



ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF OLIVE ACYL-KOA BINDING
PROTEIN
MSC THESIS
BUSRA BAS
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
BIOLOGY

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

BALIKESIR, JUNE 2016

Olive (Olea europaea L.) is an evergreen perennial tree that is special to
Mediterranean climate and rich in tannins, essential oils, organic acids and resins. In
this study it was aimed to characterize a putative acyl KoA binding protein (ACBP)
that was obtained from a fruit cDNA library, and determine its function. In plants,
ACBP contains four classes. The proteinn is hydrophobic and its molecular weight
varies from 10 to 73 kDa. The gene has functions in stress response, plant embryo
development, leaf aging, patogen resistance and lipid metabolism. BioEdit, FinchTV,
CLC Genomics Workbench, Primer3, SOSUI, SignalP and TMHMM nucleotid and
protein BLAST programs were utilized for bioinformatic analyses of ACBP while
polimorphism, real time PCR, cloning, transformation and Western Blot analyses
were applied for molecular characterization studies. The bioinformatic analysis
revealed that OeACBP was a protein consisting of 88 amino acids (most of the amino
acids were glutamic acid, alanine and lysine), 10 kDa molecular weight, hydrofobic,
with an optimum pH of 5.85. Molecular characterization studies established that
OeACBP was polymorphic and it was expressed the most in fruit.

KEYWORDS: Olive, Olea europaea L., Acyl KoA binding protein, ACBP.
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1. GIRIS

1.1  Zeytin (Olea europaea L.)

Uzun 6miirlii, her dem yesil, ¢ok sayida ortama uyum saglayan zeytinin eski
zamanlardan beri var oldugu bilinmekte [1] ve Asya’dan Akdeniz havzasi iilkelerine
iic yoldan yayildig1 diisiiniilmektedir: birincisi Iran iizerinden Pakistan ve Cin’e,
ikincisi Anadolu boyunca Ege Adalari, Yunanistan, italya ve Ispanya’ya, iiciinciisii

ise; Misir lizerinden Tunus ve Fas’a dogrudur [2].

Zeytin yeni dal ve kok gelisimi yapabilen, tomurcuklar bakimindan zengin
govde tabaninda, eski gdvdenin yerini alabilen ve yeniden (2 yil sonra) gévdenin
tabaninda olusturulabilen, yumru bulunmasi nedeniyle uzun émirlidir [1]. Zeytinde
genetik gelisim; kendine uyusmazlikla birlikte, uzun yavru asamasi (10-15 yil)

nedeniyle son derece zordur [1].

iki varyetesi (Olea europaea L. var. europaea ve Olea europaea var.
sylvestris (Miller) Lehr.) Tiirkiye’de yetismekte olan Olea europaea L. diinyada 67
tiri bulunan Oleaceae familyasina aittir [3] ve 46 kromozomlu genomu ile ¢ok

sayida ¢esidi oldugu bilinir [4].

Zeytin ¢esitleri basta yag (%93) olmak iizere sofralik zeytin olarak da
yetistirilmektedir. Zeytinyagi; soya, fistik, aycicegi, kolza ve pamuk yag liretiminin
ontinde olup, diinyada siv1 bitkisel yag iiretiminde 6. sirada gelmektedir [5]. Zeytin
yetistiriciligi birgok tlilke ekonomisinde dnemli bir yer tutmaktadir. Zeytin liretiminin
diinya ¢apinda dagilimi: Okyanusya %0.03, Kuzey ve Orta Amerika %0.86, Giiney
Amerika %1.70, Asya %12.68, Afrika %15.60, Avrupa %69.13 seklindedir. Bu

tiretimin %97’si Akdeniz Havzasina ait lilkelerce saglanmistir [6].



Tablo 1.1: 2006/2007 hasat sezonu zeytinyagi tiretimi [7].

Ulke Miktar (Bin Ton) Pay %
Suriye 154 5.4
Tiirkiye 166 5.8
Tunus 170 5.9
Yunanistan 370 12.9
Italya 603 21.1
Ispanya 1.109 38.8
AB toplami1 2.142 74.9
Diinya toplami1 2.860 100
Tablo 1.2: 2006/2007 hasat sezonu sofralik zeytin tiretimi [7].
Ulke Miktar (Bin Ton) Pay %
Fas 90 4.9
Yunanistan 108 5.9
Suriye 200 10.9
Misir 210 11.5
Tirkiye 260 14.3
Ispanya 501 27.5
AB toplami1 707 38.8
Diinya toplami1 1,823 100

Tiirkiye’de cogu bolgeye 6zel iyi bilinen birgok zeytin cesidi mevcuttur.
Dogu Akdeniz’de ozellikle Hatay’da; Saurani, Halhali, Sayfi, Karamani, Elmacik,
Hasebi; Giineydogu Anadolu’da; Egri Burun, Halhali, Kalembezi, Kan Celebi, Kilis
Yaglik, Nizip Yaglik, Yag Celebi, Ege’de; Ayvalik, Cakir, Cekiste, Cilli, Domat,
Edincik su, Erkence, Izmir sofralik, Kiraz, Memecik, Memeli, Uslu; Marmara’da;
Celebi, Gemlik, Karamiirsel su, Samanli; Akdeniz’de; Biiylik Topak Ulak, Sari
Hasebi, Sar1 Ulak, Tavsan Yiiregi; ve Karadeniz’de Samsun Tuzlamalik, Trabzon

Yaglik, Hastos,Butko, Otur ¢esitleri yetistirilmektedir [8].



1.2  Acil-KoA Baglanma Proteini (ACBP)

1.2.1 Acil-KoA Baglanma Proteininin (ACBP) Genel Ozellikleri

Ilk kez Saccharomyces cerevisiae maya modelinde calisilan ACBP [9],
molekiiler biytikliigii 10.4’ten (92 aminoasit) 73.1 kDa’a (668 aminoasit) kadar
degisen [10], genis dagilimli bir proteindir [11]. Bu protein memelilerde, mayada,
Drosophila'da, Arabidopsis thaliana ve Oryza sativa'da karakterize edilmistir [10].
Su ana kadar bitkide plazma membraninda, vezikiillerde, endoplazmik retikulumda,

golgide, sitoplazmada, ¢ekirdek zar1 ve peroksizomlarda tespit edilmistir [12].

Daort a-heliks yapi seklinde katlanmistir [13-15]. Diisiik pH'da bu dort helikal
segmentten a2 ve o4, gecici sarmal yapinin olusumuna karsilik gelen ikincil
kimyasal kaymalar gosterir [16, 17]. Baglanma bdlgesi, ACBP'nin yiizeyi tizerindeki
hidrofobik oluk i¢inde yer alir [18]. Agil zinciri; baglanma cebine gdomiilmiis ve
baglayici boslugun kenarinda bulunan 6zel bir aminoasit ile etkileserek, baglanma
cebi lizerinde bir kapak olusturan agil-KoA bas grubu tarafindan disaridaki sulu

ortamdan tamamen korunmustur [18].

SQAEFDEAAE E KHLKTKPA DEEMLFIYSH YRQATVGDIN

TERPGMLDFE GKAKWDAWNE LEGTSKEDAM KAYIDKN EE!. KKKYGI

Sekil 1.1: ACBP’nin 3 boyutlu yapisinin {istten ve yandan goriinimii.

Sari renk ile hidrofobik merkez ve ¢’de a yapilar1 kutucuk i¢inde gosterilmistir [19].



Okaryotik ACBP ailesinde bilinen yaklasik 24 dizi karsilastirilmistir [20].
Bunlardan %25'inin, biitin dizilerin %90'sinda ayni olan (korunmus) 26 dizi
pozisyonunun bir alt grubunu icerdigi bulunmustur [18]. Bu alt gruplar, agil-KoA

esterlerinin ¢ogunlukla hidrofobik ya da elektrostatik baglanmasiyla ilgilidir [18].
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Sekil 1.2: Farkl tiirlerdeki ACBP’nin aminoasit dizilerinin hizalanmasi.
Human-1 [21], human-2 [22], rat [23], mouse [24], bovine [25], pig [26], dog, tortoise, duck, chicken,
Arabidopsis thaliana [11], frog [27] , Manduca sexta [11], Drosophila melanogaster [28], yeast-1,

yeast-2 [29], Brassica napus [30], cotton [31], endozepine-like peptide (ELP) [32]. Arya, R. ve ark.
esinlenerek hizalama yapilmistr.

1.2.2 Acil-KoA Baglanma Proteininin Siniflandirilmasi

ACBP, memelilerde en az 4 grupla tammlanabilir [33]. Ik grup, sigir
karacigerinden izole edilmis, genel olarak ACBP temel izoformu olarak ifade edilen
I-ACBP’dir. Sistein igermez ve 86-92 aminoasit dizisinden olusur. Maya dahil olmak
lizere biitiin okaryotik tiirlerde test edilen ve hemen hemen her dokuda ifade edilen
bu temel izoform, muhtemelen tiim diger daha 6zel ACBP izoformlarinin atasidir[34]
. Yapisinda dort o-heliks bulunur [34]. ikinci grup, testis 6zel izoformu (t-ACBP)
denilen endozepin benzeri peptit (ELP)dir. Ug sistein igeren t-ACBP {i¢ farkl1 tiirden
izole edilmistir [32, 35].Tahmini olarak ti¢iincii grup, 43. pozisyonda tek bir sistein
iceren kurbaga beyni ve 6rdek gen dizisinden ¢ikarilmig olan ACBP'nin beyne 6zel

izoformu, b-ACBP'dir. ACBP'nin dordiincti grubu, 533 ve daha uzun aminoasit



dizisinden olusan gruptur. Bu uzun dizililerin bazilarinin, membrana bagli ACBP

domain proteinleri olduklar1 6ne siiriilmiis ve sistein igerirler [33].

Bitki ACBP'i dort siif ile tamimlanmustir: Sif I; kiigiik ACBP'leri, Sinif II;
ANK-ACBP'leri, Smf III; biiyiik ACBP'leri ve Smif IV; Kelch-ACBP'leri [36].
Hemen hemen her bitki tiiriinde bulunan Sinif I, ortalama 100 aminoasitten olusur
[37]. Bu smuf, biyiiklik ve yap1 olarak ilk kez karakterize edilmis memeli
ACBP'lerine ¢ok benzerdir. Simif II ve IV, ACBP'lerine diger ortak proteinlerle
etkilesim olanagi saglayan, C-terminali ankyrin tekrarlari ve kelch motifleri iceren
coklu domain proteinlerdir [38-41]. Belli bir fonksiyon ile iligkili olduklar1 6ne
slirilen bu yart korunmus bolgeler diger alt gruplarda bulunmaz [36]. Siuf III;
cogunlukla ya transmembran domainin ya da bir sinyal peptidin eslik ettigi hiicre i¢i
lokalizasyonu belirleyen N-terminal ve C-terminal ACB domaini igerir ve de
yaklagik 450 aminoasitten olusur [36]. Smuf II, 11l ve IV'in proteinleri Sinif
I'dekilerden yaklasik alti kat daha biiyliktiir [36]. Orta uzunluktaki, sadece yosun,
actk tohumlu ve yesil alglerde bulunan ACBP grubu, Smif 0 olarak katagorize
edilmistir [36]. Sinif O yapisal olarak yiiksek bitkilerdeki Siif III ACBP'lerine
benzerlik gosterir. Fakatprotein uzunlugu (O. lucimarinus’da 109 - 208, P. patens’de
141 ve P. sitchensis’de 163 aminoasit ) Sinif III'ten (215-682 aminoasit) daha kisadir
[36].
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Sekil 1.3: Sinif I — IV arasindaki ACBP’lerinin domain yapisi [37, 42].

Burton, M. ve ark. esinlenerek ¢izilmistir.



Monokaotil tiirlerin bir modeli olan piringte (Oryza sativa) ACBP alt1 sinifa
ayrilmistir. OSACBP1 - OsACBP6 arasinda belirlenen piring ACBP’i alti gen
(Os08g06550, 0s06902490, 0s03g37960, 0Os049g58550, ©Os03g14000 ve
0s03g61930) tarafindan kodlanir [36]. OSACBP1 ve OsACBP3, 91-155
aminoasitten olusan kii¢iik proteinlerken, OSACBP4 (336 aminoasit), OSACBP5 (569
aminoasit) ve OsACBP6 (655 aminoasit) ¢ok biiyiik proteinlerdir [36]. OSACBP5 (C-
terminal ACB domaini igerir) hari¢ her birinde ACB domaini N-terminal
segmentinde bulunur [36]. Filogenetik agaca gore OSACBP1veOsACBP3 Sinif I'e
aittir ama 63 aminoasitlik C-terminal uzantis1 iceren OSACBP3 (OsACBP1 ile %95
oraninda benzerdir) OsACBP1’dendaha uzundur [36]. Ankrin tekarlarina sahip
OsACBP4'in Siif II'ye, OSACBP5'in Sinif III'e ve kelch motif iceren OSACBP6'nin
ise Sinif [V'e ait oldugu belirlenmistir [36].

Iki ceneklilerden Brassica napus (kanola) ACBP’i (BnACBP), Genoscope

veritabanindan (http://www.genoscope.cns.fr/brassicanapus/) elde edilen verilere

gore; kiiciik, biiyiik, ankrin tekrarli ve kelch motifli olmak tizere dort ana grup altinda
toplanmaktadir [43]. Bu ana gruplar da kendi i¢lerinde; kiiciik BNACBP'leri, dort
(BnaAnng25690D, BnaA05936060D, BnaA08g07670D ve BnaCnng15340D); ankrin
tekrarli BnACBP'leri, ii¢ (BnaA01g16660D, BnaC02g44810D ve BnaC01g20440D);
biiyitk BhACBP'leri, dort (BnaA01g13710D, BnaA03g46540D, BnaC01g16110D ve
BnaC07g38820D) ve kelch motifli BnACBP'leri ise altt (Ais76194, Ais76195,
Ais76196, Ais76199, Ais76200 ve Ais76201) gruba ayrilmistir [43]. Kiiciik
BnACBP'lerinin molekiiler agirligi, 10.03 kDa (BnaAnng25690D) ile 10.185 kDa
(BnaA08g07670D), ankrin tekrarli BNACBP'lerinin molekiiler agirligi, 37.204 kDa
(BnaC02g44810D) ile 40.119 kDa (BnaA01gl16660D), biiyilk BnACBP'lerinin
molekiiler agirhg, 39.285 kDa (BnaC07g38820D) ile 41.272 KkDa
(BnaA01g13710D) ve kelch motifli BnACBP'lerinin molekiiler agirligi, 72.696 kDa
(Ais76201) ile 73,197 kDa (Ais76200) arasinda degismektedir [44].

Genom analizleri i¢in model organizma olan Arabidopsis thaliana’da ACBP
gen ailesi alti iiyeden olusmaktadir. Bu Arabidopsis ACBP'leri (AtACBP1 -
AtACBP6) 10.4 - 73.1 kDa arasinda molekiiler agirliga sahiptir ve agil-KoA esterleri
icin farkli afiniteler gosterir [45]. Ayrica bitki lipid metabolizmasinda farkli rollere


http://www.genoscope.cns.fr/brassicanapus/

sahip olduklar1 diisiiniilmektedir [45]. AtACBP1 ve AtACBP2 zara bagli ve AtACBP3
hiicre dis1 hedefli bir protein iken; AtACBP4, AtACBP5 ve AtACBP6 hiicre iginde
sitoplazma lokalizasyonlu proteinlerdir [45]. AtACBP1veAtACBP2 Simif I, AtACBP3
Sinif 111, AtACBP4 veAtACBPS5 Sinif 1V, AtACBP6 ise Siif I tiyesidir [37, 42].

Tablo 1.3: Hiicre i¢i proteomik veri setlerinde AtACBP lerinin tanimlanmast.

Veriler SUBA3(http://suba3.plantenergy.uwa.edu.au/) [46] ve PPDB (http://ppdb.tc.cornell.edu/) [47]
veri tabanlarindan elde edildi.

Protein
(Siif)

Belirlenmis
yeri

Hiicre ici
proteomlarda
tamimlanmis

yeri

Protein
ornekleri

Protei
n
sayilar
1

Protein
yiizdeleri

Referan
S

AtACBP
2 (1)

Endomemran

Glioksizom

Solmus
kotiledonlarda
n izole edilmis

glioksizomal
protein pargasi

19

14.0

[48]

AtACBP
4 (1V)

Sitoplazma,
¢ekirdek
periferi

Sitoplazma

Hiicre
stispansiyonun
dan izole
edilmig
sitoplazmik
protein parcasi

1071

4,6

[49]

Cekirdek

Hiicre
slispansiyonun
dan izole
edilmis
cekirdek
pargast

345

4,8

[50]

AtACBP
6 (1)

Sitoplazma

Sitoplazma

Hiicre
slispansiyonun
dan izole
edilmig
sitoplazmik
protein parcasi

1071

15,2

[49]

Plazma
membrani

Hiicre
sispansiyonun
dan izole
edilmis
plazma
membtani
pargasi

1168

13,0

[51]
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1.2.3 Acil-KoA Baglanma Proteininin Fonksiyonel Ozellikleri

1.2.3.1 Yag Asiti Biyosentezindeki Rolii

Yag asidi baglanma proteinlerinin (FABP) agil-KoA esterlerine baglandigi
gozlendiginden beri [52, 53], FABP'lerinin uzun zincirli agil-KoA esterlerinin
tasinimi ve metabolizmasinda 6nemli bir rol oynadig ileri stiriilmistiir [54]. Ancak,
yeni sitoplazmik yiiksek afiniteli ACBP'nin tanimlanmasi [55, 56]; sinyal iletimi ve
gen regiilasyonunda ikinci bir haberci olarak gérev almasi ve uzun zincirli agil-KoA
esterlerinin tasiimi ve metabolizmasinin diizenlenmesindeki rolii yeni bir anlayis

ortaya ¢ikarmistir.
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Sekil 1.4: Bitki yag asidi biyosentezinde At4 CBP 'nin islevi [89].

Xiao, S. ve ark. esinlenerek ¢izilmistir.

1960 ve 70'lerde bircok ¢i8ir agan biyokimyasal calisma, yag asidi
biyosentezi, lipid desatiirasyonu (doymamis bag olusturma/doygunsuzlastirma) ve
bitki lipid biyokimyasinin kurucu babas1 olarak kabul edilen Paul Stumpf'un vizyonu
ile dnemli Olcilide ileri siiriilen triagilgliserolun (TAG) sentezi gibi temel siirecleri
denemek ve daha iyi anlamak i¢in gergeklestirilmistir [57]. Bu ¢alismalarda agil-
KOA substratlari; mikrozomal reaksiyonlar i¢in, agil tagiyict protein (ACP) baglantil
substratlar ise plastidsel yag asidi sentezinde kullamilmistir [58]. Bdylece bu
calismalar bitki lipid metabolizmasinin bir ¢ift yollu sistem olarak calistigini1 ortaya

koymustur [57]. Fosfolipid ve TAG gibi nétral lipidlerin sentezi igin substratin agil-
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KoA formlarmin gerekli oldugu gosterilmistir [57]. Somerville ve Browse tarafindan
kurulmus ve sonradan ortaya ¢ikan oncili molekiiler genetik ¢alismalarda, bitki lipid
metabolizmasi i¢in model organizma olarak Arabidopsis kullanilmistir [59-60].
Ozellikle Arabidopsis'in ayr1 lipid tiplerine benzer degisiklikler yapilan yakindan
iligkili enzimlerin tanimlanmasina izin verdigi, yag asidi degisimlerinin iki bolmeli
temelini anlamak i¢in bir molekiiler temel sagladigi, ayrica Arabidopsis’te
degistirilmis farkli yag ve yag asidinin desatiirasyonunun yapildigi kanitlanmigtir
[61]. Koordineli yag asiti iletimi ve ekstraplastidsel gliserolipidlerin sentezi i¢in

gereklidir [58].

FFA
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Sekil 1.5: Lipid metabolizmasindaki uyarimlarda ACBP’nin rolii [13].

Kragelund, B.B. ve ark. esinlenerek ¢izilmistir.

In vitro baglanma deneylerinden elde edilen sonuglar,ACBP'nin gerekli
biyolojik in vivo fonksiyonlara sahip oldugunu ve ilgili rekombinant proteinlerin
fosfolipidler ve acil-KoA esterlerlerine karsi farkli baglanma afinitesi gosterdigi
belirtmistir [10]. Son arastirmalar, Arabidopsis ACBP'lerinin asir1 ifadesine
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nakavt/baskilama yapilarak, patojen direnci ve donma toleransi, oksidatif stres, agir
metal direnci gibi bitki streslerinin yani sira yaprak yaslanmasi ve erken

embriyogenez de dahil bitki gelisimini etkileyebilecegini, ayrica fosfolipid

metabolizmasindaki rollerini ortaya koymustur [ 10-43-58-62-63].

Tablo 1.4: Cesitli hiicre i¢i lokalizasyonlarinda bitki ACBP’nin rolil.

Hiicre ici | Fonksiyon Protein(Sinif) iliskili oldugu yapilar Referans
lokalizasyo
n Protein Lipit Digerleri
Hiicre zar1 | Tohum AtACBP1(II) PLDal PA [64]
¢imlenmesi
ve fide
geligimi
Embriyo AtACBP1(II); Doyma [58-65-
gelisimi AtACBP2(11) mis PC 66]
ER Agir  metal | AtACBP2(II) AtFP6 Pb”, [67 -68]
stres direnci cd™,
cu®
Kadmiyuma | AtACBP2(II) AtLYSOPI | lysoPC [40 - 68]
bagl 2
oksidatif
stres direnci
Oksijen AtACBP1(1I); RAP2.12 [69]
algilama AtACBP2(II)
Zarlar arasi | AtACBP1(1l) [65]
acil taginimi
Hipoksik AtACBP3(I11) VLC [70 - 71]
stres direnci agil-
KoA
Kiitikiil AtACBP1(Il); VLC [72]
olusumu AtACBP3(II1) agil-
KoA
Ekstraseliile | Yaprak AtACBP3(l1I) PE [73]
r bosluk yaglanmasi
Tohum AtACBP1(II) [65]
kabugu
olusumu
Savunma AtACBP3(I11); Aragid [74 - 75-
yaniti VVACBP (111) onil- 76]
KoA
Cekirdek Savunma AtACBPA4(IV) AtEBP [41]
periferi yaniti (RAP2.3)*
Sitoplazma | Agil BnACBP (1) LC [77-78]
diizenlemesi agil-
KoA
Tohum AtACBP4(1V); LC [79]
gelisimi  ve | AtACBP5(1V); acil-
cimlenmesi | AtACBP6() KoA
Peroksizom | Yag asidi B- | OSACBP6(IV) Linole [80]
oksidasyonu noil-
KoA
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ACBP, uzun zincirli acil-KoA esterlerinin membran bolmelerine ayrilmasini
ve hidrolizini 6nlemek i¢in acil-KOA sentetaz aktivitesini uyarir ve boylece 6zel

amaglar i¢in kullanilabilir uzun zincirli a¢il-KoA kaynagi olusturur.

Sekil 1.6: Uzun zincirli agil-K0A ester olusumunda ACBP’nin rolii [81].

Leung, K.C. ve ark. esinlenerek ¢izilmistir.

1.2.3.2 Bitki Embriyo Gelisimindeki Rolii

Immunogold etiketleme analizi ve microarray verileri AtACBP1 ve
AtACBP2'nin tohum gelisimi ve olgunlagsmasi sirasinda ¢esitli agamalarda embriyo
hiicrelerinde Dbiriktigini ortaya koymustur. [65-66]. AtACBP1 ve AtACBP2'nin
embriyo gelisimindeki biyolojik fonksiyonlari, acbpl ve acbp2 T-DNA insersiyonal
mutantlar1 kullanilarak ters genetik ile incelenmistir [66]. Sonuglar AtACBP1 ya da
AtACBP2 bozuldugu zaman morfolojik farliliklarin (embriyo gelisimi de dahil)
belirgin olmadigin1 gostermistir [66]. AtACBP1 ve AtACBP2’nin gii¢lii ve asiri
ifadesi (acbpl mutantinda AtACBP2 ifadesinin ve acbp2 mutantinda AtACBP1
ifadesinin artis1) tohum gelisimi sirasinda bir genin eksilmesine sebep olur [66].
Buna gore AtACBP1 ve AtACBP2’nin Arabidopsis embriyogenezi sirasinda lipid

tasiniminda rol oynadiklari 6ne siiriilmistiir [58-66].
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1.2.3.3 Yaprak Dokiilmesindeki Rolii

Arabidopsis’in  rozet yapraklarmda AtACBP3'4in ifadesi, karbon agligi
(uzatilmis karanlik sartlar altinda) ve dokiilme esnasinda disiiktir [73-82].
Rekombinant AtACBP3 doymamis acil-KoOA esterlerinin yani sira in vitroda
fosfolipidlere (PC, PE) de baglanir [82-83]. AtACBP3 ifade seviyesi ve
fosfatidiletanolamin ~ (PE)  kompozisyonu in  vivoda iliskilendirilmistir;
fosfatidiletanolamin (PE) seviyesi AtACBP3-asir1 ifade edicilerinde (AtACBP3-OES)
artmigsken, RNA parazitsiz transgenik dizileri (AtACBP3-KOs) ve acbp3 mutantinda
azalmistir [82]. Bu nedenle, AtACBP3 PE ile etkilesimi araciligiyla fosfolipid

metabolizmasini etkileyebilir.

Arabidopsis'de AtACBP3-OEs'de salisilik asit sinyal iletimine bagli erken
yaprak dokiilmesi, hizlandirilmis ve geciktirilmis yaprak dokiilmesi fenotipleri
goriintiilenmistir [82]. Bunun disinda, AtACBP3-OEs ve otofaji yolunda hataya sebep
olan Arabidopsis mutantlar1 (atg2, atg5, atg7, atgl0 ve atgl8a) arasinda
hizlandirilmis dokiilmeye bagli ve aclik (karbon ve nitrojen) kaynakli yaprak
dokiilmesinin fenotipinde bir benzerlik kaydedilmistir [82]. Otofaji yolunda,
ubiquitin benzeri protein (ATG8) ve fosfolipidlerden fosfotidiletanolamin (PE)
iceren ATGS8-PE kompleksi otofagozom olusumu igin gereklidir [84-85]. AtACBP3-
OE'de otofagozom olusumu, bir belirte¢ olarak GFP-ATG8emin kulanildig
calismalarda ve monodansilkadaverin (MDC - otofajiyi izlemek i¢in kullanilir)
boyamadaki aglik esnasinda aksamistir [82]. Sonug olarak AtACBP3 ile PE etkilesim
halindedir, ATG8-PE olusumunu etkiler ve otofaji aracili yaprak dokiilmesini
diizenler [82-86].

Pichia pastoris, Dictyostelium discoideum ve Saccharomyces cerevisiae'nin
10kDa'luk ACBP'ne benzer olarak Arabidopsis AtACBP3'Yin hiicre dist
lokalizasyonlu oldugu ve diyazepam baglanma inhibitorii salgilanirken hiicre i¢i yag
asidi metabolizmasinin  ¢alistig1  gozlemlenmistir [87-88]. Bununla birlikte,
AtACBP3'in N-terminal yonlendirilmis sinyal peptit salgilanmasindan farkli olarak
[82], bu ACBP'leri alisilmamis bir salgilama yoluyla hiicre dis1 bosluga
hedeflenmistir [87-89]. Ayrica, bu ACBP'lerinin azot aclig: ile salgilanma ve bir

araya gelmenin gelistigi esnada otofagozomlar ile iliskili oldugu bulunmustur [87-
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89]. Bu bulgular, otofaji aracili yollar ileACBP aracili yollar arasinda evrimsel olarak

korunmus bir etkilesim oldugunu gostermektedir [90].

1.2.3.4 Agr Metal Direnci ve Oksidatif Stresteki Rolii

Kiigiik 10 kDa'luk ve ArabidopsisSAtACBP6'nin homologu olan ACBP (ayni
zamanda DBI;ACBD1 olarak da bilinir) ilk olarak bir insanda karakterize edilmistir
[91-92]. Sadece bir ACB domaininden olusan ACBP, in vivoda Pb* toksisitesini
diizenleyici ve agir metal Pb* i¢in molekiiler hedef olarak tanimlanmustir [18].
Arabidopsis AtACBP6'min ekspresyonu Pb* ile uyarildiginda mRNA herhangi bir
indiikksiyonunu vermemistir [63]. Bunun yerine AtACBP1 ve AtACBP2'nin
ekspresyonu Pb* ile uyarilabilir [63].

In vitroda terciime edilmis AtACBP1 ve rekombinant AtACBP1 proteinlerinin
dansil aziridin gibi etiketleme boyasinin yani sira in vitro jel baglanma denemeleri
kullanilarak Pb*'ye baglandig1 ispat edilmistir [63].Transgenik Arabidopsis'te asiri
ifade edilen AtACBP1 Pb*'ye 35S promotor karnabahar mozaik viriisiinden daha
dayaniklidir [63]. Bunun aksine acbpl nakavt mutantlar, Pb* igeren biiyiime
ortamina yabanil tiplerden daha duyarlidir [63]. Ayrica, AtACBP1 asir1 ifade edicileri
toprak tzerindeki silirglin dokularinda yabanil tipten daha yiiksek miktarlarda
Pb*biriktirir [63]. Bu go6zlemler, rekombinant AtACBP1'in Pb*'ye in vitroda
baglandigin1 ve AtACBP1 asir1 ifade edicilerinin ¢evreden uzaklastirilabilir zararh
agir metaller araciligiyla uygun maliyetli bir metot olan bitkisel 1slahi i¢in uygunluk
gosteren siirgiinlerde Pb** biriktirdigini ispatlamaktadir [90]. Pb*ile bitki 1slahi
yapabilen ¢ok fazla bitki proteini tanimlanmamistir, bu nedenle bu yetenegi ile
AtACBP1 faydali olabilir [90].

Buna karsilik olarak AtACBP2, AtACBP1 gibi etkili bir sekilde Pb*"'ye
baglanmaz [63]. Fakat in vitroda terciime edilmis AtACBP2 Cd** ve Cu*'ye baglanir
[67]. Sonu¢ olarak, Arabidopsis AtACBP2 asir1 ifade edicileri biiylime ortaminda
Cd*'ye yabanil tipten daha ¢ok tolere gésterir [67]. Bu ozelligi ile yabanil tiple
karsilagtirildiginda oksidatif stres (hidrojen peroksit) muamelesine daha iyi koruma
ile eslik etmistir [67]. Rekombinant AtACBP1 ve AtACBP2'nin in vitroda agil-KoA

esterlerine baglanmalar1 test edildigi zaman, linoleoil (18:2)-KoA ve linolenoil
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(18:3)-KoA'ya baglandiklar1 da bulunmustur [67].Lipid peroksidasyonunda oksidatif
stres ve agir metal sonuglar1 veren bu gozlemler, fosfolipid membran onarimindaki

fonksiyonunu desteklemektedir [63-67].

1.2.3.5 Donmaya Karsi Toleranstaki Rolii

Stres ile ilgili oldugu diisiiniilen Arabidopsis AtACBP6’ya karsi gesitli stres
muameleleri, Western Blot ve Northern Blot analizleri ile aragtirilmistir [62]. Bu
arastirmalarin sonucunda AtACBP6 mRNA ve proteininin donmaya karst duyarh
oldugu bulunmustur [62]. Bir acbp6 nakavt mutanti kullanilarak yapilan arastirmalar
ise, 35S promotor karnabahar mozaik viriisiinden elde edilen, Arabidopsis'te asiri
ifade edilen ve donmaya yabanil tipten daha duyarli olan AtACBP6'nin donmaya
kars1 daha direngli hale gelmeye basladigini agiga ¢ikarmistir [62]. AtACBP6 asirt
ifade edicilerinin incelenmesi, donma olayinin sonrasinda fosfolipitlerin fosfatidik
aside hidrolizini katalizleyen fosfolipaz Dé'ya karsilik gelen mRNA'nin uyarildigini
gostermistir [62-93]. Daha 6nceki ¢alismalarda fosfolipaz D ifadesinin uyarildigi ve
donma esnasinda Arabidopsis'teki fosfolipaz D& asir1 ifadesinde fosfatidik asit
biriktigi bildirilmistir [94]. Bu verilere gore fosfolipitlerin, stres yanitlarinda araci
olarak Onemli rol oynadigi anlagilmisg, lipit belirleme analizleri yiiriitilmis ve
devaminda kontrol olarak yabanil tip kullanilarak transgenik Arabidopsis'te asiri
ifade edilen AtACBP6 soguga alistirilmig ortamda donma muamelesine maruz
birakilmigtir [62]. Bu arastirmalarin sonucunda transgenik Arabidopsis'te asir1 ifade
olan fosfolipaz Dé'da daha oOnce goriilmiis fosfatidik asit seviyeleri,
fosfotidilkolindeki modifikasyonlara benzer olan yabanil tip iizerindeki AtACBP6
asirt ifade edicilerinde fosfatidik asitin biriktigi ve fosfotidilkolin miktarinda bir
azalma oldugunu goriilmistiir [62-94]. Rekombinant AtACBP6'nin fosfotidilkoline
baglandig1 aydinlatildigindan beri, bitki fosfolipid matabolismasinda fosfotidilkolinin
hiicre i¢i baglanmasi ve ileri geri islenmesinde AtACBP6'nin potansiyel bir rolii

oldugu kanisina varilmistir [62-80].

Bagka bir ACBP'nin (AtACBP1) ifadesi donma stresiyle ile iliskilendirilmistir
fakat mRNA'st AtACBP6'minkine hi¢ benzemez, soguk muamelesinde asirt

diizenleyici degildir [95]. AtACBP1 asir1 ifade edicileri donmaya kars1 gelismis bir

16



hassasiyet gosterirken acbpl'in nakavt mutantlari donmaya karsi tolerans tanir [89].
Transgenik Arabidopsis'te asir1 ifade edilen AtACBP1 ve acbplmutantlari arasindaki
lipid profillerinin karsilagtirilmasi, fosfotidik asitin asir1 ifade edicilerde arttigini;
acbpl mutantlarinda ise azaldigini ve fosfotidilkolin seviyelerinde tam tersi oldugunu
gostermistir [95]. AtACBP1 asir1 ifade edicilerinde fosfotidilkolin ve fosfatidik asit
degisimleri, donma stresinin negatif diizenleyicisi olan, fosfatidik asit ve
fosfotidilkolinin hidrolizini destekleyen, fosfolipaz Dal kodlayan mRNA'nin
ifadesinin asir1 diizenlenmesiyle iliskili oldugu bulunmustur [95,96]. Bununla
birlikte, donma toleransin1 pozitif olarak diizenleyen fosfolipaz D& i¢in bir mRNA
oldugu [94], acbpl mutantlarinda arttig1 ve AtACBP1 asir1 ifade edicilerinde azaldigi
gozlemlenmistir [95]. AtACBP6 asir1 ifade edicilerinde ve acbpl mutantinda
gelistirilmis donma toleransi, ya fosfolipaz Dé'nin ifadesinin asir1 diizenlenmesinden

ya da fosfolipaz Da'nin az diizenlenmesinden kaynaklanabilir [62-95].

1.2.3.6 Patojen Direncindeki Rolii

AtEBP; agir metal kadmiyum kaynakli oksidatif stres, soguk, kuraklik
toleransi, hormon sinyal iletimi ve patojen savunmasi da dahil olmak iizere biyotik
ve abiyotik streslerle ilgili bir bitki transkripsiyon faktoriidir [97]. Arabidopsis
AtACBP2 [38] ve AtACBP4'in [41] kelch motifler ve ankrin tekrarlar1 arachigiyla
AtEBP ile etkilesimde olduklar1 gosterilmistir. AtEBP ve AtACBP4'in
ekspresyonlari; fitopatojen B. cinerea, etilen ve jasmonat gibi savunma sinyalleri
tarafindan uyarilmaktadir [89]. Bu nedenle, AtACBP2 ve AtACBP4'in; AtEBP ile
etkilesim yoluyla etilen sinyal iletimi ve/veya bitki savunmasiyla ile ilgili biyolojik
rollere sahip olabilmeleri miimkiindiir [38-41]. AtACBP2 ve AtACBP4‘iin bitki
savunmas1 ve gelisiminin diizenlenmesinde yag asiti tlirevlerinin sinyallerine iligkin
tahmini rolii oldugu diistiniilen fosfolipitlerin [39-66-80-82-98] yani sira farkli agil-
KOA esterlerine baglandiklaritespit edilmistir [99]. Ayrica, AtACBP2'nin ankrin
tekrarlart ve AtACBP4'iin kelch motifleri, agil-KoA esterleri bulunduran fakat ACB
domainince yoksun enzimler igin potansiyel kenetlenme yerleri saglarlar [89].
Bunlarin yan1 sira AtACBP3, fosfotidiletanolamin baglanma yetenegi ile ATGS

kararliligin1 azaltan, otofagozom olusumunu diizenleyebilen [34] ve programlanmis
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hiicre 6liimii ile iligkili olan salisilik asite bagl bitki dogal bagisikligiyla ilgili [100]

otofaji yoluna katilir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1  Biyoinformatik Analiz

Balikesir Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji
Laboratuvarinda dnceden olusturulmus olan cDNA klon kiitiiphanesinden elde edilen
"F13F17" isimli cDNA dizisiyle benzerlik gosteren dizileri tespit etmek igin
oncelikle NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) veri tabanindaki BLAST (Basic Local
Aligment Search Tool) [101] programinin nBLAST (Nucleotide Basic Local
Aligment Search Tool) sekmesi kullanildi. Sonrasinda BioEdit [102] programindan
Sorted Six-Frame Translation sekmesi ile ¢cDNA dizisinin agik okuma cergevesi
(ORF) belirlendi ve dizinin aminoasit dizisi belirlendi. Belirlenen aminoasit dizisine
benzer dizileri elde etmek i¢in BLAST [101] programinin pBLAST (Nucleotide

Basic Local Aligment Search Tool) sekmesi kullanildi.

Tahmini OeACBP dizisinin zeytin taslak genom ve cDNA Kklon

kiitliphanesindeki akrabalari ve kopyalarim1 bulabilmek i¢in CLC Genomics

Workbench 7 [103] programi kullanildi.

Acil-KoA baglanma proteininin aktif boélgesini ve bu bolgenin 6zelligini
tespit etmek icin NCBI veri tabanindan CDD (Conversed Domain Database)
programi ve proteinin tahmini {i¢ boyutlu yapist ve domain dizilerini belirlemek i¢in

Cn3D [104] program1 kullanildi.

OeACBP cDNA dizisinin dogrulugunu tespit etmek ve intron analizi yapmak
icin Ligand Biyoteknoloji ticari firmasindan gelen dizileme sonuglart BioEdit [102]

programinda islenip, hizaland.

Tahmini OeACBP’nin translasyon sonrasi Ozelliklerini tespit etmek igin
ExXPASY (www.expasy.org) [105] web sayfasindaki programlar kullanildi. SOSUI

[106] programi ile genin tahmini hiicre i¢i lokasyonu belirlendi.
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2.2

Kullanilan Cam Malzeme ve Plastik Malzemelerin Hazirlanmasi

Bu calismada kullanilan pipet uglari, PCR tiipleri, ependorf tiipleri, beher,

erlen gibi cam malzemeler ve 1siya dayanikli diger tiim malzemeler g¢alisma

oncesinde 121 °C’de 20 dakika 1 atmosfer basingta otoklavlanarak steril edildi.

2.3

Primerlerin Dizaym ve Sulandirilmasi

PCR [107] deneylerinde kullanilan spesifik primerler (Tablo 2.1) Primer3

Input Version 0.4.0 (bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0) programi kullanilarak tasarlandi.

Primerler Macrogenfirmasindan konsantre halde temin edildi. Temin edilen primerler

stok olarak saklamak icin iizerinde yazan miktar kadar otoklavli su ile sulandirildi.

Sulandirilan primerlerden (100 reaksiyon i¢in) 10uL ependorfa alindi tizeri 90 pL saf

su ile tamamlanarak PCR‘da [107] kullanilmak tizere hazir hale getirildi.

Tablo 2.1: Primerler, niikleotit dizileri ve Tm dereceleri

Primerler Niikleotit Dizileri (5°-3) ™m
Dereceleri

F13F17 _F AATGGCTTTGAAGGAGGAATTTGAAG 60.52
F13F17_R CAGCATATTCATTGAAAGATGGGTTC 59.08
F13F17_RT_F TAAGACCTTACCAGAGAGTACTTCCAA 60.11
F13F17_RT_R | CTTAGTGATGTAGTCACTCATTGCTTC 59.81
F13F17_A F GGTGATGATGATGACAAGATGGCTTTGAAGGAGGAATTTGA | 75.9
F13F17_A R GGAGATGGGAAGTCATTATGCTGCTGCTGCTTCCTTCAACT 78.9

2.4  Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Tasarlanan primerlerin  ¢alisip ¢alismadigini  ve niikleotit dizisinin

dogrulugunu kontrol etmek i¢in PCR [107] yapildu.

PCR 25 pL’lik total hacimde manuel ve mix (kompotentlerin hazir karisimi)

olarak iki cesitte yapildi. Manuel PCR i¢in; 3uL gDNA, 1 puL F primer, 1 uL R
primer, 2.5 uL NH4SOy, 1.5 pL MgCLy, 0.5 uL dNTP, 2 uL DMSO, 13 pL dH,0 ve
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0.5 uL Taq DNA polimeraz kullanildi. Mix PCR igin; 2 uL gDNA, 1 uL F primer, 1
uL R primer, 8.5 pL dH,0 ve 12.5 pL mix (OneTaq® Quick-Loader 2X MM w/Std
Buffer) kullanildi. Primerlerin ¢alistig1 sicakliga gore Tablo 2.2°de belirtilen PCR

programi kullanildi.

Tablo 2.2: PCR kosullar1

Basamak Sicakhk Zaman Dongii
On 1s1tma 94°C 30 sn 1
Denatiirasyon 94°C 30 sn
Baglanma 55°C 1dk 35
Sentez 68°C 1dk
Uzama 68°C 5dk 1
Bekleme 4°C 15dk 1

2.5  Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi icin Thermo Scientific (Waltham, Massachusetts,
ABD) firmasmin OWL EASYCAST™ B2 sistemi kullanildi. Elektroforozde
kullanilan agaroz Lonza (Massachusetts, ABD;Katalog No: 50004) markasindan,
TAE tamponu igin gerekli olan Tris-Base MERCK (Darmstadt, Almanya; Katalog
No: K41623287 118, Katalog No: K42846187 144) markasindan, EDTA ise
AppliChem (Darmstadt, Almanya; Katalog No: A5097,0250), MERCK (Darmstadt,
Almanya; Katalog No: K35629118 606 ) markalarindan temin edildi. 50X TAE
hazirlamak i¢in 242 gr Tris-Base, 57.1 mL Glocial asetik asit, 22 gr EDTA, 1L dH,0
karistirild: ve karisim otokavlandi. Agaroz jel elektroforezinde kullanmak iizere 100
mL 50X’lik TAE, 5L dH,O karistirilarak 1X TAE hazirlandi. Bu tampona alternatif
olarak 54 gr Tris-Base, 27.5 gr borik asit ve 20 mL 0.5 M’lik EDTA pH’1 8 olacak
sekilde 5X TBE tamponu hazirlandi. Bu tampon stok olarak kullanildi. 200 mL 5X
TBE’den alinarak iizerine 800 mL distile suyla tamamlandi ve 1X TBE hazirlandi.
Fakat yiiriitme tamponu i¢in 1X TBE’den 50 mL alinip iizeri 50 mL distile suyla
tamamlanarak 0.5 X TBE’ye seyreltilerek her defasinda taze hazirlandi. PCR
tiriinlerini yiiriitmek i¢in % 1.2’lik agaroz jel hazirlandi. Bunun i¢in 1.2 gr agaroz
tartildi, erlene konuldu ve iizerine 150 mL 1X TAE eklendi ve mikrodalgada 2

dakika kaynatildi. Jel soguyana kadar jel sistemi ve kullanilacak taraklar saf su ile
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yikandi. Jel 1lik hale geldiginde iizerine 1.5 pL EtBr (Etlidyum bromiir) eklendi ve 1-
2 dakika sonra taraklar1 takilmis olan jel kasetine dokiildii ve polimerlesmesi
beklendi. Jel polimerlesip Orneklerin yiiklenecegi kuyucuklar olustuktan sonra
taraklar ¢ikarildi. Sonrasinda jelin tizerini kaplayacak sekilde tanka 1X TAE eklendi.
Ilk kuyucuga DNA standardi olan Fermentas / Thermo Fisher Scientific (Waltham,
Massachusetts, ABD; Katalog No: #SM1333) firmasinin GeneRuler™ 1kb Plus
DNA Ladder raedy-to use 6 pL marker yiiklendi. Mix ile yapilan PCR sonucu elde
edilen iriinlerdenboya ile karistirllmadan 5 pL, manuel PCR sonucu elde edilen
tirtinlerden ise 1 pL Fermentas / Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts,
ABD; Katalog No: R0611) firmasinin 6X DNA Loading Dye ile karistirildiktan
sonra 5 pL yiiklendi. Ornekler 140 volt, 200 amper 40 dakikada yiiriitiildi.

Yiiriitiilen 6rnekler UV transilliiminatdriinde goriintiilendi ve goriintii kaydedildi.

2.6 Polimorfizm icin Bitki Materyali Toplama

Polimorfizm igin zeytin ¢esitlerinin yaprak ornekleri Edremit Zeytincilik
Fidan Uretme Istasyonun’dan temin edildi ve Balikesir Damizlik Sigir Yetistiriciligi
Birligi’nden temin edilen sivi azot igerisinde Balikesir Universitesi Molekiiler
Biyoloji laboratuvaria getirildi ve uzun siire muhafaza edebilmek i¢in -80 °C’ye

kaldirildi.

2.7 Genomik DNA (gDNA) izolasyonu

OeACBP’nin zeytin g¢esitleri (Tablo 2.3) arasinda polimorfizm gdsterip
gostermedigini anlamak i¢in polimorfizm deneyi kuruldu. Bunun icin Oncelikle
polimorfizm amaciyla toplanan zeytin yaprak Orneklerinden QIAGEN (Venlo,
Hollanda) firmasinin DNeasy® Plant Mini Kiti ( Katalog No: 69104) kullanilarak
gDNA izolasyonu su sekilde gergeklestirildi: -80 °C’de saklanan yaprak ornekleri
steril havanda s1v1 azot eklenerek havaneli ile toz haline getirildi ve ependorfa alindu.
Uzerine 400 uL AP1 tampon ve 4 uL RNase A eklendi.Vorteks ile karistirildi. Sonra
65 °C’de 10 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon devam ederken ependorf 2-3 kez
alt st edildi. 130 pL P3 tampon ilave edildi, pipetajla karistirildi ve 5 dk buzda

22


https://www.google.com.tr/search?biw=1366&bih=643&q=waltham+ma&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&sqi=2&ved=0CIMBEJsTKAEwEmoVChMIq-ik6NafyAIVCkkaCh2CkAvt
https://www.google.com.tr/search?biw=1366&bih=643&q=waltham+ma&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&sqi=2&ved=0CIMBEJsTKAEwEmoVChMIq-ik6NafyAIVCkkaCh2CkAvt
https://www.google.com.tr/search?biw=1366&bih=643&q=waltham+ma&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&sqi=2&ved=0CIMBEJsTKAEwEmoVChMIq-ik6NafyAIVCkkaCh2CkAvt
https://www.google.com.tr/search?biw=1366&bih=643&q=waltham+ma&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&sqi=2&ved=0CIMBEJsTKAEwEmoVChMIq-ik6NafyAIVCkkaCh2CkAvt

inkiibasyona birakildi. ardindan 14000 rpm’de +4 °C’de 5 dk santrifiij yapildi.
Stipernatant mikropipet ile QIAshredder Mini Spin kolona (lila kolon) aktarildi.
14000 rpm’de +4 °C’de 2 dk santrifiij yapildi. Kolon atild1 ve supernatant mikropipet
ile yeni bir ependorfa alindi. Uzerine siipernatant 1.5 kati kadar AW1 tampon
eklendi. pipetaj ile karistirildi. Bu karisimin 650 uL DNeasy Mini Spin kolona
aktarildi. 8000 rpm’de +4 °C’de 1 dk santrifiij yapildi. Kolonun altindaki tiipteki sivi
dokildii ve karisimin geriye kalan1 da DNeasy Mini Spin kolona aktarildi ve
8000rpm’de +4 °C’de 1 dk santrifiij yapildi. Kolonun altindaki tiipteki s1v1 dokiildii.
Kolona 500 uL AW?2 tampon eklendi. 14000 rpm’de +4 °C’de 2 dk santrifiij yapildi.
Kolon yeni bir ependorfa alindi ve kolona 100 uL AE tampon eklendi. 5 dk oda
sicakliginda beklendi. 8000 rpm’de +4 °C’de 1 dk santrifiij yapildi. Elde edilen
gDNA ornekleri kalip olarak ve OeACBP’ye 6zel tasarlanan primerler (F13F17 F,
F13F17 R) kullanilarak PCR [107] kuruldu. PCR fdirlinleri agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiildii ve goriintiilendi. Goriintiileme sonucu markera gore
olmasi gereken biiytikliikte tek ve parlak bant veren PCR iirlinli Ligand Biyoteknoloji
ticari firmasina dizilemeye gonderildi. Dizileme sonuglar1 BioEdit [102] programu ile
hizaland1i ve polimorfik bdlge saptamasi yapildi. Sonrasinda Phylogeny.fr
(phylogeny.lirmm.fr) programu ile filogenetik agag¢ dizayn edildi.
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Tablo 2.3: Polimorfizm igin toplanan zeytin gesitleri

Olea europaea cv. Hojiblanca

Olea europaea cv. Cormona

Olea europaea cv. Domat

Olea europaea cv. Hermandos

Olea europaea cv. UB10

Olea europaea cv. Negral

Olea europaea cv. Memecik

Olea europaea cv. Cakir

© ®| N o g~ W N E

Olea europaea cv. Verdial

[y
©

Olea europaea cv. UB1

[EEN
[EEN

. Olea europaea cv. UB3

[EN
N

. Olea europaea cv. Kiraz

[EN
w

. Olea europaea cv. Gemlik

[EN
&

Olea europaea cv. Ascolana

-
o1

. Olea europaea cv. Leccino

[EN
(2]

. Olea europaea cv. izmir sofralik

[EN
~

. Olea europaea cv. Uslu

[EN
oo

. Olea europaea cv. Ayvalik

[y
©

. Olea europaea cv. Edincik su

N
o

. Olea europaea cv. Memeli

N
[

. Olea europaea cv. Samanl

N
N

. Olea europaea cv. Gordales

N
w

. Olea europaea cv. Erkence

2.8 RNA lzolasyonu

Zeytinin yaprak, meyve, cicek, slirglin, tomurcuk ve pedisel organlarindan
QIAGEN (Venlo, Hollanda) firmasinin RNeasy® Plant Mini kiti (Katalog No:
74904) kullanilarak RNA izolasyonu yapildi. RNA izolasyonu su sekilde
gerceklestirildi: oncelikle 450 pLL RLF ve 5 pL B-merkaptaetanol karistirilarak lizis
tampon hazirlandi. Sonra 6rnekler hi¢ sivi azot bitmeden havanda ezildi. S1v1 azotla
birlikte ependorfa alindi ve ependorfun kapag: agik birakildi. Uzerine lizis tampon
eklendi. Sonrasinda bu karisim kolona aktarildi ve 14000 rpm’de 2 dk +4 °C’de

sogutmali santrifiijde santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda kolon atild1 ve kolonun
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altindaki tlipte bulunan karisimin yaris1 kadar etanol eklendi. Pipetaj yapildi ve
hemen bagska bir kolona aktarildi. 10000 rpm’de 1 dk +4 °C’de sogutmali santrifiijde
santrifiij edildi. Kolonun altindaki tiipteki siv1 dokiildii ve kolonun iizerine 700 puL
RW1 tampon eklendi. 10000 rpm’de 1 dk +4 °C’de sogutmali santrifiijde santrifiij
edildi. Kolonun altindaki tiipteki sivi dokiildii ve kolonun {iizerine 500 pL. RPE
eklendi. 10000 rpm’de 1 dk +4 °C’de sogutmali santrifiijde santrifiij edildi. Bu islem
bir kez daha tekrar edildi. Bu sefer 10000 rpm’de 2 dk +4 °C’de sogutmali
santrifiijde santriflij edildi. Temiz bir tiipe kolon yerlestirildi ve 10000 rpm’de 1 dk
+4 °C’de sogutmali santrifiijde santrifiij edildi. Sonrasinda kolona 50 pLL RNase free
water eklendi ve 14000 rpm’de 1 dk +4 °C’de sogutmali santrifiijde santrifiij edildi.
Bunun sonucunda 1. Eliisyon elde edilmis oldu. Kolon baska bir tiipe aktarildi ve
yine 50 pL RNase free water eklendi ve 14000 rpm’de 1 dk +4 °C’de sogutmali

santrifiijde santrifiij edildi. Bunun sonucunda ise 2. Eliisyon elde edilmis oldu.

2.9  Tamamlayic1 (Complementary) DNA (cCDNA) Sentezi

Gergek zamanli PCR (RT-PCR) [108] i¢in RNA’dan Fermentas (Vinius,
Lithuania) firmasinin RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis kiti (Katalog
No: K163) kullanim kilavuzu kulanilarak cDNA sentezi yapildi.

cDNA sentezi su sekilde gerceklestirildi: Bir ependorfa 5 pL RNA kondu.
Uzerine 1 uL Oligo dT, 6 pL DEPC su eklendi ve 14000 rpm’de 3-5 sn +4°C’de
sogutmali santrifiijjde santrifiij yapildi. 70°C’de 5 dakika inkiibasyon yapildi.
Sonrasinda bir siire buzda bekletildi ve bu asamadan sonra buzda calisildi.
Inkiibeedilen karisima 4 pL 5X tampon, 1 pL riboniikleaz inhibitdrii ve 2 pL dNTP
eklendi. 14000 rpm’de 3-5 sn +4°C’de sogutmali santrifiijde santrifiij yapild.
37°C’de 5 inkiibasyona birakildi. Inkiibe edilen karisima 1 pL reverstranskriptaz
eklendi ve 42 °C’de 60dk inkiibasyon ve son olarak 70 °C’de 10 dakika inkiibasyon
yapildi.
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2.10 Gerg¢ek Zamanh PCR (RT-PCR)

OeACBP’nin zeytinin hangi organinda, ne zaman ve ne kadar sentezlendigini
tespit edebilmek i¢in RT-PCR [108] yapildi. RT-PCR i¢in BIONEER (Kore)
firmasinin AccuPower® GreenStar™ ¢PCR PreMix kiti (Katalog No: K-6210)
kullanildi.

RT-PCR’da [108] daha onceden kopya sayisi belirlenmis ubiquitin [109],
stiperoksit dizmutaz [110] ve GAPDH(Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz) [111]
olmak iizere 3 normalizator gen kullanildi. Bu genler ile OeACBP’nin Ct degerleri
karsilagtirilarak OeACBP’nin zeytinde ne kadar sentezlendiginin tespit edildi. RT-
PCR [108] i¢in 1 uL ¢cDNA, 0.5 uL RT primer F, 0.5 pL RT primer R, 18 pL
DEPC su kullanildi.

RT-PCR [108] sonuglar1 Microsoft Excel’e aktarildi ve gerekli hesaplamalar

yapildi. Sonuglar dogrultusunda grafik olusturuldu ve yorumlandi.

2.11 Klonlama ve Transformasyon

Genin zeytindeki islevini belirlemek i¢in geni protein olarak tliretmek gerekir.
Bu amag dogrultusunda 6ncelikle geni bir vektore klonlamak, vektore klonlanan geni
bakteriye aktarmak, bakteriyi uygun sartlarda protein sentezi yapabilecek kapasiteye
kadar biiyiitmek gerekmektedir.

2.11.1 Klonlama i¢in Primer Dizaym

Klonlama 6ncesinde i¢inde hem vektoriin gen dizisinin bir kismin1 hem de
OeACBP gen dizisinin bir kismini bulunduran bir ¢ift primer tasarlandi (Tablo 2.1)

ve Macrogen firmasindan temin edildi.
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2.11.2 Jelden Kazanim

Vektorlin geni i¢ine alabilmesi i¢in ortamda sadece istenilen gen olmalidir.
Bu nedenle klonlama igin tasarlanan primerler ile kurulan PCR [107] sonucu elde
edilen triinden saf/piirifiye DNA e¢lde etmek gerekir. Bunun igin Thermo Fisher
Scientific (Waltham, Massachusetts, ABD) firmasinin GeneJET Gel Extarction kiti

(Katalog No: K0691) kullanim kilavuzu kullanilarak jelden kazanim yapildi.

Jelden kazanim igin Oncelikle tasarlanan primer ile zeytin meyve cDNA’s1
kalip olarak kullanilarak total hacmi 50uL olan bir PCR [107] kuruldu. Kalip olarak
meyve cDNA’s1 kullanilmasinin nedeni OeACBP geninin RT-PCR [108] sonucunda
en ¢ok meyvede sentezlendiginin bulunmasidir. PCR firiinlinden 5pL kuyucuga
yiiklenerek agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii ve goriintiilendi. Beklenen yerde
tek ve parlak bant veren PCR iiriiniiniin tamami agaroz jel elektroforezinde tekrar
yiriitiildii ve goriintiilendi. Goriintiilemeden sonra 6rnegin yiiklii oldugu kuyucuk
UV 151k altinda kesildi ve bir ependorfa konuldu. Sonra iizerine 350 pL Binding
tampon eklendi ve 55 °C’de 10 dakika inkiibasyona birakild:. Inkiibe olan karisimdan
800uL kolona konur ve 14000 rpm’de 1 dk santrifiij yapildi. Kolonun altindaki sivi
dokiildii ve kolona 100puL Binding tampon eklendi. Yine 14000 rpm’de 1 dk santrifiij
yapildi. Kolon yeni bir tiipe kondu ve kolona 700 pL yikama tamponu eklendi.
14000 rpm’de 1 dk santrifiij yapildi. Kolonun altindaki s1v1 dokiildii ve kolona hicbir
sey eklenmeden tekrar 14000 rpm’de 1 dk santrifiij yapildi. Sonra kolona 50uL
Elisyon tampon eklendi. 5 dk oda sicakliginda bekletildi. 14000 rpm’de 1 dk
santrifiij yapildi. Saf/ piirifiye DNA elde edildi.

Klonlama ve transformasyon asamasina gegcmeden Once biitiin malzemelerin
hazir halde bulunmasi gerekir. Ciinkii klonlama asamasindan hemen sonra
hicbeklemeden transformasyon asamasina gegilir ve yine hemen sonra inkiibasyon

asamasina gecilmelidir.
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2.11.3 PCR Piirifikasyonu

Piifiriye DNA eldesi i¢in jelden kazanim metoduna alternatif olarak
Macherey-Nagel (Germany) firmasinin NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Kat.
No: 1506/005) kitinin prosediirii kullanilarak PCR piirifikasyonu yapilmistir.

Oncelikle 50 pL total hacimde hazirlnan PCR iiriinii agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiildii. Istenilen yerde bant gdsteren PCR iiriiniine 55 uL dH,O
ilave edildi. toplam hacim 100 pL olarak ayarlandi. Uzerine 200 pL NT1(Baglanma
tamponu) ilave edildi ve bu karigim kitin i¢indeki kolona yiiklendi. 11000 rpm’de 30
saniye +4 °C’de santrifiij yapildi ve kolonun altindaki tiipteki sivi dokiildii. Kolona
700 pL NT3 (Yikama tamponu) eklendi ve 11000 rpm’de 30 saniye +4 °C’de
santrifiij yapildi. Kolonun altindaki tiipteki sivi dokiildii ve yine kolona 700uL. NT3
(Yikama tamponu) eklendi ve 11000 rpm’de 30 saniye +4 °C’de santrifiij yapildi.
Kolonun altindaki tiipteki sivi dokiildii. kolona hicbir sey ilave edilmeden 11000
rpm’de 1 dakika +4 °C’de santrifiij yapildi. Kolonun altindaki tiip atildi ve kolon
yeni bir tiipe koyuldu. Kolona 30 uL NE (Eliisyon tamponu) konuldu. 1 dakika oda
sicakliginda bekletildikten sonra 11000 rpm’de 1 dakika +4 °C’de santrifiij yapildi.
Bu sefer kolon atild1 tiipte kalan siv1 piirifiye DNA olarak -20 °C’de saklandi.

2.11.4 Ampisilin Hazirlama ( 50 mg/mL)

Mutasyona ugramis ya da degistirilmis hiicreleri ampisilin direnci araciligiyla
ayirmak i¢in kullanilir. Bu nedenle hazirlanan besiyerleri ampsilinli olmalidir. Sigma
Aldrich firmasmin (St. Louis, Missouri, ABD) ampicillin sodyum tuzundan (Kat.
No: A9518-5G) (ampicillin sodium salt) 0.25 gr bir falkona alindi ve 5 mL saf suda
¢oziildii. Sonrasinda steril bir filtreden gegirilerek ependorflara paylastirildi. -20 °C’
de saklandi.
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2.11.5 LB Agar ve LB Broth Hazirlama

Mikroorganizmalarin ya da hiicrelerin biiylime ya da kiiltiir ortam1 kat1 ya da
sivi olabilir. LB (Luria — Bertani) broth biiylime LB (Luria — Bertani) agar ise kiiltiir

i¢in kullanilmaktadir.

LB agar hazirlanisinda Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, ABD)
firmasimin LB Agan (Katalog No: BP1425-500) kullanildi. 4 gr LB agar ve 100 mL
dH20 kanistirildiktan sonra otoklavda steril hale getirildi. Otoklavdan sonra

sogumaya birakildi ve 1liyinca tizerine 100 wL ampsilin eklendi. Petrilere dokiildi.

LB broth i¢in 10 gr Triptone (Conda; Kat. No: 1612.00), 5 gr Yeast Extract
(Conda; Kat. No: 1702.00) ve 5 gr Sodyum Klorid (Chem Cruz; Kat. No: sc-
203274A) tartildi ve tizeri 1 L saf su ile tamamlandi. ardindan otoklavlanarak steril

edildi. Bu islemden sonra soguyunca +4 °C’ye kaldirilarak saklandi.

2.11.6 Kompetan Hiicre Hazirlama

E.coli DH10B, E. coli BL21 bakteri suslar1 tek koloni elde edebilmek i¢in LB
agara [amp(-)] ekildi ve 1 gece 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Sonrasinda tek
koloni segilip 5 mL’lik LB brotha [amp(-)] aktarildi ve 1 gece 37 °C’de inkiibasyona
birakildi. 80 mL’lik LB brotha 2 mL onkiiltiirden eklendi. OD (canli hiicre sayist) 0.2
olana kadar 37 °C’de ¢alkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakildi. OD 0.2 olunca
1M MgCly’den 1.6 mL ve IM glikozdan 888uL eklendi. OD 0.5 oluncaya kadar
37°C’de calkalamal1 inkiibatérde inkiibasyona devam edildi. OD 0.5 olunca buz
icinde +4 "C’de buzdolabma kaldirildi ve 2 sa. bekletildi. Bekleme asamasinda pH
5.5’te 23 mL IM CaCl,, 17 mL 1M MnCl, ve 10 mL IM NaAc karistirilarak 50
mL’lik tritalasyon tampon hazirlandi. Bekleme siiresi bittikten sonra 5000 rpm’de 5
dk santrifiij yapildi. Siipernatant atildi. Pellet 40 mL tritalasyon tamponda ¢oziildii.
Pellet ¢oziiliince 5000 rpm’de 5 dk santirifiij yapildi. Siipernatant atild1 ve pelletin
tizerine higbir sey eklemeden tekrar 5000 rpm’de 1 dk santrifiij yapildi. Pellet 3.4 mL
tritalasyon tampon ve 0.6 mL % 15°lik gliserol iceren 4 mL’lik tritalasyon tamponda

¢oziildi. Her bir ependorfa 50 uL dagitildi. - 80 °C’de muhafaza edildi.
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2.11.7 Klonlama

Klonlama i¢in Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, ABD)
firmasiin aL.ICator LIC Cloning and Expression kiti (Katalog No: K1251) kullanildi

ve klonlama kullanim kilavuzuna uygun yapildi.

Bunun i¢in bir ependorfa 7uL piirifiye DNA, 2uLL LIC tampon, 1uL T4 DNA
Polimeraz eklendi. 5 dk oda sicakliginda bekletildi. Sonra 0.6uL. EDTA ve
kullanilacak olan vektérden (pLATE 51) [112] 1uL ilave edildi.

2.11.8 Cogaltma Susuna Transformasyon

Transformasyon i¢in E. coli’nin bir ¢ogaltma susu olan DH10B kullanildu.
Bunun i¢in yaklasik 13 pL’lik hazirlanan vektor - piirifiye DNA karigimi -80 °C’de
ependorfta muhafaza edilen DH10B’ye aktarildi. 30 dk buzda bekletildi. Sonra 1s1
soku icin 42 °C’de 90 sn bekletildi. Tekrar 1-2 dk buzda bekletildi. Uzerine 450 pL
LB Broth yavas yavas eklendi ve 37 °C’de 1 sa 30 dk calkalamali inkiibatorde
inkiibasyona birakildi. Sonra 14000 rpm’de 1-2 dk santrifiij yapildi. Yaklasik 400 pnLL
kadar s1v1 atild1. Kalan s1v1 ile pellet pipetajyoluyla iyice karistirildi ve hazirlanan LB

agara yayma ekim yontemiyle ekildi. 37 °C’de 1 gece inkiibasyona birakildi.

2.11.9 Koloni PCR ve Koloni Tarama

Bu islemin amaci biiyliyen kolonileri daha ¢ok biiylitmek ve protein sentezi
yapabilecek duruma getirmektir. Bunun icin 1 gece inkiibasyon sonrasi biiyiiyen
bakteri kolonileri tarandi. Tek tek biiylimiis olan kolonilerden 10 tanesi se¢ildi. Ayri
ayr1 PCR tiiplerine alind1 ve iizerlerine 10’ar puL saf su eklendi. Hazirlanmis olan
sulandirma o6rneklerinden 1 pL alinip kalip olarak kullanildi ve Thermo Fisher
Scientific (Waltham, Massachusetts, ABD) firmasinin aLICator LIC Cloning and
Expression kiti (Katalog No: K1251) primerleri ile PCR [107] kuruldu. Ornekler
agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii ve goriintiilendi. Goriintiileme sonucunda tek
ve daha parlak bant veren PCR firiinii Ligand Biyoteknoloji ticari firmasina

dizilemeye gonderildi. Dizileme sonucu i¢inde OeACBP geni tarandi yani vektor
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geni i¢ine almis m1 ve DH10B susuna aktarim gergeklesmis mi diye kontrol edildi.
Dizilemeye gonderilen PCR iirliniinde kalip olarak kullanilan sulandirma 6rneginin
tamamu, i¢inde 10 mL LB broth, 10 uL ampsilin bulunan 50 mL’lik falkona eklendi.
Falkonun agzi hafif agik kalacak sekilde calkalamali inkiibatore yatay olarak kondu.
37 °C’de 1 gece inkiibasyona birakildi.

2.11.10 Plazmit izolasyonu

Plazmit izolasyonu i¢in Fermentas (Litvanya) firmasinin GeneJET Plasmid
Miniprep kiti (Katalog No: K0502) kullanildu.

Biiyiitiilmiis olan koloni 4000 rpm’de 10 dk santrifiij yapildi. Stvi kisim 4
ependorfa paylastirildi ve tizerine 150 pL %100 gliserol eklendi. -80°C’de muhafaza
edildi.

Falkonda kalan pelletin {izerine 250 pL Resuspansion solution eklendi ve
pipetaj yoluyla iyice karistirildi. Sonra 250 pL lizis soliisyon eklendi ve yavas yavas
pipetaj yoluyla karistirildi. Bu karisim ependorfa aktarildi. Uzerine 350 pL
neutralization solution eklendi ve 3-5 kez alt iist edildi. Sonra 14000 rpm’de 5 dk
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siv1 kisim kolona aktarildi ve tekrar 14000 rpm’de 1
dk santrifiij yapildi. Kolonun altindaki siv1 atildi ve kolona 500 pLL Wash solution
eklendi, 14000 rpm’de 1 dk santrifiij yapildi. Yine kolonun altindaki sivi atildi ve
kolona 500 pL Wash solution eklendi, 14000 rpm’de 1 dk santrifiij yapildi. Kolonun
altindaki sivi atildi ve kolona bir sey eklenmeden 14000 rpm’de 1 dk santrifiij
yapildi. Kolon bos bir tiipe aktarildi. Uzerine 50 pL eliisyon tampon eklendi. 5 dk
oda sicakliginda bekletildi. 14000 rpm’de 2 dk santrifiij yapildi. 1. Eliisyon elde
edildi. Sonra kolon bagka tlipe aktarildi ve bu sefer {izerine 20 pL eliisyon tampon
eklendi. 14000 rpm’de 2 dk santrifiij yapildi. 2. Eliisyon elde edildi.

2.11.11 Spektrometre Ile Plazmit DNA Miktar Olciimii

Olgiim icin 96 gozlii plastik hiicre kiiltiirii plakas1 (96 well plastic cell culture
plate) kullanildi. Plakadaki bir kuyucuga 195 pL saf su kondu ve {izerine 5 uL izole
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plazmit eklendi. Diger bir kuyucuga sadece 200 uL saf su (KOR) kondu.
Spektrometreye hiicre kiiltiir plakasi yerlestirildi ve oOl¢iim yapildi. Miktar
hesaplamasi asagidaki gibi yapildi.

A(ng / uL) = 6l¢iim sonucu — Kor’iin sonucu

2.11.12 Ekspresyon Susuna Plazmit Transformasyonu

Bunun i¢in E.coli’nin ekspresyon susu BL21 kullanildi. 3 - 5 pL izole edilen
plazmit aktarildi. Cogaltma susuna transformasyon asamasinda yapilan islemler
sirayla uygulandi. Oncelikle 30 dk buzda, sonra 1s1 soku icin 42 °C’de 90 sn,
ardindan birka¢ dakika buzda bekletildi. Uzerine 450 pL LB broth yavas yavas
eklendi. 37 °C’de 1 sa 30 dk calkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Sonra
birka¢ dakika 14000 rpm’de santriflij yapildi. Siipernatanttan yaklasik 400 pL
dokiildii. Kalan kisim ile pellet pipetaj yoluyla iyice karigtirildi ve LB agara yayma
ekim yoluyla ekim yapildi. 37 °C’de 1 gece inkiibasyona birakildu.

2.12 Hiicrelerin indiiklenmesi

Bir gece inkiibasyona birakilan hiicrelerin iiremesi sonucunda tek bir koloni
sec¢ildi ve iginde 10 mL LB broth ve 10 uL ampsilin [Sigma (Kat. No: A9518-5G)]
bulunan 50 mL’lik falkona eklendi. Falkonun agzi hafif acik kalacak sekilde yatay
olarak calkalamali inkiibatore yerlestirildi. 37 °C’de 1 gece c¢alkalamali inkiibatdrde
inkiibasyona birakildi. Ureme sonucunda bir erlene 90 mL LB broth, 12.5 uL
ampsilin [Sigma (Kat. No: A9518-5G)] ve 10 mL 1 gece inkiibasyona birakilmig
onkiltir eklendi. OD 0.6 oluncaya kadar 37 °C’de ¢alkalamali inkiibatorde
inkiibasyona birakildi. OD 0.6 oldugunda iizerine 1 mL laktozun kiikiirtlii bir
analogu olan IPTG (Isopropil B-D-1-tiyogalaktopiranosid) [Thermo Scientific
(Lithuania; Kat. No: R0392)] eklenerek indiiklendi. 37 °C’de 1 gece galkalamali
inkiibatorde inkiibasyona birakildi.
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2.12.1 IPTG Hazirlama

IPTG (Isopropil p-D-1-tiyogalaktopiranosid) laktozun kiikiirtlii bir analogu
olup ortamda yeterli sayida canli hiicre bulundugu anda ortama eklenerek protein
sentezini baslatir. 0.24 gr Thermo Scientific (Lithuania; Kat. No: R0392) firmasindan
temin edilen IPTG bir falkona eklendi ve iizerine 10 mL saf su ilave edildi. Saf suda
coziilen IPTG steril bir filtreden gegcirildi ve ependorflara paylastirildi. -20 °C’de

saklandi.

2.13 Hiicreleri Coktiirme ve Lizis

Indiikleme isleminden sonra protein iireten hiicreler ¢oktiiriiliir, lizis edilir ve

tiretilen protein hiicre artiklarindan uzaklastirilir.

2.13.1 Hiicreleri Coktiirme

Coktiirme islemi i¢in hiicreler 50 mL’lik falkonlara paylastirildi. 4000 rpm’de
20 dk santrifiij yapildi. Siipernatant atildi. Pellet lizis isleminin hazirliklar1 yapilirken
-20 °C’de saklandi.

2.13.2 Protamin Siilfat Hazirlama

I mL’lik total hacim i¢in 0.03 gr protamin siilfat (Sigma; Kat No:
041M1437V) tartildi. Uzeri otoklavl su ile tamamlandi. Vorteks ve pipetaj yoluyla

¢Ozildii.

2.13.3 PMSF Hazirlama

PMSF (Fenilmetilsiilfonil florid) bir serin proteaz inhbitoriidiir. Hiicre
par¢alanmasindan yani lizisinden sonra ilgilenilen proteini sindiren proteazlar

etkisiz hale getirmek i¢in kullanilir. Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri, ABD,
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KatNo: P7626) firmasindan temin edilen PMSF’den 17.4 gr bir falkona eklendi ve 10
mL izopropanol ile ¢oziildii. -20 °C’de saklandi.

2.13.4 5 mL’lik Lizozim Hazirlama

1,4-beta-baglarinin hidrolizini katalize ederek, bakteriyel hiicre duvarina zarar
verir. 0.25 gr lizozim (Sigma ;Kat No: SLBO8654V) tartild1 ve total hacim 5 mL
olacak sekilde iizeri otoklavli su ile tamamlandi. Sonra 1’er mL ependorflara

paylastirildi. Aliiminyum folyo ile sarilarak -20 °C’de saklandi.

2.13.5 Lizis

Lizis hazirliklar1 yapilirken -20 °C’de saklanan 6rnekler ¢ikarildi ve pelletin
tizerine 2 mL lizis tampon [QIAGEN(Venlo, Hollanda); Kat. No: 41832775] eklendi.
Iyice ¢oziildii. Sonra 100 uL PMSF eklendi. Pipetaj ya da vorteks yoluyla karigtirildi.
125 pL lizozim eklendi. Pipetaj ya da vorteks yoluyla karistirildi. 15 dk oda
sicakliginda bekletildi. Sonra 1 mL protamin siilfat eklendi ve 10 dk buzda bekletildi.
2 ependorfa 6rnek paylastirildi ve 14000 rpm’de 5 dk santrifiij yapildi. Stipernatant
baska bir ependorfa aktarildi. Protein elde edildi. -20 °C’de sakland.

Bu lizis yontemine alternatif olarak bagka bir lizis yapilmistir: 1 pellet i¢in 2
mL buffer A ve 20 uL PMSF karisimi hazirlandi ve -20 °C’de saklanan pellet bu
karisim ile ¢oziildii. 1 spatiil kati1 lizozim bu karisim ile ¢oziilen Ornegin tam
ortasinda dokiildii ve ¢ok kisa bir vorteks yapildi. Bu asamada lizozim yerine
ultrasonik banyo kullanilarak da parcalama islemi yapildi. Ardindan 20 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Bu esnada 1 mL’lik protamin siilfat hazirland1 (I mL i¢in
0.03 gr protemin siilfat). Bekleme siiresi bittikten sonra bu karisimin {iserine 200 pL
protamin siilfat eklendi ve 15 dakika buzda bekletildi. sonrasinda artik siimiiksii bir
yapt kazanan karigim 2 ependorfa paylastirilarak 14000 rpm’de 5 dakika +4 °C’de
santrifiij yapildi. Protein elde edildi.
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2.13.6 Buffer A Hazirlama

50 mM Hepes, 300 mM NaCl, 5 mM imidazol, 0.5 mM TCEP pH 7.5 olacak
sakilde karistirilarak hazirlandi.

2.13.7 Protein Saflastirma

Elde edilen protein sonrasinda siringa ile filtreden gegirilerek 15 mL’lik
falkona aktarildi ve iizerine "START" yazildi. Falkonda bir miktar ¢ozelti birakilarak
bu ¢ozelti bazik ponza iizerine eklendi. Bazik ponza ile ¢ozelti iyice ¢oziildii ve 60
dakika yatay bir sekilde buzda bekletildi. Arada alt iist edildi. Sonrasinda 8000
rpm’de +4 °C’de 2 dakika santrifiij edildi. Siipernatant bagka bir 15 mL’lik falkona
alinarak tizerine "FT" (flow through) yazildi. Kalan pellet 1 mL buffer A ile ¢oziildii
ve 8000 rpm’de +4 °C’de 2 dakika santrifiij edildi. Siipernatanttan 200 pL bir
ependorfa alindi ve tlizerine "W1" (wash) yazildi. Kalan pellet 1 mL buffer A ile
¢oziildii ve 8000 rpm’de +4 °C’de 2 dakika santrifiij edildi. Siipernatanttan 200 pL
bir ependorfa alind1 ve tizerine "W2" (wash) yazildi. Yine kalan pellet 1 mL buffer
A ile ¢oziildii ve 8000 rpm’de +4 °C’de 2 dakika santrifiij edildi. Siipernatanttan 200
uL bir ependorfa alindi ve {izerine "W3" (wash) yazildi. Sonrasinda kalan pellet 1
mL buffer B ile ¢oziildii ve 5 dakika yatay bir sekilde buzda bekletildi. 5 dakikanin
sonunda 8000 rpm’de +4 °C’de 3 dakika santrifiij edildi. Siipernatanttan 200 pL bir
ependorfa alind1 ve tlizerine "E1" (eliisyon) yazildi. Kalan pellet 1 mL buffer B ile
¢oziildi ve 8000 rpm’de +4 °C’de 3 dakika santrifiij edildi. Siipernatanttan 200 pL

bir ependorfa alind1 ve iizerine "E2" (eliisyon) yazildu.

Bu saflagtirma metoduna alternatif olarak Ni-NTA kolon (Nikel kolon)
kullanilarak saflastirma yapildi. 1 pellet 5 mL Buffer A ve 50 uL PMSF karisimi ile
¢oziildii ve ardindan ultrasonik banyoda 5 dakika parcalamaya birakildi. Ardindan
¢ozelti ependorflara paylastirilarak 14000 rpm’de +4 °C’de 10 dakika santrifiij
yapildi. Siipernatant filtreden gecirilerek 15 mL’lik falkona alindi ve {izerine
"START" yazildi. Es zamanli olarak bazik ponza tozu Buffer A ile Ni-NTA kolonda
yikandi. Uzerine "START" yazilan ¢dzelti bazik ponzanin iizerine eklendi ve Ni-
NTA kolonda 10 dakika bekletildi. 10 dakikanin sonunda kolondan gegiriline
stiziintii bagka bir falkona alind1 ve zerine "FT" yazildi. Ardindan 5 mL Buffer A
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bazik ponzanin iizerine eklendi ve hi¢ beklemeden NI-NTA kolondan siiziintii baska
bir ependorfa alindi, lizerine "W1" yazildi. Bu islem bir kez daha yapildi ve falkonun
tizerine "W2" yazildi. Bu islemin sonunda bazik ponzanin iizerine 2mL Buffer B
eklendi, 2 dakika beklendi ve siiziintli baska bir falkona alindi, tizerine "E1" yazildi.

Bu iglem bir kez daha yapild1 ve falkonun tizerine "E2" yazildi.

2.13.8 Tampon B Hazirlama

50 mM Hepes, 300 mM NaCl, 250 mM imidazol, 0.5 mM TCEP ve %5
gliserol pH 7.5 olacak sakilde karistirilarak hazirlandi.

2.14 SDS Page Jel Elektroforezi ve Western Blot

SDS Page jel elektroforezi (Sodium Dodecyl Sulfate - Poly Acrylamide Jel
Elektroforez) [113]; SDS ile denatiire olan proteinlerin molekiiler agirliklarina gore
poliakrilamid jelde ayrilmasi prensibine dayanir. Western blot [114] ise bir protein
sollisyonunda aranilan proteini 6zel antikorlar ile tespit etmek icin kullanilir. Bu
islemler i¢in BIO-RAD (Hercules, Kaliforniya, ABD) firmasinin Trans-Blot®
Turbo™ RTA Transfer kit, Nitrocellulose (Kat. No: 170-4270) kullanildi.

2.14.1 SDS Page Jel Elektroforezi

2.14.1.1 %15’lik Ayirma Jeli Hazirlama

Proteinleri molekiiler agirliklarina gore ayirmak igin kullanilir. Jel 2.5 mL
Lower tampon, 3.75 mL Bisakrilamid [Fisher BioReagents® (New Jersey, USA;
Kat. No: 105199)], 3.75 mL otoklavli su, 100 pL % 10’luk amonyum persiilfat
(APS) [Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, ABD;Kat. No: 1007840)], 10 uL.
Tetrametilendiamin (TEMED) [Fermentas(Vinius, Lithuania; Kat. No0:111383)]

karistirilarak hazirlandi.
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Bisakrilamid iki akrilamid zinciri arasinda ¢apraz baglanmalar olusturur.
Bisakrilamid miktar1 arttikca jelde 1sinma fazlalasir, kirilganlik artar ve daha
kolayyikanir. APS polimerlesmeyi baslatirken TEMED ise bu olayr katalizler. Bu
nedenle jel dokiilmeden hemen 6nce APS ve TEMED eklendi. Jel dokiildiikten sonra
hava kabarciklarii gidermek ve jeli diizeltmek icin jelin iizerine bir miktar
izopropanol dokiildii. Jel donduktan sonra izopropanol kurutma kagidi veya saf su ile

uzaklastirildi.

2.14.1.1.1 Lower Tampon Hazirlama

1 L’lik (pH 8.8) lower (ayiric1) tampon i¢in 19.8 gr Tris [MERCK
(Darmstadt, Almanya; Katalog No: K41623287 118, Katalog No: K42846187 144)],
0.4 gr SDS [AppliChem (Darmstadt, Almanya; Katalog No: 151-21-3)] karistirildi.

Uzeri otoklavli su ile tamamlandi.

2.14.1.1.2 %10’luk APS Hazirlama

Polimerizasyon olayini baglatir. 0.1 gr APS (Amonyum persiilfat) ve 1 mL

otoklavli su ile hazirland.

2.14.1.2 Yigma Jeli Hazirlama

Molekiiler agirliklar: farkli olan proteinleri ayirma jeline kadar yigar. Yigma
jeli 2.5 mLUpper tampon, 1.25 mL Bisakrilamid [Fisher BioReagents® (New Jersey,
USA; Kat. No: 105199)], 6.14 mL otoklavli su, 100 uL % 10’luk APS [Fisher
Scientific (Waltham, Massachusetts, ABD;Kat. No: 1007840)], 10 uL TEMED
[Fermentas(Vinius, Lithuania; Kat. No: 111383)] karistitilarak hazirlandi. Jel

dokiildiikten sonra kuyucuklarin olusmasi i¢in tarak takildi.
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2.14.1.2.1 Ust Tampon Hazirlama

1 L‘lik Upper tampon ic¢in 6.6 gr Tris [MERCK (Darmstadt, Almanya,;
Katalog No: K41623287 118, Katalog No: K42846187 144)], 0.4 gr
SDS[AppliChem (Darmstadt, Almanya; Katalog No: 151-21-3)] karistirild1 ve tizeri

otoklavli su ile tamamlanda.

2.14.1.3 Yiiriitme Tamponu Hazirlama

1 L’lik yiiritme tamponu igin 100 mL 10X Tris-Glisin SDS tampon [BIO-
RAD (Hercules, Kaliforniya, ABD; Kat. N0:161-0732)] ve 900 mL otoklavli su
kullanildi.

2.14.1.4 Ornek Hazirlama

25 pL’lik ya da 50 pL’lik 6rnek hazirlandi. 25 pL’lik 6rnek i¢in 20 pL 6rnek,
5 puL boya karistirildi. 50 pL’lik 6rnek igin ise; 45 pL 6rnek, 5 pL boya karistirildi.
Ornek yiikleme boyasi [BIO-RAD (Hercules, Kaliforniya, ABD) 4X Laemmli 6rnek
tampon; Kat. No0:161-0747] Betamerkaptoetanol (Sigma Kat. No: 125K0165) ile
muamele edilip kullanildi. Boya 6rnek sayisi ile orantili olacak sekilde hazirlandi.

Ornekler boya ile karistirildiktan sonra 70°C°de 5 dk bekletildi.

SDS jel elektroforezi ig¢in Thermo Scientific (Lithuania) firmasinin
PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Katalog No: 26619) marker1 kullanild.
Hazirlanan ornekten 20 pL, markerdan 3 pL kuyucuga yiiklendi. Jel oOnce
proteinlerin ayirma jeline kadar yigilmasi icin 90 voltta 20 dk, sonra proteinlerin

molekiiler agirliklarina gore ayrilmasi igin 120 voltta 90 dk yiiriitiildii (Sekil 2.2).

2.14.1.5 Commasie Blue Boyama Teknigi

Bu boyama teknigi lizis isleminden sonra gerceklestirildi. Yiiriitiilen jel bir

kaba kondu ve Commasie Blue ile boyandi. 25°C’de c¢alkalamali inkiibatorde 45 dk
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bekletildi. Boya 6nce su ile sonra SDS renk agma soliisyonu (75 mL asetik asit
glicial, 50 mL metanol karistirilarak tizeri dH,O ile 1 L’ye tamamlandi) ile yikandi.
Renk agma soliisyonu i¢inde 25°C’de 1 gece ¢alkalamali inkiibatorde bekletildi. UV
transilliiminatoriinde molekiiler agirliklarina gore ayrilan proteinler goriintiilendi ve

goriintli kaydedildi.

2.14.1.6 Giimiis Boyama Teknigi

Commasie Blue boyama yontemine alternatif olarak protein saflastirildiktan
sonra yapilan giimiis boyama teknigi uygulandi. Yiriitiilen jel 10 mL asetik asit, 40
mL etil alkol ve 50 mL dH,O ile hazirlanan ¢ozelti igcinde 1 saat bekletildi.
sonrasinda jel dH,O ile 1 gece yikandi. Ertesi giin jel %0.02’lik sodyumtiyasilfat
(0.04 gr Na,S,0st, 200 mL dH0) iginde sadece 1 dakika tutuldu ve 3 kez 30 saniye
dH0 ile yikandi. Sonrasinda jel +4 °C’de soguk %0.1°lik giimiis nitrat ¢zeltisinde
(0.2 gr AgNO3, 200 mL dH20 ve 40 pL formaldehit ) 20 dakika bekletildi. Jel tekrar
3 kez 30 saniye dH0 ile yikand: ve yikanan jel yeni bir kaba alindi. 1 dakika dH,O
ile yikandi. Jel %3 ‘liik sodyumkarbonat ¢6zeltisinde (15 gr Na2CO3, 250 mL dH,0
ve 125 pL formaldehit) konuldu. Cozelti sar1 renk alinca yenisiyle degistirildi ve bu
islem boyama belirgin olana kadar devam etti. Jel 20 saniye dH,O ile yikandi.
Yikandiktan sonra son islem olarak jel %5 ‘lik asetikasit i¢inde 5 dakika bekletildi.
%1°lik asetikasit i¢inde +4 °C’de saklandi.
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Sekil 2.1: SDS-PAGE jel elektroforez sistemi [113].

2.14.2 Western Blot

SDS jel elektroforeziyle yiiriitiilen jel Sekil 2.3°deki gibi transfer bufferla
muamele edilmis nitroseliiloz membrana 1.3 A, 25 V 7 dakika BIORAD-Trans-Blot
Turbo Transfer System ile transfer edildi. Transfer islemine alternatif yontem olarak
oncelikle metanol ile aktive edilen sonrasinda transfer bufferla muamele edilen
PVDF membran kullanilarak 250 V, 90 A 24 saat +4 °C’de transfer islemi
gerceklestirilmistir.

Yikama islemleri i¢in Oncelikle 3 tekrarli 10’ar dakika 1X TBS ile oda
sicakliginda calkalamali inkiibatérde yikandi. Ardindan 1 saat blocking tampon da
calkalamal1 inkiibatérde bekletildi. Sonra tekrar 3 tekrarli 10’ar dakika 1X TBS ile
oda sicakliginda ¢alkalamali inkiibatorde yikandi. 40 dakika ¢alkalamali inkiibatorde
anti-bodyde bekletildi ve yine 3 tekrarli 10’ar dakika 1X TBS ile oda sicakliginda
calkalamali inkiibatérde yikandi. Son yikamanin ardindan antikora uygun bir substrat
olan ECL icinde yaklasik 1 dk bekletildikten sonra Fusion FX Vilber Lourmat ile

membran goriintiilendi ve goriintii kaydedildi.
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Sekil 2.2: Membrana transfer teknigi [113].

2.14.2.1 10X Kosturma Tamponu Hazirlama

30.3 gr Tris, 144.4 gr Glisin tartilarak pH 8.3’te dH,O ile 1 L tamamlanarak

hazirlandi. PVDF membran kullanilarak yapilan transfer isleminde bu tampondan

100 mL kullanilarak iizerine 200 mL metanol, 500 pL %10’luk SDS eklenerek
toplam hacim dH,O ile 1 L’ye tamamlanarak transfer buffer hazirlandi.

2.14.2.2 9%10’luk SDS Hazirlama

10 gr SDS pH 7.2°de 100 mL dH>O ile ¢oziilerek hazirlandu.

2.14.2.3 Transfer Tamponu Hazirlama

Jelin membrana aktariminda kullanildi. Her membrana aktarimda yeniden

hazirlanmalidir.  Bunun i¢in BIO-RAD  (Hercules, Kaliforniya, ABD)
firmasiinTrans - Blot® Turbo™ 5X Transfer tampondan 20 mL, 20 mL etanol ve 1

L’ye tamamlayacak kadar saf su karistirildu.
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2.14.2.4 10X TBS Hazirlama

0.2 M’lik Tris’ten [MERCK (Darmstadt, Almanya; Katalog No: K41623287
118, Katalog No: K42846187 144)] 24.22 gr, 1.5 M’lik NaCl’den 87.66 gr tartild1.

Uzerine 1 L’ye tamamlayacak kadar saf su eklendi.

2.14.2.5 1X TBS Hazirlama

10X TBS’den 40 mL alind1 ve {izerine 400 mL’ye tamamlayacak kadar saf su

ilave edildi. Uzun siire saklayabilmek i¢in Tween 20 ile muamele edildi.

2.14.2.6 Blocking Tampon Hazirlama

QIAGEN (Venlo, Hollanda) firmasiin Blocking reagent (Kat. No:
145039977) 0.1 gr, QIAGEN (Venlo, Hollanda) firmasinin Blocking reagent tampon
(Kat No: 145039712) 2 mL ve 18 mL 1X TBS karistirilarak hazirlandi.

2.14.2.7 Anti-body Hazirlama

10 mL 1X TBS igine 5 pL anti-body eklendi. Boylece !4 oraninda antikor
seyreltilmis oldu. Bu karisim daha sonra filtreli siringadan gecirilerek seyreltildi.
QIAGEN (Venlo, Hollanda) firmasinin Penta-His HRP Conjugate (Kat. No:
145041949) anti-body olarak kullanildi.

2.14.2.8 ECL Hazirlama

Thermo Scientific (Waltham, Massachusetts, ABD) firmasinin Pierce® ECL
(Entry-level peroxidase substrate for enhanced chemiluminescence) Western Blotting
Substrate kullanildi. Bunun i¢in kitin i¢indeki Detection Reagent 1Peroxide Solution
(Kat. No: 1859701) 3 mL ve Detection Reagent 2 Luminol Enhancer Solution (Kat.
No: 1859698) 3 mL alinarak bir falkonda karistirildi.
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3. BULGULAR

3.1  Biyoinformatik Analiz

Oncelikle ¢cDNA kiitiiphanesinde "F13F17" olarak isimlendirilen cDNA
dizisinin NCBI veri tabanindaki BLAST [101] programinda nBLAST seckmesi
kullanilarak Agil - KOA Baglanma Proteinine ait oldugu bulundu. (Sekil 3.1) BioEdit
[102] programi ile cDNA dizisinin acgik okuma c¢ercevesi bulundu (Sekil 3.2) ve
PBLAST sekmesi ile en yakin akrabalik gosterdigi gen ailesi tespit edildi.(Sekil 3.3)

|XM__00951 1041 PREDICTED: Nicotiana tomentosiformis acyl-CoA-binding p.. $=333 E=2 4e-87

Color Key for alighment scores

<40 40-50 80-200 >=200
G ey [ —
| | | | | |
1 30 120 270 360 450

Sekil 3.1: OeACBP cDNA dizisinin nBLAST analizi.

, AcylColbindingProtein(l-499saglam): 14 to 277: Frame 2 28 aa
MALKEEFEEHAFKRKTLPESTSNEDKLVLYGLYKQATVEN VNI SRPGI FNMR DR A KW AWKAVE GKSQEEAMSDY TTEVELEERRRD

Sekil 3.2: OeACBP’nin agik okuma gergevesi (ORF).
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Putative conserved domains have been detected, click on the lmage below for detalled results.

t- v oy T A I L s Al I, AT NI T '.'
Query seq, NALKEEFEE PR ERE T PE ST SN DL Y LY G LYKOA TV ONYNT SRPU I FRIRD AR DR AYEORSOELRNSDY I TKVEOLKERARR
scyl-CoR Binding packat | A_A Ah_A MA_AA LA A LA A
Goll Rindiew site
Specific hits
Superfanilies ACBP suparfami ly

Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence 4
CABS6694 Acyl-CaA binding protein (ACEP) [Digtalls tanata] S=168 E=1 2¢-51

Color key for alignment scores

<40 4050 DUSEEON 80200 >5200

Query W
[

[
1 10 20 30 40 50 60 70 80

Sekil 3.3: OeACBP’nin pBLAST analizi ve ait oldugu gen ailesi.

BioEdit [102] programi kullanilarak OeACBP’nin niikleotit kompozisyonu
belirlendi ve Sekil 3.4‘de gosterildi. Analiz sonuglarmma goére 461 niikleotit
uzunlugundaki OeACBP’nin  %38.18 oraninda G+C ve %61.82 oraninda A+T
icerdigi ve en fazla Adenin niikleotiti bulundugu goriildii. Yine BioEdit [102]
programi kullanilarak OeACBP’nin aminoasit kompozisyonu belirlendi (Sekil 3.5).
OeACBP’nin 88 aminoasit igerdigi ve yaklasik 10 kDa biiyiikliglinde oldugu
bulundu. Sonuglara gore; glutamik asit, alanin ve lizin bakimindan zengin oldugu
goriildii. BioEdit [102] programinin Kyte & Doolittle Scale Mean Hydrophobicity
Profile [115] sekmesi kullanilarak hidrofobisite profili Sekil 3.6’da gosterildi.

NuTernse

Sekil 3.4: OeACBP nin niikleotit kompozisyonu.
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Trp  Tyr

Gln Arg Ser Thr Val

Pro

Met Asn

Lys Leu
Aming Acid

lle

Phe Gly His

Cyzs Asp Gl

Ala

248 810121416182022 242628303234 3635 4042 44 4545 5052 5456 5660 6264 6568370 7274 7678 8082 34 86 88

Sekil 3.5: OeACBP’nin aminoasit kompozisyonu.

T g
Apaigqoydeupipe U

Eeal

0

Position

Sekil 3.6: OeACBP’nin hidrofobisite profili.

Cn3D [104] programu ile Digitalis lanataACBP’nin tahmini 3 boyutlu yapisi

belirlenirken, SWISS-MODEL [116] programiyla da OeACBP’nin tahmini 3 boyutlu

bulundugu goriildi. Hiicre zar1 gibi hidrofobik ortamlarda oligopeptitlerde o sarmal
yap1 goriilmektedir. Lizin ve alanin aminoasitlerinin sarmal yap1 olusturmaya egilimi

yapisi belirlendi ve Sekil 3.7-8‘de gosterildi. Buna gore; 4 tane o- heliks yapi

Bu da BioEdit [102] programiyla bulunan hidrofobisite grafigini

yiiksektir.
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Sekil 3.7: Cn3D [104] ile Digitalis lanata ACBP’nin tahmini 3 boyutlu yapist.

Sekil 3.8: Swiss model ile OeACBP’nin tahmini 3 boyutlu yapisi.

ExXPASy [105] programi kullanilarak OeACBP’nin molekiil agirhigr ve
izoelektik noktasi belirlendi ve Sekil 3.9°da gosterildi. Buna gére OeACBP’nin
izoelektrik pH degeri 5.85 ve ortalama molekiil agirligi ise 9.92 kDa olarak
hesaplandi.
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Compute pl/Mw
User-provided sequence:

10 20 30 40 59 60
MALKEEFEEH AEKAKTLPES TSNEDKLVLY GLYKQATVGN VNTSRPGIFN MRDRAKWDAW

70 88
KAVEGKSQEE AMSDYITKVK QLKEAAAA

Molecular weight (Da): 9922 19 (average mass), 9916.00 (monoisotopic mass)

Theoretical pl: 5.85

Sekil 3.9: OeACBP’nin izoelektrik noktas: ve molekiil agirligi.

SOSUI [106] programiyla OeACBP’nin hiicredeki lokalizasyonunu ve protein
0zelligi belirlendi. Sitoplazmik ve suda ¢6ziiniir bir protein oldugu belirlendi. Sekil
3.10 ve 11°de gosterildi.

SOSUlgpamN Result

subcellular
Localization site

No. seg.Length

0001 88a.a. C (cytoplasmic) _protein

Sekil 3.10: OeACBP nin hiicredeki yeri.

SOSUI Result

Query utle : None
Total length ; 98 A A
Average of hydrophobicity - -0 838776 This amino acid sequence is of a SOLUBLE PROTEIN.

Sekil 3.11: OeACBP’nin protein 6zelligi.
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SignalP [117] ve TMHMM [118] programlar1 kullanilarak sinyal peptit ve
transmembran domain varligi arastirildi ve Sekil 3.12 ve 13’de gosterildi. Buna gore

sinyal peptit ve transmembran domain bulundurmadigi goriildi.

C-score
10 ¢ Sscore ——
Y-score ——
08 ¢
06 ¢
2 . S— O O R O R O R R R RS
o
& 04t
02 ¢ \
- ||\HHH|HH!HHH| T | [\ ITTITTTTITTTT
OAAGAAACAAAAAATOOC TT TOAAGGAGOAAT TTOGAAGAGCATOCT GAGAAAGCT AAGACCT T ACCAGAT
0 1‘0 2:'3 3‘0 4‘0 5“3 !30 C
Posibon

B Measure Position Velue Cutoff signal peptide?

max. C 26 8.123
max, ¥ i1 8.238
max. S b 0.622

mean S 1-19 0.482
D 1-18 0.376a @aa&s52 WO

Sekil 3.12: OeACBP’nin sinyal peptit analizi.
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Sekil 3.13: OeACBP’nin transmembran domain analizi.

3.2  Polimeraz Zincir Reaksiyonu

OeACBP gen dizisini bastan sona ¢ogaltacak 1 ¢ift primer tasarlandi (bkz.
Tablo 2.1). Tasarlanan primerlerin kontrolii icin gDNA kalip olarak kullanilarak
PCR [65] kuruldu. Yaklasik 500 nt‘lik bir bolgede bant gozlendi. Bu da OeACBP’de
intron olmadigini géstermis oldu. (Sekil 3.14)

49




GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladc

bp ngld5 g %

Sekil 3.14: OeACBP PCR [107] sonucu.

3.3 Polimorfizm Analizi

OeACBP’nin polimorfik olup olmadigin1 anlamak i¢in Tablo 2.3’de
gosterilen gDNA oOrnekleri kalip olarak kullanilarak PCR [107] kuruldu. PCR
trtinleri Sekil 3.15°de gosterildigi sirayla jele yiiklendi. Sonrasinda istenilen yerde
parlak bant veren Ornekler dizilemeye gonderildi ve dizileme sonuglart FinchTV
programiyla kramotogramlar degerlendirildi (Sekil 3.16 ve 17). 23 tane zeytin
cesidinden 16 tanesinin sonucu giivenilir oldugu i¢in polimorfizm analizi 16 tane
zeytin gesidiyle yapildi. BioEdit [102] programiyla saglam olan diziler arasinda
contig yapildi, polimorfik bolgeler saptandr (Sekil 3.18). Phylogeny.fr programi ile
Sekil 3.19°da gosterilen filogenetik agag olusturuldu.
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12 1110 9 8 7 6 5 4 3 2 1

e e e b B

20 19 18 17 16 15 14 13

500 nt - ———

. e

Sekil 3.15: Polimorfizim PCR [65] sonucu.

1- Hojiblanca, 2- Cormona, 3-Domat, 4-Hermandos, 5-UB 10, 6-Negral, 7-Memecik, 8-Cakir, 9-
Verdial, 10-UB 1,11-UB 3, 12-Kiraz, 13-Gemlik, 14- Ascolana, 15- Leccino, 16- Izmir sofralik, 17-
Uslu, 18- Ayvalik, 19- Edincik su, 20- Memeli.

|
o R e Lo ol scte ok el e PSS =

Sekil 3.16: Dizi analizinden gelen giivenilir bir kramotogram.

.....................

Sekil 3.17: Dizi analizinden gelen giivenilir olmayan bir kramotogram.
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(lea emropasa ov. Bajiblanca
(lez enropaea ov. Commo
(lea europasa ov.
0le=a emropasa cv.
(lez enropaea ov. TE-10
Olza enropaea cv. Be
(lea europasa ov.
0l=a emropasa ov. UB-1

0le=a emropasa cv. -3

0lea emropasa cv. Gemlik

(l=a emropasa cv. Leccing

(lzz enropasa ov. Imirasfralit
(l=a emropasa ov. M

0lzz enropasa ov. Jamanli

Olza enrcpaza cv. Gordzles

(lea enropasa ov. Erkence

Diwi [l [ [ [l [ [ [l [l [ Ol [ (e O« [« O«
I e T T R I M T

Sekil 3.18: Zeytin ¢esitlerinin niikleotid dizilerinin kargilastiriimasi.

Olea_europaea_cv._Hojiblanca

— Olea_europaea_cv._Gordales

Olea_europaea_cv._Memeli

— Olea_europaea_cv._Negral

— Olea_europaea_cv._UB-10
Olea_europaea_cv._Erkence
Olea_europaea_cv._Leccino
Olea_europaea_cv._Verdial
Olea_europaea_cv._Domat
Olea_europaea_cv._Samanli
Olea_europaea_cv._Gemlik
Olea_europaea_cv._UB-1
Olea_europaea_cv._UB-3
Olea_europaea_cv._Cormona
Olea_europaea_cv._Hermandos
Olea_europaea_cv._Izmirsofralik

0.988 0.84

1825

Sekil 3.19: Filogenetik agac.

3.4  OeACBP’nin Dokusal Ekspresyon Analizi

Zeytinin silirglin, meyve, pedisel, tomurcuk, yaprak ve c¢icek organlarindan
izole edilen RNA’lardan elde edilen cDNA’lar kalip olarak kullanilarak Tablo 2.1°de
belirtilen primerler ile ger¢cek zamanli PCR (RT-PCR) [108] kurularak dokusal
ekspresyon analizi gerceklestirildi. Excel’de gerekli tiim hesaplamalar yapildi ve
ekspresyon grafikleri olusturuldu. Meyvede GAPDH’ten OeACBP yaklasik 25000
kat, siiperoksit dizmutaztan yaklasik 60 kat daha fazla ifade edildigi Sekil 3.21 ve
Sekil 3.22°de gosterilmistir.
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30000

25000

20000

15000

Kat GAPDH

10000

5000

0 e

y.y. Yaprakv.y. Yaprak meyve cicek sirgin  tomurcuk pedisel

Sekil 3.20: OeACBP’nin GAPDH’e oranla zeytin organlarindaki ifadesi.

70

60 T

50

40

30

Kat Suiperoksit dizmutaz

20

m iiil

y.y. Yaprak v.y. Yaprak meyve cicek sirgin  tomurcuk  pedisel

Sekil 3.21: OeACBP’nin siiperoksit dizmutaza oranla ifadesi.

3.5 Klonlama ve Transformasyon

3.5.1 DH10B’ye Transformasyon

pLATES1’e klonlanan OeACBP E.coli’nin c¢ogaltma susu DHI0B’ye
aktarildi, 1 gece 37 °C’de inkiibasyon sonucunda Sekil 3.22°de gosterildigi gibi bir

tireme goriildii.
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Sekil 3.22: DH10B’ye transformasyon sonucu.

3.5.2 Koloni PCR

DH10B transformasyonu sonucunda elde edilen 10 koloni secilip 10 pL
dH,0 ile sulandirilarak klasik PCR ig¢in kalip DNA olarak kullanildi. PCR sonucu
Sekil 3.23’de gosterildi.

Sekil 3.23: Koloni PCR jel goriintiisii.

Koloni PCR’da en iyi sonug veren sulandirilmis koloni 10 mL’lik ampsilinli
LB Broth’a ekilip 1 gece 37 °C’de inkiibasyona birakilarak plazmit izolasyonu i¢in
onkiiltlir hazirlandr ve Sekil 3.24°te gosterildi.
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Sekil 3.24: Plazmit izolasyonu i¢in hazirlanan onkiiltiir.

3.5.1 BL21’e Transformasyon

Hazirlanan Onkiiltiirden plazmit izolasyonu yapildi ve BL21’e aktarildi. Bu
{irlin ampsilinli agara ekilerek 1 gece 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Ureme sonucu

Sekil 3.25°te gosterildi.

Sekil 3.25: BL21’e transformasyon sonucu.

Elde edilen kolonilerden tek bir tanesi segilerek 10 mL’lik ampsilinli LB
Broth’a ekildi ve 1 gece 37 °C’de inkiibasyona birakilarak protein izolasyonu igin
onkiiltiir hazirland1 (Sekil 3.26).
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Sekil 3.26: Protein izolasyonu i¢in elde edilen dnkiiltiir.

Hazirlanan onkiiltiiriin tamami1 90 mL’lik ampsilinli LB Broth’a ekilerek iki
saatte bir OD 0l¢iimii yapildi. OD 0.6 oldugunda IPTG ile indiiklenerek protein
sentezi baslatildi (Sekil 3.27).

Sekil 3.27: Protein sentezi i¢in hazirlanan kiiltiir.

3.5.2 Hiicrelerin Coktiiriilmesi ve Lizis

1 gece 37 °C’de c¢alkanarak indiiklenen kiiltirden protein sentezi
gerceklestirmis olan hiicreler ¢oktiriildi ve Sekil 3.28’de gosterildi. Elde edilen

pelletten lizis islemiyle protein elde edildi.

56



Sekil 3.28: Coktiiriilmiis hiicreler.

3.6 SDS PAGE Jel Elektroforezi

Elde edilen proteininin degrede olup olmadigini anlamak i¢in protein iki
sekilde hazirlandi. 10 pL protein, 30 pL buffer A ve 12 uL boya eklenerek
hazirlanan 6rneklerden biri 70 °C’de 5 dakika, digeri 100 °C’de 5 dakika inkiibe
edildi ve kontrol olarak daha 6nceden ¢alisilmis UDP geni kullanildi. SDS PAGE jel
elektroforezinde yiiritildi (Sekil 3.29). Commasie Blue ile boyanan jel UV

transimilatorde goriintiilendi (Sekil 3.30).

Saflastirma yapilarak giimiis boyama yapildi. Sekil 3.31°de gosterildigi iizere

eliisyonda lizozim olabilecegini diisiindiiren boyutta bir bant gozlendi.
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~250
MERRERSSSNIDP (70 °C)
~130
~100 —
—— ~70 [e— ‘
55 |- ACBP (70 °C) ACBP (100 °C})
— ~25 —
— ~15 | —
Gel e ' Blot

Sekil 3.29: Commasie Blue ile yapilan SDS PAGE jel goriintiisii.

PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Waltham, Massachusetts, ABD, Kat. No: 26616).

A R

Sekil 3.30: Giimiis boyama ile yapilan SDS PAGE jel goriintisii.

Precision Plus Protein™ Standarts (Hercules, Kaliforniya, ABD, Kat. No: 161-0374).

3.7 Western Blot

Kontrol olarak UDP geni kullanilarak yapilan Western Blot sonucu Sekil
3.31°de gosterilmistir. 34 kDa biiytikliiglinde olan UDP proteini olmas1 gereken
yerde bant gosterdi. 10 kDa biiyiikliigiindeki ACBP proteini yaklasik 17 kDa
bliytikliiglinde bir bant gosterdi.

58
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Sekil 3.31: Western Blot goriintiisii ve kullanilan marker.

PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Waltham, Massachusetts, ABD, Kat. No: 26616).
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4. SONUC VE ONERILER

Zeytin cDNA kiitiiphanesinden alinan "F13F17" olarak adlandirilan gen igin
yapilan BLASTp sonucuna gore, A¢il-KoA baglanma proteini gen ailesinin bir {iyesi
olarak bulunmustur. Bu gen ailesi bitkilerde dort sinifa ayrilmistir (Sinaf I-1V) [36].
Zeytin ACBP'nin (OeACBP), 88 aminoasit igerdigi ve molekiiler agirliginin yaklasik
10 kDa oldugu tespit edilmistir. Genel olarak ACBP'nin siniflara ayrilmasi nedeniyle
icerdigi aminoasit sayist ve molekiiler agirligi 10.4’ten (92 aminoasit) 73.1 kDa’a

(668 aminoasit) kadar degismektedir [10].

Icerdigi aminoasit sayis1 ve molekiiler biiyiikliigii sebebiyle Sinif I'e [37]
dahil oldugu diisiiniilen OeACBP'nin, aminoasitlerden en ¢ok alanin, glutamik asit ve
lizin icerdigi belirlenmistir. Bugiline kadar taranmis literatiir bilgilerinde hidrofobik
bir protein olarak tanimlanan ACBP'nin [18], yapisindaki polar ve yiiksiiz olan alanin
nedeniyle hidrofobik olsa da, polar asidik olan glutamik asit ve polar bazik olan lizin

nedeniyle hidrofilik 6zellik de gosterebildigi tespit edilmistir.

NCBI veri tabaninda yapilan BLASTp sonucunda OeACBP'nin, en ¢ok
Digitalis lanata ACBP'ne benzerlik gosterdigi tespit edilmis ve Cn3D programiyla
proteinin 3 boyutlu yapisi incelenmistir. Bu inceleme sonucunda proteinin 4 o-heliks
yap1 seklinde katlandig: tespit edilmis ve yine literatiirde de yapisinda 4 a-heliks yap1
bulundurdugu goriilmistiir [13]. OeACBP'nin izoelektrik pH degerinin 5.85 oldugu
tespit edilmistir, fakat su ana kadar ulasilabilen ve taranan literatiir bilgilerinde

1zoelektrik noktasiyla ilgili bilgiye rastlanmamastir.

Hiicre i¢i lokalizasyonunu bulmaya yonelik yapilan biyoinformatik analiz
sonucunda OeACBP'nin, sitoplazmik ve suda ¢Oziinlir bir protein oldugu
goriilmiistir. ACBP, su ana kadar bitkide plazma membraninda, vezikiillerde,
endoplazmik retikulumda, golgide, sitoplazmada, ¢ekirdek zar1 ve peroksizomlarda
tespit edilmis [12] olsa da, temel goérevlerine yonelik yapilan litertiir taramalari

sonucunda sitoplazmik bir protein oldugu goze ¢arpmaktadir [55,56].
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OeACBP'min  yapisinda, sinyal peptit ve transmembran domain
bulundurmadig tespit edilmistir. Sinif I de yapisinda sinyal peptit ve transmembran
domain bulunurmaz [37,42]. OeACBP, yukarida da belirtilen aminoasit sayisi,

molekiiler biiyiikliigii ve bu domain yapisi sebebiyle Sinif I'e dahil edilebilir.

460 niikleotitten olusan OeACBP'nin, yapilan klasik PCR [107] sonucu
olusan iirliniin dizilenmesiyle, intron igermedigi tespit edilmistir. Bu nedenle intron

tespiti i¢in biyoinformatik analize gerek kalmamustir.

Tablo 2.3’te gosterilen 23 gesit zeytin ile polimorfizm ¢alismasi yapilmis ve
bu ¢esitlerden 16 tanesi dogru sonu¢ vermistir. Bu 16 c¢esit ile polimorfizm analizi
yapilmig SNP bolgeleri belirlenmis ve filogenetik aga¢ olusturulmustur. Filogenetik
aga¢ sonucuna gore, zeytin g¢esitleri genetik uzaklik bakimindan temel olarak iki
gruba ayrilmistir. ilk grupta Hojiblanca ve Gordales yer alirken, diger cesitler geriye
kalan gesitler ikinci grupta dallanma gostermistir. Ilerleyen donemlerde, ACBP’nin
yag biyosentezinde temel bir gorevi oldugu bilindiginden [89], birbirine yakin, ayni

grupta ya da benzer olan ¢esitlerde yag kalitesi kontrolii yapilabilinir.

OeACBP'in zeytinin hangi organinda, normalizatdr olarak kullanilan genlere
oranla ne kadar fazla ifade edildigini bulmaya yonelik yapilan Real -Time PCR (RT-
PCR) yani dokusal ekspresyon sonucunda, zeytinin meyvesinde GAPDH’ten
yaklasik 25000 kat, siiperoksit dizmutaztan yaklagik 60 kat daha fazla ifade edildigi
bulunmustur. Bu kadar fazla kat ifade edilmesi ¢ok giivenilir gorlinmese de, yag
biyosentezinde temel gorev alan bir genin [89] en ¢ok meyvede ifade edilmesi

sonuclar tutarli halde getirmektedir.

Genden proteine ilkesine dayanilarak yapilan bu tez caligmasinin igerisinde
yer alan protein eldesinde ii¢ metot kullamldi. ilk kullanilan lizis metodundan
istenilen kalitede protein elde edilemedi. Bu nedenle iki farkli alternatif lizis
yontemi kullanildi. Lizozim kullanilarak yapilan ilk alternatif metottan elde edilen
sonuctan tam emin olunamadi. Bunun nedeni ise lizozim ile ACBP’nin ayni
biiyiikliige sahip olmasiydi. Cikan sonucun lizozim mi yoksa ACBP mi oldugunu
anlayabilmek i¢in ikinci alternatif metot olan ultrasonik banyo kullanilarak lizis
islemi gergeklestirildi. Mateyal ve metot boliimiinde bahsedilen bu alternatif lizis

yonteminden elde edilen protein kullanilarak SDS PAGE jel elektroforezi yapildi. Bu
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asamada da iki yontem kullanildi. Bunlardan birisi Commasie Blue boyama teknigi
diger ise saflastirilmis protein ile yapilan giimiis boyama teknigi. Commasie Blue
tekniginde lizozime ait oldugu diisliniilen bir bant gozlenmesine ragmen giimiis
boyama tekniginde yeteri kadar net olmayan fakat istenilen yerde bir bant gézlendi.
Glimiis boyama tekniginden tam olarak yeterli sonug¢ elde edilemedigi i¢in protein
saflastirma isleminde degisklige gidildi ve NI-NTA kolon kullanilarak saflastirma
yapildi. Bu islem sonucunda da net olmamakla birlikte istenilen yerde bant gézlendi

ve protein varligindan emin olundu.

Western Blot teknigininin iginde yer alan membrana transfer asamasinda da
degisiklik yapildi. Normal olarak nitroseliiloz membrana transfer asamasi1 7 dakika
yapildiginda herhangi bir sonu¢ elde edilemezken PVDF membran kullanilarak 1

gece yapilan transfer islemi sonucunda tek ve net bir bant sonucu elde edildi.

62



5. KAYNAKLAR

[1] Ruguni, E., <’Olive (Olea europaea L.)’’,(ed: Y.P.S. Bajaj), Biotechnology
in Agriculture and Forestry: Vol. 1, Berlin Heidelberg, New York:
Springer-Verlag, 253-254, (1986).

[2] Breton, C.M., Warnock, P. and Berville, A.T., “’Orijin and History of the
Olive”’, (ed: I. Muzzalupo), Olive Germplasm- The Olive Cultivation, Table
Olive and Olive Oil Industry in Italy, Croatia:InTech, (2012).

[3] Altinyay, C., Guvenc, A. and Altun, M.L., ‘’Antioxidant activities of
Oleuropen and the Aqueous Extracts of Olea europaea L. varities Growing
in Turkey’’, Turk J. Pherm. Sci., 8(1), 23-30, (2011).

[4] Darlington, C. D. and Wylie, A.P., Chromosome atlas of flowering plants,
London: Allen and Unwin, (1961).

[5] Loussert, R. and Brousse G., “’L’Olivier’’, (ed: J-F. Leroy), Journal
d'agriculture traditionnelle et de botanique appliquée: Vol. 24(4), Paris:
JATBA(Laboratoire d'ethnobotanique et d'ethnozoologie), 345, (1978).

[6] Food and Agriculture Organization, FAO Production Yearbook:1982, Vol,
26, Rome, Italy: FAO, (1983).

[7] Principe, D. V., Diinya Zeytin Ansiklopedisi, Uluslararsi Zeytinyagi
Konseyi, (1988).

[8] Kiralan, M., Bayrak, A. and Ozkaya, M., “’Oxidation Stability of Virgin
Olive Qils from Some Important Cultivars in East Mediterranean Area in
Turkey’’, J. Am. Oil. Chem. Soc., 86, 247-252, (2008),

[9] Gaigg, B., Neegaard, T.B., Schneiter, R.,Handsen, J.K., Feergman, N.J.,
Jensen, N. A., et. al., <> Depletion of Acyl-Coenzyme A Binding Protein
Affects Sphingolipid Synthesis and Causes Vesicle Accumulation and

63



Membrane Defects in Saccharomyces cerevisia’’, Moleculary Biology of the
Cell, 12, 1147-1160, (2001).

[10] Chye, ML., <’Plant Acyl-KoA Binding Proteins Are Involved in Stress and
Development’’, Progress in Lipid Research, 50(2), 141-151, (2011).

[11] Kragelund, B.B., Hujrup, P., Jensen, M.S., Schjerling, C.K., Juul, E.,
Knudsen, J., et.al., <> Fast and One-Step Folding of Closely and Distantly
Related Homologous Proteins of a Four-helix Bundle Family’’, J. Mol.
Biol., 256 (1), 187-200, (1996).

[12] Lung, S.C. and Chye, M.L., “’Deciphering the Roles of Acyl-KoA Binding
Proteins in Plant Cells’’, Protoplasma, (2015).

[13] Kragelund, B.B., Andersen, K.V., Medsen, J.C., Knudsen, J. and Poulsen,
F.M., “Three-Dimensional Structure of the Complex Between Acyl-
Coenzyme A Binding Protein and Palmitoyl-Coenzyme A’’, J. Mol. Biol.,
230, 1260-1277, (1983).

[14] Andersen, K.V. and Poulsen, F.M., “’Three-Dimensional Structure in
Solution of Acyl-Coenzyme A Binding Protein from Bovine Liver”’, J.
Mol. Biol., 226, 1131-1141, (1992).

[15] Andersen, K.V. and Poulsen, F.M., “’Three-Dimensional Structure of
Acyl-Coenzyme A Binding Protein from Bovine Liver: Structural
Refinement Using Heteronuclear Multi-dimensional NMR Spectroscopy’’,
J. Mol. Biol., 3, 271-284, (1993).

[16] Moding, K., Jurgensen, V.W., Lindorff-Lorsen, K., Fieber, W., Bohr, H.G.
and Poulsen, F.M., “’Detection of Initiation Sites in Protein Folding of the
Four-Helix Bundle ACBP by Chemical Shift Analysis’’, FEBS Lett, 581,
4965-71, (2007).

[17]Thomsen, J.K., Kragelund, B.B., Teilum, K., Knudsen, J. and Poulsen,
FM., ¢ Transient Intermediary States With High and Low Folding
Probabilities in the Apperent Two-state Folding Equilibrium of ACBP at
Low pH”’, J. Mol. Biol., 318, 805-14, (2002).

64



[18] Arya, R., Sundd, M. and Kundu, S., *’Structural and Functional Ascepts of
Acyl-Coenzyme A Binding Proteins (ACBPs): A Comprehensive
Review’’, Journal of Proteins and Proteomics, 3(1), 67-71, (2012).

[19] Ozenne, V., Noel, K.J., Heidersson, P.O., Brander, S., Poulsen, F.M.,
Jensen, M.R., et. al.,, “’Exploring the Minimally Frustrated Energy
Landscape of Unfolded ACBP”’, J. Mol. Biol., 426, 722-734, (2014).

[20] Kragelund, B.B., Poulsen, K., Andersen, K.V., Baldursson, T., Knoll, J.B.,
Neergaard, T.B., et. al., “’Conserved Residues and Their Role in the
Structure, Function and Stability of Acyl-Coenzyme A Binding Protein”’,
Biochemistry, 38, 2386-2394, (1999D).

[21] Gray, P., Glaister, D., Seeberg, A., Guidatti, A. and Costa, E., ’Cloning
and Expression of cDNA for Human Diazepam Binding Inhibitor, a
Natural Ligand of an Allosteric Regulatory Site of the y- Amhobutyric
Acid Type a Receptor’’, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 83, 7547-7551,
(1986).

[22] Morquardt, H., Todaro, G. and Shoyob, M., “’Complete Aminoacid
Sequence of Bovine and Human Endozepines. Homology With Rat
Diazepam Binding Inhibitor’’, J. Biol. Chem., 261, 9727-9731, (1986).

[23]Knudsen, J., Hajrup, P., Hansen, H.O., Hansen, H.F. and Roepstorff, P.,
“’Acyl-KoA Binding Protein in the Rat. Purification, Binding
Characteristics, Tissue Concentrations and Aminoacid Sequence’’,
Biochem J., 262(2), 513-519, (1989).

[24]Owens, G.P., Sinha, A.K., Sikela, J.M. and Hahn, W.E., “’Sequence and
Expression of the Murine Diazepam Binding Inhibitor’’, Brain Res. Mol.
Brain Res., 6(2-3), 101-8, (1989).

[25] Mikkelsen, J., Hajrup, P., Rasmussen, M.M., Roepstorff, P. and Knudsen,
J., “Aminoacid Sequence of Acyl-KoA Binding Protein from Cow
Liver”’, Biochem J., 245(3), 857-861, (1987).

65



[26]Chen, Z., Agerbeth, B., Gell, K., Andersen, M., Mutt, V., Ostenson, C-G.,
et. al., “’Isolation and Characterization of Parcine Diazepam-Binding
Inhibitor, a Polypeptide not Only of Celebral Occurence but Also
Common in Intestinal Tissues and With Effects on Regulation of Insulin
Release’’, European Journal of Bichemistry, 174, 239-245, (1988).

[27]Lihrmann, 1., Plaquevent, J.C., Tostivint, H., Rajimakers, R., Tonon,
M.C., Conlon, J.M., et. al., “’Frog Diazepam-Binding Inhibitor: Peptide
Sequence, cDNA Cloning and Expression in the Brain’’, Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A., 91(5), 6899-903, (1994).

[28] Kolmer, M., Roos, C., Tirranen, M., Myahanen, S. and Alho, H., “’Tissue-
Specific Expression of the Diazepam-Binding Inhibitor in Drosphila

melanogaster: Cloning, Structure and Localization of the Gene’’, Mol. Cell

Biol., 14(10), 6983-6995, (1994).

[29] Knudsen, J., Feergman, N.J., Skett, H., Hummel, R., Borsting,C., Rose,
T.M., et. al,, “Yeast Acyl-KoA Binding Protein: Acyl-KoA-Binding
Affinity and Effect on Intracellular Acyl-KoA Pool Size’’, Biochem J.,
302,917-920, (1994).

[30]Hills, M.J., Dann, R., Lydiate, D. and Sharpe, A., > Molecular Cloning of
a cDNA from Brassica napus L. for a Homologue of Acyl-KoA-Binding
Protein’’, Plant Mol. Biol., 25, 917-920, (1994).

[31]Reddy, A.S., Ranganathan, B., Haisler, R.M. and Swize, M.A., A ¢cDNA
Encoding Acyl-KoA-Binding Protein from Cotton’’, Plant Physiol., 111,
348, (1996).

[32] Push, W., Bolvers, M., Hunt, N. and Ivell, R., ’A Novel Endozepine Like-
Peptide (ELP) is Exclusively Expressed in Male Germ Cells’’, Mol. Cell
Endocrinal, 122, 69-80, (1996).

[33] Kragelund, B.B., Knudsen, J. and Poulsen, F.M., <> Acyl-Coenzyme A
Binding Protein (ACBP)’’, Biochim. Biophys. Acta., 1441(2-3), 150-161,
(1999).

66



[34] Knudsen, J., Neegaard, T.B., Gaigg, B., Jensen, H.V. and Hansen, J.K., ’
Role of Acyl-KoA Binding Protein in Acyl-KoA Metabolism and Acyl-
KoA-Mediated Cell Signaling”’, J. Nutr., 130, 294-298, (2000).

[35] Pusch, W., Balvers, M., Bathgate, R. and Ivell, R., > Binding of Acylated
Peptides and Fatyy Acids to Phospolipid Vesicles: Pertinence to
Myristoylated Proteins. Molecular Cloning and Gonadal Exprssion of a
Rat ELP ¢DNA’’, Proc. 10" European Workshop on Molecular and
Cellular Endocrinology of the Testis Capri, Italy (obs.), 19(1), 122, (1998).

[36]Meng, W., Su, Y.C.F., Sounders, RM.K. and Chye, M.L., ’The Rice
Acyl-KoA Binding Protein Gene Family: Pyhlogeny, Expression and
Functional Analysis’’, New Phytologist, 189, 1170-1184, (2011).

[37] Burton, M., Rose, T.M., Feergman N.J. and Knudsen, J., ’Evolution of the
Acyl-KoA Binding Protein (ACBP)’’, Journal of Biochemistry, 392, 299-
307, (2005).

[38]Li, H.Y. and Chye, M.L., “’Arabidopsis Acyl-KoA Binding Protein
ACBP2 Interacts with on Ethylene Responsive Element Binding Protein
AtEBP via Its Ankyrin Repeats’’, Plant Molecular Biology, 54, 233-243,
(2004).

[39] Gao, W., Xiao, S., Li, H.Y., Tsao, S.W. and Chye, M.L., “’Arabidopsis
thaliana Acyl-KoA Binding Protein ACBP2 Interacts with a Heavy-Metal
Binding Protein AtFBP6’’, New Phytologist, 181, 89-102, (2008).

[40] Gao, W., Li, H.Y., Xiao, S. and Chye, M.L., “’Acyl-KoA Binding Protein
2 Binds Lysophospholipase 2 and lysoPC to Promate Tolerance to
Cadmium-Induced Oxidative Stress in Transgenic Arabidopsis’’, Plant
Journal, 62, 989-1003, (2010).

[41]Li, H.Y., Xiao, S. and Chye, M.L., “’Ethylene and Pathogen Inducible
Arabidopsis Acyl-KoA Binding Protein 4 Interacts with and Ethylene
Responsive Element Binding Protein’’, Journal of Experimental Botany,
59, 3997-4006, (2008).

67



[42] Lung, S.C. and Chye M. L., “’The Binding Vesatility of Plant Acyl-KoA
Binding Proteins and Their Significance in Lipid Metabolism”’,

Biochimica et Biophysica Acta, (in press), (2015).

[43] Chalhoub, B., Denoeud, F., Liu, S., Parkin, IAD., Tang H., Wang, X., et.
al., “’Early Allopolyploid Evolution in the Past-Nealithic Brassica napus
Oilseed Genome”’’, Science, 345, 950, (2014).

[44]Raboanathairy, N.H., Lu, G. and Li, M., ’Computational Prediction of
Acyl-KoA Binding Proteins Structure in Brassica napus’’, PLoS ONE,
10(6), (2015).

[45] Xiao, S. and Chye, M.L., ’An Arabidopsis Family of Six Acyl-KoA
Binding Proteins has Three Cytosolic Members’’, Plant Phsiology and
Bochemistry, 47, 479-484, (2009).

[46] Tanz, S. K., Casrleden, I., Hooper, C.M., Nacher, M., Small, I. and Millar,
H.A., “SUBA3: A Database for Integrating Experimetation and Prediction
to Define the Subcellular Location of Proteins in Arabidopsis’’, Nucleic
Acid Research, 1-7, (2012).

[47]Sun, Q., Zybailov, B., Majeran, W., Frisa, G., Olinares, P.D.B. and Van
W.K.J., °PPDB the Plant Proteomics Database at Cornell’’, Nucleic Acids
Research, 37, (2009).

[48] Fukao, Y., Hayashi, M., Hara-Nishimura, I. and Nishimura, M., “’Novel
Glyoxysomal Protein Kinase GPK1 Identified by Proteomic Analiysis of
Glyoxysomes in Etiolated Cotyledons of Arabidopsis thaliana’’, Plant Cell

Physiol., 44, 1002-1012, (2003).

[49]Ito, J., Batth, T.S., Petzold, C.J., Redding-Johanson, A.M.,,
Mukhopadinyay, A., Verboom, R., et. al., ©° Anlaysis of Arabidopsis
Cytosolic Proteome Highligts Subcellular Parttianin of Central Plant
Metabolism’’, J. Proteome, Res., 10, 1571-1582, (2011).

[50]Janes, A.M.E., MacLean, D., Studholme, D.J., Serna-Sariz, A.,
Andreasson, E., Rathjen, J.P., et. al., ©> Phosphoproteomic Analysis of

68



Nucleic-Enriched Fractions from Arabidopsis thaliana’’, J. Proteomics,
72, 439-451, (2009).

[51] Benschop, J., J., Mohammed, S., O’Flaherty, M., Heck, A.J.R., Slijper, M.
and Menke, F.L.H., “’Quantitative Phospohoproteomics of Early Elicitor
Signaling in Arabidopsis’’, Mol. Cell Proteomics, 6, 1198-1214, (2007).

[52]Mishkin, S. and Turcatte, R., ’The Binding of Long Chain Fatty Acid
KoA to Z, a Cytoplasmic Protein Present in Liver and Other Tissues of
The Rat’’, Biochem. Biophys. Res. Commun., 57, 918-926, (1974a).

[53]Rolf, B., Oudenampsen Kruger, E., Borchers, T., Feergman, N.J., Knudsen,
J., Lezius, A., et. al.,, ° Analysis of the Ligand Binding Properties of
Recombinant Bovine Liver-Type Fatty Acid Binding Protein’’, Biochim.
Biophys. Acta, 1259, 245-253, (1995).

[54] Bass, N.M., ©* The Cellular Fatty Acid Binding Proteins: Arabidopsis of
Structure, Regulation and Function’’, Int. Rev. Cytol., 111, 143-183,
(1988).

[55] Mogensen, I.B., Schulenberg,H., Hansen, H. O., Spener, F. and Knudsen,
J., © A Novel Acyl-KoA Binding Protein from Bovine-Liver’’, Biochem.
J., 241, 189-192, (1987).

[56]Mikkelsen, J. and Knudsen, J., <> Acyl-KoA Binding Protein from cow.
Binding Characteristics and Cellular and Tissue Distribution’’, Biochem.
J., 248, 709-714, (1987).

[57]Stumpf, P.K., “’A Retrospestive View of Plant Lipid Research’’, Progress
in Lipid Research, 33, 1-8, (1994).

[58] Napier, J.A. and Haslam, R.P., “’As Simple as ACB- New Insight into the
Role of Acyl-KoA Binding Proteins in Arabidopsis’’, New Pyhtologist,
186, 781-783, (2010).

[59] Ohlroqge, J.B., Browse, J. and Somerville, C.R., ’The Genetics of Plant
Lipids’’, Biochimica et Biophysica Acta, 1082, 1-26, (1991).

69



[60]Lu, C., Xin, Z., Ren, Z., Miquel, M. and Browse, J., > An Enzyme
Regulating Triacylglycerol Composition is Encoded by the RoD1 Gene od
Arabidopsis’’, Proceedings of the National Academy of Science, U.S.A.,
106, 18837-18842, (2009).

[61] Somerville, C. and Browse, J., ’Dissecting Desaturation: Plants Prove
Advantageous’’, Trends in Cell Biology, 6, 148-153, (1996).

[62] Chen, Q.F., Xiao, S. and Chye, M.L., “’Overexpession of the Arabidopsis
10 kilodalton Acyl-Coenzyme A Binding Protein ACBP6 Enhances
Freezing Tolerance’’, Plant Physiology, 148, 304-315, (2008).

[63] Xiao, S., Gao, W., Chen, Q.F., Romalingam, S. and Chye, M.L,,
“’Overexpression of Membrane-Associated Acyl-KoA Binding Protein
ACBP1 Enchances Lead Tolerance in Arabidopsis’’, Plant Journal, 54,
141-151, (2008).

[64]Du, Z.Y., Chen, M.X., Chen, Q.F., Xiao, S. and Chye, M.L., *’Arabidopsis
Acyl-KoA Binding Protein ACBPL1 Participates in the Regulation of Seed
Germination and Seedling Development’’, Plant J., 74, 294-309, (2013b).

[65] Chye, M.L., Huang, B.Q. and Zee, S.Y., “’Isolation of a Gene Encoding
Arabidopsis Membrane-Associated Acyl-KoA Binding Protein and
Immunolocalization of Its Gene Product’’, Plant J., 18, 205-14, (1999).

[66] Chen, Q.F., Xiao, S., Qi, W.Q., Mishra, G., Na, J., Wang, M., et. al., “’The
Arabidopsis acbplacbp2 Double Mutant Lacking the Acyl-KoA Binding
Proteins ACBP1 and ACBP2 is Embriyo Lethal’’, New Phytol., 186, 843-
55, (2010).

[67] Gao, W., Li, H.Y., Xiao, S. and Chye, M.L., ¢’ Protein Interactors of Acyl-
KoA Binding Protein ACBP2 Mediate Cadmium Tolerance in
Arabidopsis’’, Plant Signal Behav., 5, 1025-1027, (2010b).

[68] Licausi, F., Kasmacz, M., Weits, D.A., Giuntoli, B., Giargi, F.M.,
Voesenek, L.A.C.J., et. al., <> Oxygen Sensing in Plants is Mediated by an

70



N-End Rule Pathway for Protein Destabilization’’, Nature, 479, 419-422,
(2011).

[69] Xie, L.J., Yu, L.J., Chen, Q.F., Wang, F.Z., Huang, L., Xia, F.N_, et. al., ©’
Arabidopsis Acyl-KoA Binding Protein ACBP3 Participates in Plant
Response to Hypoxia by Modulating Very-Long Chain Fatty Acid
Metabolism’’, Plant J., 81, 53-67, (2015).

[70] Xue, Y., Xiao, S., Kim, J., Lung, S.C., Chen, L., Tanner, J.A,, et. al.,
*’Arabidopsis Membrane-Associated Acyl-KoA Binding Protein ACBP1
in Invold in Stem Cuticle Formation”’, J. Exp. Bot., 65, 5473-5483, (2014).

[71] Xia, Y., Yu, K., Gao, Q.M., Wilson, E.V., Navarre, D., Kachroo, P., et. al.,
“’Acyl-KoA Binding Proteins are Required for Cuticle Formation and
Plant Responces to Microbes’’, Front Plant Sci., 3, 224, (2012).

[72] Xia, S., Gao, W., Chen, Q.F., Chan, SW., Zheng, S.X., Ma, J., et. al.,
“’Overexpression of Arabidopsis Acyl-KoA Bindig Protein ACBP3
Promates Starvation-Induced and Age- Dependent Leaf Senescence’’,
Plant Cell, 22, 1463-1482, (2010).

[73]Leung, K.C., Li, H.Y., Xia, S., Tse, M.H. and Chye, M.L., <’ Arabidopsis
ACBP3 is an Extracellularly Targeted Acyl-KoA Binding Protein’’,
Planta, 223, 871-881, (2006).

[74]Xiao, S. and Chye, M.L., “’Overexpression of Arabidopsis ACBP3
Enhances NPR1-Dependent Plant Resistance to Pseudomonas syringae pv
Tomato DC3000°°, Plant Physiol., 156, 2069-2081, (2011b).

[75] Takato, H., Shimidzu, M., Ashizawa, Y., Takei, H. and Suzuki, S., ’An
Acyl-KoA Binding Protein from Grape That is Induced Through ER Stress
Confers Morphological Changes and Disease Resistance in Arabidopsis’’,

J. Plant Physiol., 170, 591-600, (2013).

[76] Yurchenko, O.P., Nykiforuk, C.L., Moloney, M.M., Stahl, U., Banas, A.,
Stymne, S., et. al.,, ’A 10 kDa Acyl-KoA Binding Protein (ACBP) from

71



Brassica napus Enhances Acyl Exhange Between Acyl-KoA and
Phosphotidylcholine’’, Plant Biotechnol. J., 7, 602-610, (2009).

[77]Yurchenko, O., Singer S.D., Nykiforuk, C.L., Gidda, S., Mullen, R.T.,
Moloney, M.M., et. al., <> Production of a Brassica napus Low Molecular
Mass Acyl-Coenzyme A Binding Protein in Arabidopsis Alters the Acyl-
Coenzme A Pool and Acyl Composition of Oil in Seeds’’, Plant Physiol.,
165, 550-560, (2014).

[78]Hsiao, A.S., Haslam, R.P., Michaelson, L.V., Liao, P., Chen, Q.F., S,
Sooriyaarachci, S., et. al., “’Arabidopsis Cytosolic Acyl-KoA Binding
Proteins ACBP4, ACBP5 and ACBP6 have Overlapping but Distinct
Roles in Seed Development’’, Biosci. Rep., 34: e00165, (2014a).

[79]Meng, W., Hsiao, A.S., Gao, C., Jiang, L. and Chye, M.L., > Subcellular
Localization (ACBPs) Indicates that OSACBP6: GFP is Targeted to the
Peoxisomas’’, New Phytol., 203, 469-482, (2014).

[80] Xiao, S., Chen, Q.F. and Chye, M.L., <’ Light-Regulated Arabidopsis
ACBP4 and ACBP5 Encode Cytosolic Acyl-KoA Binding Proteins that
Bind Phosphotidylcholine and Oleoyl-KoA Ester’’, Plant Physiol.
Biochem., 47,926-33, (2009).

[81] Feergman, N.J. and Knudsen, J., <> Role of Long-Chain Fatty Acyl-KoA
Esters in the Regulation of Metabolism and in Cell Signalling”’, Biochem.
J., 323, 1-12, (1997).

[82] Leung, K.C., Li, H.Y., Mishra, G. and Chye, M.L., ’ACBP4 and ACBP5,
Novel Arabidopsis Acyl-KoA Binding Proteins with Kelch Motifs that
Bind Oleoyl-KoA’’, Plant Mol. Biol., 55, 297-309, (2004).

[83] Kirisako, T., Baba, M., Ishihara, N., Miyazaka, K., Ohsumi,M.,
Yoshimori, T., et. al., ’Formation Process of autophagosome is Traced

with Apg8/Aut7p in Yeast’’, J. Cell Biol., 147, 435-46, (1999).

[84] Yashimota, K., Honaoka, H., Sato, S., Kato, K., Tabata, S., Noda, T., et.
al., “’Processing of ATGS8s, Ubiquitin-Like Proteins and Their

72



Deconjugation by ATG4s are Essential for Plant Autophagy’’, Plant Cell,
16, 2967-83, (2004).

[85] Xiao, S. and Chye, M.L., “°The Arabidopsis thaliana ACBP3 Regulates
Leaf Senescence by Modulating Phospholipid Metabolism and ATGS8
Stability’’, Autophagy, 6, 802-4, (2010).

[86] Duran, J.M., Anjard, C., Stefan, C., Loomis, W.F. and Malhatna, V.,
“’Unconventional Secretion of Acbl is Mediated bu Aotophagosomes’’, J.

Cell Biol., 188, 527-36, (2010).

[87]Manjithaya, R., Anjard, C., Loomis, W.F. and Subramani, S.,
“Unconvetinal Secretion of Pichia pastoris Acbl is Dependent on GRASP

Protein Peroxsimal Functions Autophagosome Formation’’, J. Cell Biol.,

188, 537-46, (2010).

[88] Nickel, W., ’Pathways of Unconventional Protein Secretion’’, Curr. Opin.
Biotechnal., 21, 621-6, (2010).

[89] Xiao, S. and Chye, M.L., °New Roles for Acyl-KoA Binding Proteins
(ACBPs) in Plant Development, Stress Responses and Lipid Metabolism”’,
Progress Lipid Research, 50, 141-151, (2011).

[90]Fan, J., Liu, J., Culty, M. and Papadopoulos, V., “’Acyl-Coenzyme A
Binding Domain Containing 3 (ACBD3; PAP7; GCP60): An Emerging
Signalling Molecule’’, Prog. Lipid Res., 49, 218-34, (2010).

[91] Guidotti, A., Forchetti, C.M., Corda, M.G., Konkel, D., Bennet, C.D. and
Costa, E., “’Isolation, Characterization and Prurification to Homogeneity
of an Endogenous Polypeptide with Aganistic Action on Benzodiazepine
Receptors’’, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 80, 3531-5, (1983).

[92] Smith, D.R., Kanng, M.W., Quintanilla-Vega, B. and Fowler, B.A,,
“’High-Affinity Renal Lead Binding Proteins in Environmetally Exposed
Humans’2, Chem. Bilo. Interact., 115, 39-52, (1998).

73



[93]Wang, X., “’Lipid Signalling’’, Curr Opin Plant Biol., 7(3), 329-36,
(2004).

[94]Li, W., Li, M., Zhang, W., Welti, R. and Wang, X., < The Plasma
Membrane-Bound Phospholipase D& Enhances Freezing Tolerance in
Arabidopsis thaliana’’,Nat Biotechnol, 22, 427-33, (2004).

[95]Du, ZY., Xiao, S., Chen, QF. and Chye, ML., ©> Depletion of the
Membrane-Associated Acyl- KoA-Binding Protein ACBP1 Enhances the
Ability of Cold Acclimation in Arabidopsis’’,Plant Physiol., 152, 1585—
97, (2010).

[96] Rajashekar, CB., Zhou, HE., Zhang, Y., Li, W. and Wang, X,
“’Suppression of Phospholipase Dal Induces Freezing Tolerance in
Arabidopsis: Response of Cold-Responsive Genes and Osmolyte
Accumulation’’,J Plant Physiol., 163, 916-26, (2006).

[97]Buttner, M. and Singh, KB.,*’Arabidopsis thaliana Ethylene-Responsive
Element Binding Protein (AtEBP), an Ethylene-Inducible, GCC Box
DNA-Binding Protein Interacts with an ocs Element Binding Protein’’,

Proc. Natl. Acad Sci. U.S.A., 94, 5961-6, (1997).

[98] Chye, ML., Li, HY. and Yung, MH.,*’Single Aminoacid Substitutions at
the Acyl-KoA Binding Domain Interrupt 14[C] Palmitoyl-KoA Binding of
ACBP2, an Arabidopsis Acyl-KoA-Binding Protein with Ankyrin
Repeats’’, Plant Mol. Biol., 44, 711-21, (2000).

[99] Farmer, EE., Weber, H. and Vollenweider, S.,”’Fatty Acid Signaling in
Arabidopsis’’,Planta, 206, 167—74, (1998).

[100] Yoshimoto, K., Jikumaru, Y., Kamiya, Y., Kusano, M., Consonni, C.,
Panstruga, R., et. al.,””Autophagy Negatively Regulates Cell Death by
Controlling NPR1-Dependent Salicylic Acid Signaling During
Senescence and the Innate Immune Response in Arabidopsis’’,Plant

Cell, 21, 914-27, (2009).

74



[101] Latschul, S.F., Gish, W., Miller, W., Meyers, E.W. and Lipman, D.J.,
“’Basic Local Alignment Search Tool’’, Journal of Molecular Biology,
215(3), 403-410, (1990).

[102] Hall, T.A., “’BioEdit: A User-Friendly Biological Sequence Alignment
Editor and Analysis Program for Windows 95/98/Nt’’, Nucleic Acids
Symposioum Series, 41, 95-98, (1998).

[103] Reddy, B., Patel, A.K., Singh, K.M., Patil, D.B., Parikh, P.V., Kelawala,
D.N,, et. al., “°De Novo Assembly and Trancriptome Characterizaton of
Canine Retina Using High-Throughput Sequencing’’, Genet. Res. Int.,
(2015).

[104] Porter, S.G., Doy, T., McCarty, R.E., Shearn,A., Shingles, R., Fletcher,
L., et. al., ’Exploring DNA Structure with Cn3D’’, CBE-Life Sciences
Education, 6, 65-73, (2007).

[105] Claros, M.G. and Von Heijene, G., “’Tappred li: An Improved Software
for Membrane Protein Structure Predictions’’, Computer Applications in
the Biosciences, 10, 685-686, (1994).

[106] Hirakawa, T., Boon-Chieng, S. and Mitaku, s., “’SOSUI: Classification
and Secondary Structure Prediction System for Membrane Proteins’’,
Bioinformatics, 14(4), 378-379, (1998).

[107] Siebert, P.D., Chenchik, A., Kellogg, D.E., Lukyanov, K.A. and
Lukyanov, S.A., “°’An Improved PCR Method for Wlking in Uncloned
Genomic DNA’’, Nucleic Acids Research, 23(6), 1087-1988, (1995).

[108] Bodin, L., Beaune, P.H. and Loriot, M.A., “’Determination of
Cytochrome P450 2d6 (Cyp2d6) Gene Copy Number by Real-Time
Quantitative Pcr’’, Journal of Biomedicine and Biotechnology, 3, 248-
253, (2005).

[109] Alche, J.D., Butowt, R., Castro, A.J. and Rodriguez-Garcia M.I.,
“Ubiquitin and Uniquitin-Conjugated Proteins in the Olive (Olea

75



europaca L.) Pollen’’, Sexual Plant Reproduction, 12(5), 285-291,
(2000).

[110] Carpas, J.F., Fernandez-Ocana, A., Carreras, A., Vaderrama, R., Luque,
F., Esteban, F.J., et. al., °The Expression of Different Superoxide
Dismutease Forms is Cell-Type Dependent in Olive (Ole europaea L.)
Leaves’’, Plant and Cell Physiology, 47(7), 984-994, (2006).

[111] Barber, R.D., Harmer, D.W., Coleman, R.A. and Clark, B.J, *’Gapdh as a
Housekeeping Gene: Analysis of Gapdh mRNA Expression in Pnael of
72 Human Tissues’’, Physical Genomics, 21(3), 389-395, (2005).

[112] Sonmez, G., “’Zeytin Beta Glukozidaz ve Metalotionein Genlerinin
Molekiiler Fizyolojik ve Biyokimyasal Karakterizasyonu’’, Doktora
Tezi, Balikesir Univerisitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim
Dali, Balikesir, (2013).

[113] Fernandez, J., Gharahdaghi, F. and Mische, S.M., “’Routine
Identification of Proteins from Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide
Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) Gels or Polyvinyl Difluoride
Membranes Usinf Matrix Assisted Laser Desorption/lonization-the of
Flight-Mass Spectrometry (MALDI-TOF-MS)’’, Electrophoresis, 19(6),
1036-1045, (1998).

[114] Ornberg, R.L., Harper, T.F. and Liu, H., “"Wstern Blot Analysis with
Quantum Dot Fluorescence Technology: A Sensitive and Quantitative
Method for Multiplexed Proteomics’’, Nature Methods, 2, 79-981,
(2005).

[115] Kyte, J.A. and Doolittle, R.F., “°’A Simple Method for Displaying the
Hydropathic Character of a Protein’’, Journal of Molecular Biology, 157,
105-132, (1982).

[116] Guex, N. and Peitsch, M.C., ’SWISS-MODEL and Swiss-PdbViewer:
An Environment for Comparative Protein Modeling’’, Electrophoresis,
18, 2714-2723, (1997).

76



[117] Petersen, T.N., Brunok, S., Von-Hejine, G. and Nielsen, H., <’Signal 4:0 :
Discriminating Signal Peptides from Transembrane Regions’’, Nature

Methods, (2011).

[118] Chen, Y., Yu,P., Luo, J. and Jiang, Y., “’Secreted Protein Prediction
System Combining CJ-SPHMM, TMHMM and PSORT’’, Mammalian
Genome, (2003).

77



EKLER

78



6. EKLER

EK A Tez Cahismas1 Kapsaminda Yapilan Bilimsel Calismalar

Bas B., Diindar E., Unver T. 2015. Acil-KoA Baglanma Proteinin Zeytin
Taslak Genomundan Biyoinformatik Yontemlerle Belirlenmesi ve Molekiiler
Karakterizasyonu. 1. Ulusal Bitki Biyoloji Kongresi. BOLU

79



