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OZET

ZEYTIN BETA GLUKOZIDAZ VE METALOTIONEIN
GENLERININ MOLEKULER, FiZYOLOJIK VE BIYOKIMYASAL
KARAKTERIZASYONU
DOKTORA TEZi
GORKEM DENiZ SONMEZ
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILiM DALI
(TEZ DANISMANI: DOC. DR. EKREM DUNDAR)
BALIKESIR, AGUSTOS - 2013

Bu ¢alismada, zeytin (Olea europaea L.) bitkisine ait beta glukozidaz
(ZBG) ve tip Il metalotiyonein genleri (OeMT2), molekiiler, fizyolojik ve
biyokimyasal olarak karakterize edilmistir. Daha once yapilan ¢aligmalarda
sadece cDNA dizisi bulunan bu iki genin; intron tespiti, biyoinformatik
aracglarla analizi, cesitler arast polimorfizm tespiti, kopya sayisi, zeytin
bitkisinde dokusal ve zamansal ekspresyon profili, bakteriyel ekspresyonu,
protein karakterizasyonu ve biyolojik aktivite calismalar1 yapilmistir.
Verilerin degerlendirilmesi sonucunda, ZBG geninin 9 adet intron igerdigi
belirlenmistir. 5> UTR bolgesine ait yaklasik 344 niikleotit uzunlugunda dizi
elde edilmistir. Yapilan polimorfizm caligmasinda ZBG geninin polimorfik
oldugu ve Ayvalik ¢esidine en uzak Gordales ¢esidinin oldugu goriillmektedir.
Domat, Picual ve Koroneiki gesitleri ise ZBG geni agisindan Ayvalik gesitine
daha yakin goriilmektedir. Anlik gosterimli PZR analizleri; ZBG geninin tek
kopyali oldugunu, var yili ya da yok yilina 6zglin olmadigini, zeytin
dokularindan en fazla meyvede ve kasim ve aralik aylarinda ifade edildigini
gosterdi. Biyokimyasal karakterizasyon sonuglart ZBG proteininin yaklagik
67 kDa agirliginda oldugunu, optimum pH degerinin 8.0, optimum
sicakliginin 37 °C oldugunu, pNPGlu substratina karst Vmax degerinin 25.25
EU, Km degerinin ise 5.14 mM oldugunu belirledi. Demir ve Mangan ZBG
enzimini active ederken, 8-glukanolakton, glukoz, bakir, nikel, kadmiyum ve
¢inkonun da enzimin inhibit6rleri oldugu belirlendi. OeMT2 geninin 2 adet
intron igerdigi ve tek kopya olarak zeytin genomunda temsil edildigi tespit
edildi. OeMT2 geninin hemen hemen tiim zeytin dokularinda benzer oranda
ifade edildigi ve polimorfik bir gen oldugu kanitlandi. Proteinin molekiiler
agirligimin yaklagik 22 kDa oldugu ve biyolojik aktivite analizi sonucu bakir
ve kadmiyum elementlerini etkin bir sekilde bagladig: tespit edildi.

ANAHTAR KELIMELER: Olea europaea L., zeytin, beta glukozidaz,
metalotionein, ekpresyon



ABSTRACT

MOLECULAR, PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL
CHARACTERISATION OF OLIVE BETA GLUCOSIDASE AND
METALLOTHIONEIN GENES
PH.D THESIS
GORKEM DENiZ SONMEZ
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. EKREM DUNDAR )
BALIKESIR, AUGUST 2013

In this study, a B glucosidase gene (ZBG) and a type Il metallothionein
gene (OeMT2) from olive (Olea europaea L.) were characterized with respect
to molecular, physiological and biochemical aspects. Previous studies
reported only a cDNA sequence for both of the genes which were
investigated in this thesis for intron determination, bioinformatic analysis,
polymorphism study among olive cultivars, copy number determination,
expression profile (in different tissues with regard to alternate bearing),
protein expression, characterization and biological activities. The results
revealed the first data about the genes, and revealed that ZBG has 9 introns.
344 bp of 5> UTR region of the gene was identified. ZBG displayed a
polymorphic segeunce among cultivars. Domat, Picual and Koroneiki
cultivars were the closest cultivars to Ayvalik whereas Gordales was the
furthest among the olive cultivars examined. Real - time PCR studies
suggested that ZBG was represented as a single copy gene in olive genome,
has probably no function associated with alternate bearing in olive and highly
expressed in fruits, comparing to olive tissue and organs, especially on
November and December. Biochemical characterization results suggested
that; MW of ZBG protein is 67 kDa, optimum pH is 8.0; and optimum
temperature of the enzyme is 37 °C, Vmax is 25.25 EU and Km value is 5.14
mM. While iron and manganese were the activators of the ZBG enzyme, 6-
glucanolactone, glucose, cupper, nickel, cadmium and zinc were the
inhibitors. OeMT2 gene had 2 introns and it was represented as a single copy
gene in olive genome. OeMT2 gene had more or less the same expression
profile in all olive tissue and organs tested. It was al also a polymorphic gene.
It has a 22 kDa MW and its biological activity revealed that OeMT2 binds
cupper and cadmium effectively.

KEYWORDS: Olea europaea L.), olive, B- glucosidase, metallothionein,
expression
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1. GIRIS

Zeytin agact (Olea europaea L.), diinya lizerinde bilinen ve en eski tarimi
yapilan agacglardan biridir. Zeytin meyvesi tipik bir Akdeniz mahsiilii olarak tanimlanir
fakat giiniimiizde ekonomik degerinin yiiksek olmasi, yiiksek besin degerlikli yag
kaynagi olmasi, kurakliga dayanikli ve uzun yillar meyve vermesinden dolayr birgok

bolgede kiiltiirii yapilmaktadir [1, 2].

Santorini Adasi’nda bulunmus olan zeytin fosilleri, tarihte zeytin agacina ait elde
edilmis en eski bulgulardir. Zeytinyagmin M.0.4500 yillarinda Akdeniz’ de kurulmus
olan Girit Medeniyeti’nde kullanildigina dair veriler mevcuttur [3]. Bu izler bir anlamda
zeytinciligin M.0.4000°1i yillarda Mezopotamya olarak adlandirilan ve Gaziantep,
Mardin, Kahramanmaras illerinin yer aldig1 bolgelerde kiiltiire alindigin1 da
dogrulamaktadir. Zeytinin kiiltlir bitkisi olarak yetistirilmesi Akdeniz medeniyetleri
sayesinde gelismistir ve giiniimiizde Akdeniz havzasinda 9400 milyon doniimden fazla

alanda yetistiriciligi yapilmaktadir [4, 5].

Anavataninin, Giineydogu Anadolu Bolgesi'ni i¢ine alan Yukar1t Mezopotamya
ve Giiney On Asya oldugu diisiiniilen zeytinin, iilkemize giineydogudan baslayarak
Suriye’den Akdeniz kiyilar1 boyunca yayildigi kabul edilmektedir. Zeytin iilkemizde,
Gilineydogu Anadolu’da Mardin’in giiney kesimlerinden baglayarak, Akdeniz, Ege ve
Marmara kiyr kesimleri ile algak kesimleri takip ederek Karadeniz kiyilarinda da
yayilma alanlar1 bulabilmistir. Kiy1 bdlgeleri diginda, yiikseltilerinin az olusu nedeniyle
zeytinin yetisebilmesi i¢in gerekli elverigli iklim sartlarina sahip i¢ kesimlerde de
(Adiyaman, Kahramanmaras, Karaman, Isparta, Burdur, Denizli, Bilecik, Eskisehir)

sinirli miktarlarda zeytinlikler bulunabilmektedir [6].

Zeytinin yayilisinin iki yoldan oldugu disiiniilmektedir. Bunlardan birincisi
Misir iizerinden Tunus ve Fas’a, digeri ise Anadolu boyunca Ege Adalari, Yunanistan,
Italya ve Ispanya’ya dogrudur [7-9]. Zeytin, diinyada Akdeniz havzasinda yer alan ve
Akdeniz iklim Ozelliklerini gosteren yaklagik 40 {ilkede ekonomik anlamda tarimi

yapilan bir meyvedir [10].



Zeytin meyvesi gesitli sekillerde islenmek suretiyle tiiketilir. Bu islem, basit
salamuraya yatirma, aciligin fermentasyon yoluyla giderilmesi veya kimyasal
bilesiklerle tatlandirmaya gibi siireglerini kapsar. Zeytin agacinin meyvesive odununa
ek olarak yagi da kozmetik sanayisinde ve tip alaninda da yiizyillardan beri
kullanilmaktadir [11]. Zeytinin insan sagligina ve beslenmesine olan éneminin yaninda
dogal hayata olan faydalar1 da dikkate alinarak zeytin yetistiriciligine biiyiik bir ivme
kazandirilarak giiniimiize kadar gelmesi saglanmustir. Diinyada zeytincilik yapilan
alanlarin %9’u, dane zeytin lretiminin %81, zeytinyagi iiretiminin %35’ine, sofralik
zeytin iretiminin %14’line ve aga¢ varliginin %17’si Tiirkiye’ ye aittir. Tiirkiye’de
zeytincilik  yapilan alanlar ise islenen toplam tarim alanlarmin %34 {ini
olusturmaktadir [12].Ulkemiz diinya zeytinyag1 piyasasinda besinci sirada yer almakta
ve 70 farkli iilkeye zeytin ihrag etmektedir. Bu pazarda en ¢ok pay %70 ile ispanya’ya
aittir. Tiirkiye’nin toplam zeytinyag: liretiminin yaklasik %80’1 Ege bdlgesine ait olup,

bu iiretimin yaklasik %76’s1 yaglik olarak derlendirilmektedir [13]

1.1  Zeytinin Bilimsel Siniflandirilmasi

Zeytin bitkisi, 30 cinse sahip olan Oleaceae familyasina iiyedir. Olea cinsi,
cogunlukla gii¢ yetistirme sartlarina sahip sahalardan yetisebilen, kurakliga direncli
cesitli tiir ve alt tiirleri igermektedir. 2 X = 46 kromozoma sahiptir. Bunlarin ¢ogu
calilar veya agaclardan olugsmaktadir. Bu cinse mensup taksonlardan yenilebilir meyvesi
olan tek tiir, kiiltlir zeytinin de dahil oldugu Olea europaea L; ¢ogu ekotip olmak iizere

2600’ den fazla ¢eside sahiptir. Zeytinin siniflandirmasi asagidaki sekildedir [14];
Alem : Bitkiler

Alt alem : Tracheobionata

Superdivision : Spermatophyta

Division : Magnoliophyta

Sinif : Magnoliopsida

Usttakim : Asteranae



Takim : Lamiales

Aile : Oleacea

Cins : Olea L.

Tiir : Olea europaea L.

1.2  Zeytin Agacimin Morfolojisi

Zeytin, boylu bir ¢ali veya 10-20 metreye kadar boylanabilen, sik dalli, yayvan
tepeli, her dem yesil yaprakli bir agactir. Genis, kivrimli, diizensiz bir govdesi vardir.
Agac yaslandikca, diizgiin gri renkli gdvde kabugu giderek catlar. Agacin taci (tepesi),
yaklasik olarak artan boy kadar her sene genisler. Verimli topraklarda ta¢ agik ve
asimetrik, verimsiz topraklarda ise daha yogun ve yuvarlaktir. Siirglinleri gri renkli,

dikensiz ve hemen hemen ti¢ koselidir [15].

Mizraksi, ¢ok kisa sapli, deri gibi sert yapraklari siirgiinlere karsilikli ¢iftler
halinde dizilmistir. Yapraklari basit, tam kenarli ve kenarlar alt yiize dogru hafif
kivriktir. Yapragin boyu 2086 mm, genisligi de 5 - 17 mm’dir. Yapraklarin ucunda sivri
bir ¢ikinti bulunur. Yapragin iist ylizii koyu gri-yesil ve tiiysiiz, alt ylizii mavimsi

glimiisi renkte ve beyaz sik ipeksi tiiylerle kaplidir [16].

Kuzey yarimkiirede zeytinin vejetatif tomurcuklar1 Mart aymin sonunda ortaya
cikar, ve ilkbaharin sonlarina dogru Nisan - Mayis aylarinda ise ¢i¢ek agmaya baglar.
Sicakligin 12 °C tizerine ¢ikmast bu durumu tesvik edici bir etkendir. Meyve yaz
mevsimi boyunca gelismeyi siirdiiriir ve meyve yiikiine bagli olarak Eylil - EKim
aylarinda yesil zeytin olusur. Eyliil ve Ekim ortalarinda meyveler sulanir. Ekim ayindan
sonra renklenme baslar ve ¢ogu cesitte kis aylarinda tam olgunluga ulasilir [17]. Zeytin
agacinin gelisiminde 1lik iklimlerde yaz aylarinda bir azalma goriiliirken, serin
iklimlerde ise siirglin gelisiminin en fazla oldugu donemlere denk gelmektedir
Topraktaki nemin uygun veya suyun bol oldugu durumlarda Sonbahardaki giinliik

sicakliklardaki azalma aga¢ gelisiminin hizlanmasina neden olmaktadir. [18, 19]



1.3 Zeytin Bitkisinde Periyodisite

Periyodisite, bir yilin verimli, takip eden diger yilin ise daha az verimli olarak
gozlendigi ve bir¢ok meyve agaci tiiriinde gbzlenen bir fenomendir [20-22]. Zeytinde
ise meyve Uretimi agisindan iki yil arasindaki bu verimlilik farki oldukg¢a fazladir [23].
Periyodisite 6zelligi gelisme miktart ve hormonsal faktorlerle ilgili olmakla birlikte
meyve biiyikliigi, kuvvet ve yillik vejetatif gelisme miktar1 ile de iliskilidir. Bu
nedenle, verimli bir yilda geng siirgiin gelisimi sinirli olmaktadir [24]. Yapilan pek ¢ok
calismada, besin rekabetinin periyodisiteye sebep oldugu ve meyve agirligini lizerinde
oldukga giiclii bir etkisinin oldugu tespit edilmistir [25-27]. Verimli bir yildan sonra,
kisa ve gelismesi engellenmis siirglinler iizerindeki gozlerin biiylime potansiyeli
genellikle diisiik olmaktadir [28]. Boylece ayni uzunluktaki siirgiinler, verimli bir yildan
sonra daha fazla somak gelistirmektedirler. Somaklar {izerindeki ¢i¢eklerin bulunmasi
ayni zamanda agacin daha Onceki iiriin verimine gore de farklilik gostermektedirler.
Meyve tutum yiizdesi ¢icek, somak sayisina bagli olsa bile bazi yillarda verimdeki
dalgalanma meyve sayisindaki degisiklige gore daha azdir. Bu durum meyvelerin
sayilart ile biiyiikliikleri arasindaki yakin iligkiye dayanmaktadir [29]. Meyve sayisi
daha az oldugunda daha biiylik meyve olusumuna neden olur ve boylece dalgalanmanin
derecesi daha diisiik olmaktadir. Meyve sayis1 ve biiyiikliigii arasindaki iliski sadece

meyvelerin miktarina degil ayn1 zamanda onlarin dagilimma da baglidir[30-32].

Mevcut iiriin miktari, bir sonraki yildaki farklilasmayr ve meyve tutumunun
derecesini belirleyen en 6nemli faktordiir. Fazla miktarda iirline sahip olan agaglarda
onemli bir vejetatif gelisme gozlense bile, bir sonraki yilin iirlin miktar1 az olmaktadir.
Bu durumda somaklar olusmaz ve kis kosullart uygun olsa bile olusan ¢igekler meyve
baglamayacak ya da sadece birka¢ tane meyve baglayacaktir. Hasat zamaninin Aralik-
Ocak aylarina kadar ertelenmesi ise ertesi yildaki agacin verim giiciinii etkileyerek bir

sonraki verim iizerine azda olsa olumsuz bir etkilemektedir [33].

Zeytin agacinda goézlenen bircok fizyolojik isleyisin sonucunda periyodisiteye
neden olarak i¢sel hormonlarin etkili oldugu goriilmistiir [34, 35]. Somakta meyve
tutacak ilk cicegin somaktaki diger meyvelerin normal tutumunu engelledigi pek ¢ok
cesitte kanitlanmistir [36]. Ayrica yapilan tohum oldiirme ¢alismalarinda agag tizerinde

kalan tohumsuz meyve miktarinin azlig1 ya da ¢oklugunun ertesi sezon i¢in ¢igek gozii



indiiksiyonu iizerinde sadece embriyolarda bir etkiye sahip oldugunu gdstermislerdir

[37, 38].

Yapilan ¢alismalarda meyve yiikiiniin fazla oldugu ‘‘var’’ ve yok denecek kadar
az oldugu‘‘yok’ willarinin sonunda yapraklarda ve tomurcuklarda bulunan mineral,
biiyiime diizenleyiciler ve fenolik metabolitlerin birbirinden farkli oldugu tespit
edilmistir.[39, 40]. Mineral igeriginin ¢igek tomurcuklarimin farklilasarak tekrar

(%3

olusmasinda gerekli bir etmen oldugu; ‘‘var’’ yilinda sodyum ve potasyum igeriginin

(X3

onemli Ol¢lide azalmasina ancak ‘‘yok’ yilinda bu degerlerin yiiksek olmasina
dayanmaktadir [41]. Yaz sezonundaki biliylime sirasinda ya da meyve diisme zamaninda
hormon uygulamalarinin diger ¢esitlerde oldugu gibi zeytinde de ¢igek tomurcuklarinin
indiiklenmesini azalttigi ispatlanmistir [31, 42, 43]. Ayrica ‘‘var” ve ‘‘yok”
yillarindaki zeytin agaci yapraklarinda bulunan fenolik igerigin de farkli olmasi, fenolik
metabolitlerin birikiminin ve sekonder metabolit miktar ve gesitlerinin de meyve

gelisiminde ve iceriginde 6nemli bir etmen oldugu sonucunu ¢ikarmaktadir [44].

Arastirmalar, sicaklikligin ¢evresel kosullar icinde cicek farklilagmasinda en
onemli etkiye sahip oldugunu ortaya koymustur [45-47]. Durgun sicakliklarin
gozlendigi kis aylarinda potansiyel ¢igek tomurcuklarinin farklilagsma orani yiiksek iken
olumsuz sicaklik degisimleri, periyodisitenin indiiklenmesini tesvik eder. Dondurucu
kiglar da tiim agaglarda tomurcuklarin miktarin1 azalmaktadir [39, 48, 49]. tamamen
meyve Uretiminin yiliksek oranda esitlenmesine neden olur ve sonugta takip eden yildaki
tirlin i¢in diisiik oranda ¢i¢ek tomurcuklarinin olusmasina ve dolayisiyla periyodisitenin

baslamasina neden olur [50].

Ticari ve ekonomik énemi oldukga fazla olan zeytin agaci i¢in meyve kalitesi ve
agacin meyve tutumu oldukca 6nemli kriterlerdir. Periyodisite sonucu ortaya ¢ikan {iriin
acisindan verimsiz bir yil, birgok ticari ve ekonomik probleme sebep olmaktadir [51].
Bu etmenleri en aza indirmek amaciyla verimsiz yilda az olan meyvenin gelismesini
onleyerek [43] “‘var’’ yilindaki meyve yiikiini azaltilmaya g¢alisihir [52, 53]. Bunun
disinda budama yontemi de “var yili” oncesinde uygulanabilir. Ayrica meyve sayisini
azaltmak ve daha fazla vejetatif gelismeye ve “yok yili” i¢in daha iyi ¢igek gozii
farklilasmasi saglamak icin ‘‘var’’ yilinda kiiciik meyve seyreltmesi de yapilabilir [54].
Cok miktardaki kii¢iik meyvelerden olusan bir iiriin, az sayidaki biiyilk meyveli iiriine

oranla periyodisiteyi daha fazla tesvik etmektedir. Ana dalda bilezik almanin
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periyodisiteyi azaltan bagka bir yontem olup, kis farklilagsmasini sinirlayan sartlar

altinda fayda sagladigi gortilmistiir. [55, 56].

14 Beta-Glukozidaz Enziminin Biyokimyasi

1.4.1 Beta-Glukozidaz Enziminin Genel Ozellikleri

B-glukozidazlar ya da diger bir deyisle B-glukozid glukohidrolazlar (EC
3.2.1.21) D-glukoz ve bir aglikon ya da farkli bir seker arasindaki B-O-glukozidik
baglarini hidrolizleyerek glukoz ve bir aglikonun agiga ¢ikmasini saglayan enzimlerdir.
B-glukozidazlar; mikroorganizmalar, bitkiler ve hayvanlar gibi oldukga genis capta bir

canli grubunda bulunmaktadir [57-61].

HO B-1,4’ Glikozidik bag

CH,OH 0O

OH OH

Sekil 1.1: Glikozidik bagin gosterilmesi [62]

Aile 1 pB-glukosidaz monomerlerinin her birinin temel yapisinda yliksek
korunumlu peptid motifleri bulunmaktadir. Bunlar SAYQI, YRFSI, TFNEP, LGLNYY,
YITENG ve DNFEW’dir. Bunlardan TFNEP ve YITENG enzimin aktif bolgesinin bir
parcasini olustururlar ve sekil 1.2” de gosterildigi gibi iki adet katalitik glutamat icerirler
[63-66].

Bir¢ok B-glukozidaz; B-glikozidik baglara 6zgiin olma, asidik pH’ da (5-6) en
yiiksek aktivite gdsterme, alt {initesinin molekiiler agirligmin 55-66 kDa olmas1 gibi
bircok ortak 6zellige sahiptirler. Sicaklikla ilgili yapilan stabilite ¢calismalarinda da B-

glukosidazlarn 55-60 'C’nin iizerinde geri doniisimsiiz olarak inaktive olduklart



bulunmus ve bazi ¢alismalar neticesinde de 50-55°C’lerde en yiiksek aktiviteye sahip

olduklar1 gosterilmistir [67-70].

e _ N-termm C-term

Sekil 1.2: 3-Glukozidaz enzimlerinin genel ii¢ boyutlu yapist [71].

1.4.2 Beta-Glukozidaz Enziminin Simiflandirilmasi

1.4.2.1 Substrat Spesifikligine Gore Simiflandirilmasi

Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB) tarafindan
olusturulan (1984) isimlendirme sistemi, enzimin katalizledigi reaksiyonun tipine ve
substrat spesifikligine dayanmaktadir. Bu sisteme gore O-glikozil hidrolazlar
EC.3.2.1.X alt simifinda yer alirlar.”X” burada substrat 6zgiinliigiinii nitelendirir [72,
73]. B-glukozidaz (EC 3.2.1.21) ve p-galaktozidaz (EC 3.2.1.23) enzimlerinin
isimlendirmesi arasindaki fark, substrat tercihine goére degisir. Bu siniflandirma
sisteminin dezavantaji ise; birden fazla substrat iizerinde etkili enzimler i¢in uygun
olmamasidir. Ornegin selliilazlar ksilan, ksiloglukan, B-glukan ve birgok ticari substrat
tizerinde etkilidir [74, 75].



1.4.2.2 Etki Mekanizmasina Gore Siniflandirilmasi

“Ekzo” and “endo” terimleri glikozid hidrolazlarin bir polisakkarit tizerindeki
hareketi ile ilgilidir. “Ekzo-glukozidazlar” bir oligosakkarit zincirinden tek bir
glikozidik rezidiiyti indirgen olmayan ug¢ kismindan kesen enzimlerdir. “Endo-
glukozidazlar” ise; bir glikozidik zincirdeki internal baglanti noktalarindan kesen, bir

oligosakkarit rezidiisiinii serbest birakan enzimlerdir [76].

“Ekzo” and “endo” ayirimi olduk¢a gii¢lii bir aymrimdir fakat endo ve ekzo
ozellikleri birlikte katalizleyen enzimleri kategorize etmek i¢in bu siniflandirma sistemi
yetersiz kalmaktadir. Ornegin sellobiyohidrolazlar hem polisakkarit substratlara

baglanirken hem de bir dizi katalitik tepkime sonrasi polimer zincir substrat1 serbest

birakamazlar [77, 78].

1.4.2.3 Aminoasit Dizilerinin Benzerliklerine Gore Simiflandirilmasi

Enzimlerin aminoasit dizileri ve yapilar1 birbirleriyle iligkili iki énemli faktor
olmasi sebebiyle enzimin sadece aminoasit dizisi kullanilarak yapisal ve mekanistik
ozellikleri hakkinda bilgi sahibi olunabilir. Buna ilaveten her enzim ailesinin molekiiler

mekanizmasi genellikle korunmus olup, ilgili diziler benzer katlanmalar gostermektedir.

Dizi temelli siiflandirma sadece glikozil hidrolazlar ile sinirli kalmayip, benzer
yapisal ozellikler gozteren glikozil transferazlara da uygulanmustir [79]. Tersiyer yap1
seviyesindeki benzerlikler, katalitik mekanizmadaki, katalitik rezidiilerindeki 6nemli
benzerlikler ve korunmus bolgeler temel alinarak glikozil hidrolaz aileleri kabileler ve
stiper aileler olarak siniflandirilmislardir. Glikozil Hidrolaz 1 ailesi; GH-A kabilesi

(ayn1 zamanda 4/7 siiper ailesi olarak ta isimlendirilir) igerisinde yer alir. [80].

Glikozil hidrolaz 1 ailesinin tersiyer yapisi ile ilgili yapilan caligmalar aktif
bolgedeki, benzerlikleri ortaya c¢ikarmis ve bircok polar ve aromatik rezidiilerin
karbohidrat tanima bolgelerinin sonlarina dogru yerlestikleri belirlenmistir [63, 66, 81].
Ayrica bu aileye mensup bir¢ok enzimin katalitik bolgelerinin bir paket ya da tunel

igerisinde olduklar belirlenmistir [82].



Primer ve tersiyer yapilardan katalitik aminoasit rezidiilerinin belirlenmesiyle
aktif bolge rezidiileri belirlenebilir. Eger katalitik rezidii; dizisi bilinen bir aileye

mensup ise, benzer diziler ile dizi hizalamasiyla aydinlatilabilir [72, 73, 77, 78].

1.4.3 Enzimin Katalizleme Mekanizmasi

Tim Aile 1 B-Glukozidazlari, bir anomerik karbon ve glikozidik oksijen
arasindaki B-glukozidik baglar1 hidrolize etmek igin benzer mekanizma kullanirlar. Bir
B-glukozidin glikon ve aglikon kisimlar1 arasindaki beta baglantinin hidrolizi i¢in kabul
goren iki farkli hidrolitik mekanizma vardir. Bu mekanizmalar; seker kalintisindaki
anomerik merkezde bulunan ters donmeye (inversiyon) ya da tutmaya (retaining) bagl
olarak isimlendirilir. Seliilazlarin ve ksilinazlarin da biiyiik bir kismin1 da i¢ine alan -
Glukozidazlarin substrati genel olarak sekerin anomerik konfigurasyonunu tutarak
hidrolize ettigi bilinir [83]. Asidik bolge (karboksil grup) glikozidik oksijenin
bulundugu bolge ile etkilesime girer. Pargalamanin sonunda monosakkaridin anomerik

karbonu bir su molekiilii ile etkilesime girer ve B-D-glukopiranoz olusturur [84].

Sekil 1.3: B-Glukozidazlarin substrat ile etkilesimi [71]

Ters donme ya da tutma mekanizmalarinin her birinde en az iki karboksil grubun
glikozil hidrolazlarin katalizleme sinde rol aldiklar1 bilinmektedir. Ters donme
mekanizmasiyla katalizleyen enzimlerde bu iki grup arasindaki uzaklik yaklagsik olarak
9,3 A, tutma mekanizmasiyla katalizleyen enzimlerde ise bu mesafe 5,0 A’dir. Tutma
mekanizmasi ile katalizleme goérevini yapan B-glukozidazlarin aktif merkezinde E191
ve E406 konumunda islevsel iki glutamik asit kalintisinin oldugu bildirilmektedir. Aktif
bolgedeki asidik grup olan glutamik asit glukozidik oksijene bir proton verir ve bir
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niikleofilik grup glukozun 1 numarali karbonuna atak yaparak bagi parcalar. Bunlardan
asit-baz katalizorii olan glutamik asit TENEP motifinde bulunurken, niikleofilik
glutamik asit ise I/VTENG motifinde bulunur. Bu esnada glikozil-enzim ara tiriinii
olusur ve aglikon serbest kalir. Daha sonar, bir su molekiilii temel katalizator olan
glutamik aside bir proton, glikon ve enzim arasindaki kovalent baga da bir OH" verir.

Boylece glikon serbest kalir ve niikleofilik glutamik asit eski haline geri doner [77].

o

deglikozilasyon

Sekil 1.4: B-glukozidik bagin tutan (retaining) B-glukozidazlar ile hidrolizi [85]

1.4.4 PB-Glukozidaz Enzimlerinin Smbstrat Ozgiinliigii

Enzimlerin substrat 6zgilinliigiinii belirleyen temel faktorler substrat ve substratin

enzimde bulunan baglanma boélgesi arasindaki konformasyonel ve kimyasal biitiinliiktiir

[86].

Substrat 6zgiinligii bitki p-glukozidaz enzimleri i¢in olduk¢a Onemli bir

fonksiyondur. Arastirmacilar, aglikon veya karbohidrat olmayan kismin J-
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glukozidazlarin dogal substratlarina kars1 gosterdikleri 6zglinliigiin en 6nemli nedenleri
oldugunu belirtmisleridir [87, 88]. Hemen hemen her kaynaktan elde edilmis p-
glukozidazlar substratin glikon (Glc) kismina benzer 6zgiinliiktedir fakat bazen 6zellikle
bitki B-glukozidaz enzimleri substratin aglikon kismina karsi farkli bir 6zgilinliik
gosterirler. Misir bitkisinde yapilan bir ¢alismada glikon ve aglikon arasindaki bagin
parcalanabilmesi i¢in hidrofobik bir aglikon gruba ihtiya¢ duyuldugu belirlenmistir [89,
90].

B-Glukozidazlarin 6zgiinliigi i¢in gerekli olan aglikon kalintilari; bitki
hormonlarini,  hidroksinamik  asitleri,  flavonolleri,  siyanoglukozidleri  ve
mandelonitrilleri icerir [91, 92]. Bu aglikonlar bitki metabolizmasinda bir dizi
fonksiyonlara sahiptir ve aglikon 6zgiinliigli de B-glukozidazin bitkideki gorevinin

belirlenmesi i¢in olduk¢a 6nemli bir 6zelliktir [89].

1.4.5 Bitki p-Glukozidaz Enzimlerinin Onemi

B-Glukozidazlar bitkilerde birgok metabolik olayda yer almaktadirlar Bu nedenle
B-glukozidaz enzimleri protein miihendisliginde, tarim ve ormancilik alanlarinda ve
biyoteknolojik c¢alismalarda oldukg¢a sik ¢alisilmaktadir. B-glukozidazlarin (6zellikle
Familya 1 enzimleri) bitkilerde katildiklar1 bazi biyolojik siiregler olarak; bitki
zararlilarina kars1 savunma mekanizmasida goérevli olma, besin kalitesinin artig1, lignin

biyosentezi, selilloz metabolizmasi 6rnek verilebilir [93-96].

1.45.1 Savunma

Bitkiler, bitki zararlilara kars1 savunma mekanizmasi olarak biinyelerinde toksik
maddeleri biriktirirler ve ihtiya¢c halinde saliverirler. Bu kimyasal maddeler (-
glukozidler ve B-glukosinolatlardir. B-glukozidazlar ve substratlari; hiicrenin farkli alt
yapilarinda ya da doku béliimlerinde stoklanir [97]. Patojen veya herbivorlarin bitki
dokularina olusturduklar1 zarar; substrat ile enzimin karsilagsmasina, bdylelikle
substratlarin hidrolizinin baglamasina neden olur. Hidroliz sonucu ag¢iga ¢ikan iiriinler
tiyosiyonatlar, izotiyosiyonatlar, nitriller, HCN, benzaldehitler gibi maddelerdir [92].

Bu maddeler; herbivorlar1 caydirici, bitki zararlilarinin bitkiye girisini, bitkide
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gelismesini ve dagilmasini engelleyici etki gosterirler. Boylece B-glukozidaz enzimleri
bitkilerin savunma sisteminde yer almis olurlar. Ornegin insektalara ve soguga karsi
direngte etkili oldugu distiniilen bu enzimler baskilandiklarinda bitkide savunma

yetersizligi sonucu bazi streslerin ortaya ¢iktigi gézlenmistir [98-100].

1.4.5.2 Besin Kalitesinin Artisi

Bitkilerde tat ve lezzet olusumunda etkili oldugu belirlenmis olduk¢a fazla
sayida B-glukozidik iiriin teshis edilmistir. Bu molekiillerin aglikon parcalarinin besin
kalitesi ve tiretimi tizerine etkili oldugu belirtilmistir. Bilindigi gibi aglikonlarin ortaya
cikmalart; B-glukozidaz enzimleri tarafindan B-glukozidik substratlarin hidrolize
ugramasi yoluyla olmaktadir. Bu yontem, meyve suyu ve mesrubat liretiminde siklikla
kullanilmaktadir [101]. Uretim sirasinda ya da sonrasinda B-glukozidaz enziminin
eklenmesi; {Uriinlerin tat, lezzet, aroma ve diger kalite faktorlerinde artis

gozlenmektedir[102, 103].

Lahana, karnabahar, brokoli ve turpgillerde bulunan mirosinaz-glukosinolat
sistemi, besin kalitesi ve tat olusumu siirecinde olduk¢a 6nemlidir. Glikosinolatlarin
enzimatik hidrolizinden olusan aglikon parcalart ve bozulma sonrasi iiriinler, bu

sebzelere ac1 ve kendine has kokularinin verilmesinden sorumludurlar [104, 105].

B-Glukozidazlarin meyvelerin tatlanmasi {izerine etkili olduklar1 belirlenmistir
Vanilya tanelerinde bulunan bir p-glukozidaz enziminin vanilin-p-glukozid
(glukovanilin) olarak bilinen aroma Onciillerinin hidrolizinden sorumlu oldugu ve
vanilya aromasimin bu substratin hidroliziyle a¢iga c¢ikan diirlinlerle ilgili oldugu
bildirilmistir ~ [106]. Monoterpenilglikozid  miktarnin ~ Muscat  lizimiiniiniin
meyvelerdeki aroma kisminin 6nemli kismini olusturdugu belirtilmistir [107]. Ayrica
cay yapragi ile yapilan ¢alismada da B-glukozidaz enziminin aromatik tat ile iligkisi

oldugu gosterilmistir [108].
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1.4.5.3 Seliilloz Metabolizmasi

Seliiloz dogada en bol bulunan polimerdir. Bitkilerde ve bazi deniz yosunlarinda
bulunan hiicre c¢eperinin temel yapisini olusturur fakat bazi deniz hayvanlar1 ve
bakteriler tarafindan da tretilir. Seliilloz, B-1,4-glukozidik bagiyla baglanmis yaklasik
10.000 glukoz rezidiisiinden olusan bir glukoz polimeridir [109].

Pek c¢ok hayvan seliilozu besin olarak sindiremez. Insanlarin beslenmesinde
kullandiklar1 sebzelerdeki bu kisimlar posa halini alirlar ve biiylik miktar1 hemen hemen
hi¢ islenmeden disar1 atilir. inekler ve termitler gibi bazi hayvanlar ise seliilozu; -
glukozidaz enzimleri araciligt ile glukozlu besinlere ayiran incebarsak floralarina

yerlesmis bakteriler yardimiyla parcalarlar.

Seliiloz farkli bir¢ok enzimin birlesik aktivitesi sonucu pargalanir. Bahsedilen
enzim tiimlesigi ti¢ enzimden olusmaktadir: bir endoglikonaz, bir ekzoglikonaz ve bir -
glukozidaz. Endoglukonazlar seliilozun i¢ B-1,4-glikozidik baglarini hidrolizle keserek
yeni zincir uglarmin olusmasini saglar. Ekzoglukanazlar da olusan bu yeni seliiloz
zincirlerini uglardan keserek coziiniir sellobiyoz birimleri olustururlar. Son olarak -

glukozidazlar ise sellobiyoz birimlerini glukoz birimlerine hidroliz ederler [110].

Endiistride selulozik biyokiitle yikimi ve selulozun glukoza doéniisiimii
mikroorganizmalar ya da izole edilmis selulaz tiimlesigi tarafindan saglanmaktadir.
Selulaz tiimlesigiinin, selulozik biyokiitlenin degredasyonunda kullanilmast f-
glukozidazlar1 miihendislik agisindan Onemli bir materyal haline getirmektedir.
Giinlimiizde enzim katalizli islemler, daha hizli, daha ekonomik, ¢evre dostu, iiriin
verimi oldukca yiiksek ve safsizlik olusumu oldukca diisiik oldugundan, endiistriyel
uygulamalarda kimyasal reaksiyonlara kiyasla daha fazla tercih edilmektedirler. Enzim

katalizli islemlere duyulan bu ilgi, zamanla diinya genelinde bir enzim pazarinin ortaya

¢ikmasina ve bu alanda yapilan ¢alismalarin da artmasina neden olmustur [111, 112].

1.4.5.1 Lignin Biyosentezi

Lignin seliilozdan sonra biyosferde bol bulunan ikinci bilesiktir. B-Glukozidaz

enziminin koniferini hidrolizi sonucu olusan koniferil alkol, ligninin biyosentezi i¢in
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gerekli en onemli Onciil maddedir. Bu durumda bazi bitki B-glukozidazlarinin lignin
biyosentezinde rol aldiklari ortaya ¢ikmaktadir [113, 114]. Kaliteli kagit tiretimi ve agag
yetistirmede B-glukozidaz enzimlerine ait bilgilerin kullanilmasi bu enzimlerin 6nemini

arttirmaktadir.

1.4.1 Zeytin g-Glukozidaz Enzimi

Yiiksek kalitede zeytinyagina olan ilginin artmasi, basta kanser, kalp hastaliklari
saglik agisindan birgok faydasinin olmasina baglidir [115-118]. Fenolik bilesiklerin her
iki faktor i¢in de direk etkiye sahip olduklari, 6zellikle antioksidanlarin oldukca fazla
miktarda besinsel fayda sagladiklari bilinmektedir [119]. Saf zeytinyaginda bulunan
fenollerin zeytinin dokusunda bulunan fenolik glikozidlerle ve fenolik metabolizmasiyla
iligkisi vardir [118]. Zeytin meyvesinde bulunan ana glikozidler oleuropein, ligstrosit,
and dimetiloleuropein’dir. Fakat farkli gesitlerde verbaskosit, elenolik asit glukosidi,
luteolin-7-glukosit, apigenin-7-glukosit, rutin, ve kuersetin-3-rutinosite de rastlanmistir
[120, 121]. Zeytin dokulari patojen istilasina ugrayip zarar gormeye basladiginda
fenolik glikozidlerin hidrolizinin kontrolii B-glukozidaz enzimi ile ger¢eklestirilir. Bir
yaprak herbivorlar tarafindan hasara ugratildigi zaman; organellerdeki PB-glukozidaz

enzimi oleuropeini gii¢lii bir protein denature edici ajan olarak aktive eder [122].

Bitki B-glukozidazlarinin besin degeri a¢isindan dnemi, aroma 6ncii maddelerini
hidrolizleyerek serbest aglikanlar olusturmalaridir [123]. Kaliteli zeytinyagiin tat ve
koku gibi 6zelliklerini belirlemek amaciyla bugiine kadar bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Bu
verilerin her biri i¢in belirleyici unsur tiiketicinin tercihi olmustur [124]. Saf
zeytinyaglarinin diisiik ya da orta dereceli aci tada sahip olmasi tiiketiciler tarafindan
istenilen bir lezzettir. Oldukca ac1 tada sahip olanlar ise tercih edilmezler. Bu sonug act
tadin zeytinyaginin ticareti i¢cin dnemini ortaya koymaktadir. Aci lezzetin yogunlugi
fenolik bilesiklerin yogunlugu ile dogru orantilidir. Zeytinyag ireticileri act tadin
giderilmesi i¢in fenol igeriginin giderilmesini ham maddenin islenmesi, 1sitma ve
parcalama yontemi ile kontrol altina almaya ¢aligmaktalardir [125]. Hem ticari, hem de
tibbi 6nemi oldukga yiiksek olan zeytinyaginin kalitesi {izerinde etkisi olan bu enzim
karakterize edilmesi igin yapilan ¢alismalar 6nemli katki saglamiglardir [115, 123, 124,
126-128].
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1.5  Metalotiyonein Proteinleri ve Yapisal Ozellikleri

1.5.1 Metalotiyonein Proteinleri

Agir metallerin bitkilerde asir1 derecede birikmesi membran gegirgenligini

zedeleyerek ve enzimleri baskilayarak bitki biiyiimesini olumsuz etkiler [129].

Agir metallerin zehir etkisinin giderilmesi i¢in Okaryot organizmalarda
Ozellesmis bir¢ok peptid bulunmaktadir. Bitkilerde bu gorevi metalotiyonein ve
fitoselatinler tistlenmistir [130-133].

Yayinlanan ilk metalotiyonein (MT) proteini; kadmiyum (Cd*?) elementini
dogal olarak baglayabilen bir protein olmasiyla arastirmacilarin dikkatini ¢cekmis ve ata
ait bobrek korteksinden izole edilmistir. Sistein (Cys)-tiyolat agisindan zengin olmasi
sebebiyle “metalotiyonein” adini almistir [134, 135]. Bitkilerde ise ilk izole edilen MT
bugdaya ait olgun embriyolardan elde edilen Ec tip MT olup Zn*? elementini etkili bir
bigimde baglar [136].

Cys (sistein) rezidiilerinin diizenlenislerine gore tiim MT proteinleri ii¢ siif
altinda toplanir. Tiim bitki MT proteinleri ise Simf-II igerisinde yer alir. Bitki MT

proteinleri kendi igerisinde ti¢ sinif ve Ec tip olarak siiflandirilir [137-141]

Bitki MT proteinlerini memelilerden ayiran en 6nemli 6zellikleri; diisitk molekiil
agirlikli olmalari, sistein aminoasidi acisindan zengin (karakteristik CysCys ve
CysXaaCys motiflerini barindiran) aromatik aminoasit icermeyen proteinler olmalaridir.
Bu 0lciit sadece Ec tip proteinlerde iki oldukg¢a iyi korunmus histidin aminoasit

rezidiisiine sahip olmalari ile bozulmustur [142].

MT proteinlerinin en énemli goérevi yaklasik ligte bir oranda icerdigi siilfidril
rezidiisii olan sistein aminoasitlerine Cu, Cd ve Zn gibi agir metalleri baglamaktir. MT
proteinlerinin metal depolama ve agir metal zehirlenmesine karsi koruma, gelisme,
farklilasma, metabolizmanin kontrolii, UV 1smlarindan ve serbest radikal

zehirlenmesine karsi cevap olusturma gibi gorevleri vardir [143].
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1.5.2 Metalotiyonein Proteinlerinin Fonksiyonel Ozellikleri

Memeli ve mantar metalotiyonein proteinlerinin metallerin zehir etkilerinin
giderilmesi amaciyla kullanimlarimi belgeleyen olduk¢a fazla mikterda calisma
bulunmaktadir [144, 145]. Ornek olarak Cd direngli fare hiicreleri, Cd direnci
olusturabilmek ig¢in  yiiksek miktarda metalotiyonein  proteini trettikleri
belirlenmistir[146]. Saccharomyces cerevisiae mayasinda ise, bakir elementine karsi
olusturulan direng¢ CUP 1 metallotionein geninin ¢ogaltilmasi ve protein kodlamasi ile
gerceklesmektedir [143, 147], sekil 1.5. Bunlara ek olarak hayvanlarda bulunan
metallotionein proteinlerinin oksidatif stres, hiicre biiylimesinin kontrolii, iyonize
radyasyona karsi korunma ve bakir ve ¢inko metabolizmalarinin diizenlenmesi

gorevlerinde de rol oynadiklar1 belirlenmistir [148]

Sekil 1.5: Saccharomyces cerevisiae CUP metalotiyonein proteininin 3 boyutlu yapisi
[149]

Bitkilerde birgok farkli durumda olan metalotiyonein benzeri proteinleri
aydmlatilmistir. Bu proteinlerlere ait transkript {irlinleri; bugdayda 1s1 ve siikroz agligi
ile indiiklenen [150], kivi meyvesinde meyve gelisimiyle [151], kolzada yaprak
dokiimiiyle [152], elmada soguk stresinde [153] ve Sambucus nigra’da ise yapraklarin

etilen hormonu etkisi ile dokiilmesi sonucu indiiklenerek artmaktadir [154].

Bitki metalotiyonein proteinlerinin ayrica metal baglama 6zelliklerinden dolay1
metallerin zararsiz hale getirilmesi siirecinde de rol oynadiklar1 bilinmektedir.
Arabidopsis metalotiyonein proteinleri MT1 ve MT2’ nin bakirla indiiklendigi tespit
edilmistir. MT1 ve MT2 genleri CUP1 geni delesyona ugratilarak bakira duyarli hale

getirilmis mutant mayalarin, komplementasyon ile MT1 ve MT2 proteinlerini ifade
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edebildigi gozlenmistir [130]. Pisum sativun’ da tanimlanan ve E.coli’ de ifade
ettirilmis rekombinant metalotiyonein benzeri proteinin (PsMTa) ise bakir ve kadmiyum
iceren medyada biiyiitiilen hiicrelerde metal akiimiilasyonunu arttirdigi belirlenmistir
[155]. Tuzlu ortamlarda yasayabilen bir bitki olan Salicornia brachiata’da tanimlanan
SbMT-2 metallotionein geninin E.coli’ de rekombinant ekspresyonu sonucu, bu
proteinin bakir, ¢inko, tuz, sicaklik ve kuraklik ile indiiklendigi belirlenmistir [156].
Sekil 1.6’ da bu proteine ait 3 boyutlu yap1 gosterilmistir.

1

C-terminal (cys-64 to Lys-78) _,;;“\ ¥S75

N-terminal ovet-1 to cys-23)

Sekil 1.6: Salicornia brachiata (SbMT-2) proteininin 3 boyutlu yapisi [156]

1.5.3 Fitoselatinler

Agir metalleri uzaklastirmak icin Ozellikle bitkiler tarafindan kullanilan
metalotiyonein proteinlerine ek olarak, bir bagka sistein aminoasidi agisindan zengin

polipeptidler ise fitoselatinlerdir (PC) [157, 158].

Fitoselatinler, {i¢ ¢esit aminoasit igerir. Bunlar; sistein, glisin (Gly) ve glutamik

asittir (Glu) ve genellikle (5-GluCys)n-Gly seklinde organize olurlar [132].

Yapilan c¢aligmalar fitoselatinlerin direkt olarak metal toleransini arttiric
gorevlerinin olmadigini, glutatyonun biyosentetik yolaginda rol oynayarak katkida

bulunduklarini géstermistir [131, 132, 141].

17



1.6 Agir Metallerin Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

Agir metaller yerkabugunun dogal elementleridir. Par¢alanamaz ve imha
edilemezler. Agir metaller, yogunlugu 5 g/cm® olarak belirlenen metallere verilen
isimdir [159]. Agir metaller; madencilik, enerji ve yakit tiretimi, asir1 pestisit ve giibre
kullanim1 gibi endiistriyel aktiviteler sonucu 6nemli miktarlarda ¢evreye yayilmaktadir.
Agir metallerin birikmesi sonucu olusan cevre kirliligi madencilik ve endiistrinin

gelismesi sonucu 19. ve 20. yiizyillarda daha da fazla artmistir [160].

Fizyolojik kosullar altinda ¢oziiniirliikleri dikkate alindiginda 17 agir metalin
canlt organizmalar ve ¢evre i¢in dnemli oldugu vurgulanmistir. Bu metallerden demir,
molibden ve mangan mikrobesinler olarak en Onemlilerindendir. Kalsiyum, kobalt,
krom, bakir, potasyum, magnezyum, sodyum, nikel ve ¢inko gibi bazi metaller hem
mikrobesinler hem de indirgenme-yiikseltgenme tepkimeleri, bazi enzimler igin
kofaktor ve ozmotik basi¢ diizenleyiciler olarak gorev alirlar. Glimiis, aliiminyum,
kadmiyum, altin, kursun ve civa gibi diger bircok metalin biyolojik gérevi olmamakla

birlikte mikroorganizmalar i¢in de zehir etkileri bulunmaktadir [161].

Minér (Iz) Elementler

As, Cd, Co, Cu,
Hg, Ni, Pb, Se
Mn, Mo, Zn

Major Elementler

C,H,N O,P, K,
Na, Fe, Al, Si, Ca
S8, Ti, Mg

——

ELEMENTLER

e

\\

Esansiyel iz Elementler|

Co, Cu, Mn
Mo, Ni, Se, V, Zn

Esansivel Olmayan iz
Elementler

As, Cd, Cr, Hg,
Pb, Sb, Sn, W

Sekil 1.7: Metabolik ve besin degeri yiiksek elementler ve siniflandirilmalart [162]
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1.7  Agir Metal Zehirlenmesi

Dogal olarak olusan yaklasik 90 elementten 21 tanesi metal olmayan, 16 tanesi
hafif metal ve 53 tanesi agir metal olarak smiflandirilmistir. Metaller igerisinde
yogunlugu 5 g/cm3 olanlar agir metal olarak siniflandirilir. Bu metallerden Zn, Fe, Ni ve
Cu gibi bazilar1 normal hiicre gelisimi i¢in zaruri iken; Hg, Pb, ve Ag gibi bazi

metallerin ise hiicresel fonksiyonlarnin oldugu diisiiniilmemektedir [163].

Gegis metalleri olduk¢a az miktarlarda gereklidir ve fizyolojik ihtiyag¢ igin
gerekli olan miktarin iistiine ¢ikildiginda hiicre igin zehir etkisi yapabilir. Benzer olarak
hicbir fizyolojik etkisi bulunmayan metal iyonlari tolerans limitinin {izerinde bir

miktarda hiicre igerisine girdiklerinde zararl etki gostermektedir [164].

Hg™, Cd* ve Ag+? gibi yiiksek atom numarasina sahip agir metal katyonlari
hiicre igerisine girdiklerinde SH gruplarina baglanma egilimi gosterirler ve enzimlerin
aktivitelerini inhibe ederler. Diger agir metal katyonlari fizyolojik iyonlarla etkilesime
girebilir. Ornegin kadmiyum, ¢inko veya kalsiyum ile, Nikel, kobalt ile ve ginko ise
magnezyum ile etkilesime girebilir [164].

Diger bir zehir etkisi olusturma mekanizmasi ise makromolekiillere baglanarak
onlarin yapisal diizenlerinin degistirilmesi, inaktive edilmesi ve membran

gegirgenliginin olumsuz olarak etkilenmesi seklindedir [165].

Metal sebebiyle olumsuz etkilenmis ve kirlenmis topraklarda mahsiillerin
yetistirilmesi, ¢evre Kkirliligine sebep olan metallerin kolaylikla besin dongiisiine
girmesine olanak saglar. Zehirli metalleden etkilenmis bolgelerde tarim veriminin gézle

goriiliir bir bigimde azaldig1 belirtilmistir [166].

Kadmiyum, bakir, krom, kursun, civa, nikel, selenyum, giimiis ve ¢inko gibi agir
metal iyonar1 zehirli olarak bilinir ve ¢evreye olduk¢a eser miktarlarda salinsalar bile
hayvan sagligi i¢in risk olusturabilir [167]. Zihinsel hasara ve yar1 kalict beyin hasarina
sebep olabilirler. Endiistriyel atik sularin geri doniisiimii i¢in birgok yOntem
bulunmaktadir. Bu metodlar arasinda en c¢ok notralizasyon, c¢oktiirme,

biyoremediyasyon, iyon degisimi ve emilim bulunmaktadir [168]
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Bu teknikler arasinda agir metallerin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in en ¢ok tercih
edilenler ise emilim ve biyoremediyasyondur. Yiiksek etkinlikleri, kolay uygulanabilir

ve maliyetlerinin ucuz olmasi bu teknikleri tercih sebebi haline getirmektedir [169].

1.8  Agir Metallerin Biyolojik Birikimi

Biyolojik birikim; canli organizmalarin metabolik enerjilerinin, metallerin
uzaklagtirilmasi i¢in kullanildig aktif bir iglemdir. Biyolojik birikim icin gerekli olan
aktivasyon enerjisi yaklasik 63kJ/mol’ diir. Bu siiregte metal, hiicre membraninin diger

tarafina geger ve orada degisime ugrar [169].

Mikroorganizmalarin, kii¢iik boyutlarindan dolay: sahip olduklar: yiiksek yiizey
/ hacim oranlar1 sayesinde ¢evrede bulunan metallerle oldukca fazla bir alanda temas
halinde bulunurlar. Mikroroganizmalardaki metal birikimi, mikroorganizmalarin kirli
sularin temizlenmesinde kullanilabileceklerinin anlasilmasi tizerine son yillarda oldukga

o6nem kazanmistir [170].

Mikroorganizmalar tarafindan metallerin alinimi, metal iyonlarmin kimyasina,
organizmanin 0zgiin yiizey ozelliklerine, hiicre fizyolojisi ve g¢evreden kaynaklanan

fizikokimyasal etkilesime bagli, oldukca karmasik bir siiregtir [171].

Agir metallerin biyopolimerler tarafindan baglanams: tesadiifi bir sekilde
gerceklesir. Fakat ayristirilmast ise; metale, tiire, yogunluga, biyopolimerlerin
aktifligine, biyokiitleye ve atik sudaki diger bilesenlerer bagh olarak degisiklik gosterir
[172]. Biyopolimerlerin metalle baglanma yiizeylerinin artmasi, mikroorganizmalarin
metali baglama 6zelliklerini arttirmaktadir. Ayrica metallerin biyopolimerler tarafindan

baglanmalari, metallerin zehirli etkilerini azaltmaktadir [173].

19 Metal Homeostasisinin Mekanizmasi

Ozellikle belirli bolgelerde cevrenin agir metaller tarafindan oldukga fazla
miktarda kirletildigi gozlenmistir. Ozellikle son yillarda bu kirlili§in ¢evreye zarar

vermeden temizlenmesi amaciyla metalleri biriktirebilen bitkilerin kullanilabilirligi
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onem kazanmistir. Fakat agir metallerin bitki tarafindan alinma, biriktirilecekleri doku
ya da hedef organlara tasinma ve zararsiz hale getirilme mekanizmalar1 net olarak

aydinlatilamamustir [174].

Bitkilerin metal homeostasisi ve duyarliligt mekanizmalari; alinim, tasinma,

selasyon ve ayirma basamaklarindan olusmaktadir [174].

Genetik miihendisligi teknikleri ile diizenlenmis ve degisime ugratilmis
organizmalar agir metallerin ¢evreye zarar vermeden temizlenmesi amaciyla
kullanilmaktadir. [175]. Gliniimiizde, biyosorbsiyon olarak adlandirilan ve ucuz, 6li ya
da canli mikroorganizma biyokiitlelerinin endiistriyel atiklardan kaynaklanan metal
atiklarin  baglanmasi1 amaciyla kullanilmalar1 i¢in yapilan calismalar oldukc¢a hoz
kazanmigtir. Yiiksek performansi, diisik maliyeti, metal 6zgiinliigii ve tekrar tekrar
kullanim i¢in uygunlugu nedeniyle biyosorbsiyon islemini olduk¢a o6nemli hale

gelmistir [175-177].

Metallerin uzaklastirilmas1 amactyla kullanilan biyosorbsiyon, farkli bir¢cok
tiirde canli ya da aktif olmayan bakteri, alg, mantar ve maya kullanilarak olduk¢a genis
bir bicimde calisilmistir [178-182]. Islem igin izlenen basamaklar; yiizey

komplekslesmesi, iyon degisimi ve mikrogokelme basamaklarindan olusur [183].

Yapilan ¢aligmalar, rekombinant insan metalotiyonein II proteinini iireten E. coli
hiicrelerinin endiistriyel atik sularda bulunan yiiksek miktarlardaki (50-60mg/L) Cd*?
temizlenmesi i¢in biyosorbent olarak kullanilabilecegini gostermistir [184]. Romeyer et
al [185] ayrica, rekombinant Neurospora crassa metalotiyonein proteini tireten E. coli
hiicrelerinin  Cd*? iyonunun etkin bir bi¢imde akiimiile ettigini belgelemistir.
Glinlimiizde yapilan diger c¢aligmalar, genel olarak immobilizasyon stratejisine
dayanmaktadir. Biiyiik alanlarda ve hacimlerde yapilan g¢alismalar i¢in, Cd*? iceren
endiistriyel atik sularin biyosorbent tanelerini igeren kolonlarla muamele edilmesi etkin

bir bi¢imde kullanilabilir [185].
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1.10 Cahsmanin Amaci

Zeytin bitkisi, bolgemiz i¢in hem besin hem de ticari anlamda oldukg¢a fazla
onemlidir. Calisma konusunun bdlgemize faydali veriler ortaya ¢ikarmasi amaciyla
daha once yapilan zeytin bitkisine ait gen kiitiiphanelerinin olusturulmasi ve 6nemli
genlerin tespiti ¢alismas1 sonucunda elde edilen genler, bu ¢alismada karakterize

edilerek bu genler tarafindan kodlanan proteinlerin 6zellikleri ortaya ¢ikartilmistir.

Bu ¢alisma kapsaminda zeytin gen kiitiiphanelerinden elde edilen metalotiyonein
geni ve databankta bulunan ve yaptigimiz literatiir taramasi sonucu sadece mRNA dizisi
hari¢ hicbir bilgiye rastlamadigimiz beta glukozidaz geni molekiiler fizyolojik ve

biyokimyasal olarak karakterize edilmistir.

Calismaya basladigimiz ilk zamanlarda zeytin beta glukozidaz (ZBG) geni ve
enzimi hakkinda gene ait mRNA dizisi hari¢ higbir bilgi bulunmazken [186], daha
sonralar1 yapilan literatiir taramalarinda ise zeytin meyvesinden izole edilen total beta
glukozidaz proteininin karakterizasyonu hakkinda ¢alismalara rastlanmistir [126, 187,

188].

Caligma siiresince zeytin bitkisine ait metalotiyonein geni ve proteini hakkinda
2012 yilinda yayinlanan, tip 1 metalotiyonein genine ait kismi ¢cDNA dizisi [189]
disinda bir bilgiye rastlanmamis, genin 6neminin son yillarda oldukga fazla artmasi

dolayisiyla karakterizasyonu ¢aligsmalarina agirlik verilmistir.

Doktora tezim kapsaminda zeytin beta glukozidaz ve metallotionein genlerinin
molekiiler, fizyolojik ve biyokimyasal karakterizasyonlari amaciyla planlanan deney

basamaklar asagida detaylandirilmigtir.
Zeytin beta glukozidaz geninin;
l. Molekiiler karakterizasyonu

e Bu genin ¢esitli programlar kullanilarak biyoinformatik analizinin yapilmasi
e Intron analizinin yapilmasi
e Promotor dizisinin belirlenmesi

e Genom i¢indeki kopya sayisinin belirlenmesi
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e Zeytin gesitleri arasinda polimorfizminin belirlenmesi

1. Fizyolojik Karakterizasyonu

e Anlik gosterimli PZR ile dokusal ekspresyon farkliliklarinin belirlenmesi
e Anlik gosterimli PZR ile zamansal ekspresyon farkliliklarinin belirlenmesi
e Anlik gosterimli PZR ile farkli zeytin c¢esitleri arasindaki ekspresyon

farkliliklarinin belirlenmesi

I11.  Biyokimyasal Karakterizasyonu

e Genin PZR ile ¢cogaltilmas1

e (ogaltilma vektoriine Klonlanmasi

e Maya ve E. coli’ de ekspresyon yapabilmek amaciyla ekspresyon
vektorlerine klonlanmasi

e Protein ekspresyonu

e Proteinin saflastirilmasi

e SDS-PAGE elektroforezi

e Western blot yontemi ile proteinin belirlenmesi

e Saflastirilan proteinin aktivite tayini

e Saflastirilan proteinin rolatif aktivitesinin belirlenmesi

e Saflastirilan proteinin aktivitesi i¢in en uygun sicakliin belirlenmesi

e Saflastirilan proteinin aktivitesi i¢in en uygun pH’ 1n belirlenmesi

e Saflastirilan proteinin aktivitesini arttiran ya da azaltan metallerin
ICs0 degerlerinin belirlenmesi

e Saflastirilan proteinin 4-MUG (4-Metilumbelliferil-3-D-glukuronid)
substrat1 kullanilarak native jel elektroforezi yontemiyle aktivitesinin

belirlenmesi

Zeytin metalotiyonein geninin;

l. Molekiiler karakterizasyonu

e Bu genin cesitli programlar kullanilarak biyoinformatik analizinin

yapilmasi
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e Intron analizinin yapilmasi
e Genom i¢indeki kopya sayisinin belirlenmesi

e Zeytin gesitleri arasinda polimorfizminin belirlenmesi
1. Fizyolojik Karakterizasyonu

e Anlik gosterimli PZR ile dokusal ekspresyon farkliliklarinin belirlenmesi
e Anlk gosterimli PZR ile zamansal ekspresyon farkliliklarinin

belirlenmesi
I11.  Biyokimyasal Karakterizasyonu

e Genin PZR ile ¢ogaltilmas1

e (ogaltilma vektoriine Klonlanmasi

e [E. coli’ de ekspresyon yapabilmek amaciyla ekspresyon vektoriine
klonlanmas1

e Protein ekspresyonu

e Proteinin saflagtirilmasi

e SDS-PAGE elektroforezi

e Western blot yontemi ile proteinin belirlenmesi

e FE. coli’ de metal tolerans deneyleri

e Proteinin ekspresyonu sonrasi E. coli’ de tutulan metallerin ICP ile

Olclilmesi
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2. MATERYAL VE METOD

2.1 MATERYAL

2.1.1 Cahsmada Kullamlan Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallarin molekiiler biyoloji ¢alismalarinda kullanima
uygun safliktadir. Kullanilan kimyasallar, kitler ve enzimler Sigma, Fermentas, Qiagen,
Roche, NEB, Clontech, Invitrogen, Stratagene, Applichem gibi firmalardan yerli araci

kuruluslar yoluyla elde edildi.

2.1.2 Cahsmada Kullanilan Cam Malzeme ve Plastik Malzemelerin

Sterilizasyonu ve Kullanima Hazirlanmasi

Bu calismada kullanilan tiim pipet uglari, ependorf tiipleri, PZR tiipleri, otoklava
uygun ¢ozeltiler, cam malzemeler ve 1s1ya dayanikli diger tiim malzemeler 121 °C’de
20 dakika siireyle 1 atmosfer basingta otoklavlanarak steril hale getirildi. Otoklavlanan

malzemeler kullanilmadan 6nce 80 °C sicaklikta 1 gece bekletilerek kurutuldu.

Yiiksek sicaklik ile yapisi bozulan, otoklav kullanilarak sterilizasyona uygun

olmayan solusyonlar i¢in 0,22 pm’lik enjektor ucu filtre kullanildi.

2.1.3 DEPC’li Suyun Hazirlanmasi

RNA orneklerini niikleazlardan korumak i¢in RNA izolasyonunda kullanilan
¢ozeltilerin hazirlanmasinda DEPC’li su kullanildi. DEPC’li suyun hazirlanmasinda 0,1
mL DEPC 100 mL saf suya eklendi ve alt iist edilerek karistirildi. 37 °C’de 12 saat

bekletildikten sonra otoklav yapilarak kullanima hazir hale getirildi.
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2.1.4 Orneklerin Toplanmasi

Ayvalik zeytin ¢esidine (Olea europaea L. cv. Ayvalik) ait yaprak ve meyve
ornekleri Edremit Zeytincilik Fidan Uretme Istasyonuna ait Gémeg’teki zeytinlikten
temin edilmistir. Ornekler toplandiktan sonra vakit kaybetmeden sivi azot tankina
aktarildi ve tasindi. Tim Ornekler, fakiiltemizde bulunan - 80 °C dondurucuda

calismada kullanilincaya kadar muhafaza edildi.

2.1.5 Agaroz Jel Elektroforezi Cozeltileri

5X TBE (pH:8.00) stok tamponu hazirlamak i¢in, 54 g Tris Baz, 27.5 g Borik
asit tartilarak 20 ml 0.5 M EDTA(pH 8.00) ve dH,0 ile 1 litreye tamamdi. Calismalarda
kullanilan tampon olan 0.5X TBE c¢ozeltisi, 5X TBE stok tampondan 100ml alinip {izeri

dH,0 ile 1 litreye tamamlanarak hazirlandi.

2.1.6 Antibiyotikler

Toz halde ticari olarak temin edilen ampisilin, spektinomisin ve zeozin
antibiyotikleri, 100 mg/mL stok ¢ozelti seklinde hazirlandi ve 0.22 um steril filtre ile

steril edilerek - 20 °C’de muhafaza edildi.

2.1.7 Kullanilan Bakteri ve Maya Suslari

Calisma sirasinda alt klonlama ¢aligsmalari igin transformasyonda E.coli DH10B:
F- endAl recAl galE15 galK16 nupG rpsL AlacX74 ®80lacZAMI15 araD139
A(ara,leu)7697 mcrA  A(mrr-hsdRMS-mcrBC) A, metalotiyonein  proteininin
ekspresyon ¢aligmasi i¢in E. coli BL21 (DE3): F— ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-)
MDE3 [lacl 1lacUV5-T7 gene 1 indl sam7 nin5]), beta glukozidaz proteininin
ekspresyon caligmasi i¢in Rosetta-gami™ 2(DE3)pLysS: A(ara-
leu)7697 AlacX74 AphoA Pvull phoR araD139 ahpC galE galK rpsL (DE3)
F[lac*lacl® pro] gor522::Tn10 trxB pLysSRARE2 (CamR®, Str%, Tet®), Pichia pastoris’
te ekspresyon ¢aligmalari i¢in; Pichia pastoris X 33-yabanil tip suslart kullanildi.
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2.1.8 Cahsmada Kullanilan Vektorler

Zeytin B glukozidaz geninin alt klonlanmasinda kullanilan pBluscript klonlama
vektoriine ait vektor haritasi sekil 2.1° de gosterilmistir. (PZR Script cloning kit
Stratagene Kat. No: #211188).

ampicilling

pBluescript SK-
3.0 kb

p

Sekil 2.1: pBluescript SK klonlama vektorii (PZR Script cloning kit Stratagene
Kat. No: #211188).

Zeytin B glukozidaz geninin alt klonlanmasinda yararlanilan diger bir kit olan
PZR™8/GW/TOPO® TA Cloning® Kit (Invitrogen,Kat.No: s K2500-20) dahilinde
kullanilan PZR™E/GW/TOPO® TA vektoriine ait vektor haritas1 sekil 2.2° de

gosterilmistir.
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Sekil 2.2: PZR™8/GW/TOPO® vektor haritas1t PZR™8/GW/TOPO® TA Cloning®
Kit (Invitrogen,Kat.No: s K2500-20)

Zeytin B glukozidaz geninin geninin Pichia pastoris’ te ekspresyonunda Easy
Select™ Pichia ekspresyon kiti (Invitrogen, Vilnius, CA, Kat. No: K1740-01)
kullanilmistir. Ekspresyon vektorii pPICZaC’ ye ait vektdr haritast sekil 2.3° de

gosterilmistir.

pPICZa A,B,.C JB
33 kb (7

Sekil 2.3: pPICZaC klonlama vektorii Easy Select™ Pichia ekspresyon kiti (Invitrogen,
Vilnius, CA, Kat. No: K1740-01)

Zeytin B glukozidaz geninin geninin E. coli’ de ekspresyonunda kullanilan

pET21a vektoriiniin haritas1 sekil 2.4’ te gosterilmistir.
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Sekil 2.4: pET21a vektdr haritasi

Zeytin B glukozidaz geninin ve zeytin metalotiyonein (OeMT) geninin bakteriyel
ekspresyon ¢aligmasinda kullanilan aLICator™ LIC Cloning and Expression Set 1
(Fermentas Vilnius, Lithuania Kat. No: 1271) kitine ait PLATE 51 vektoriintin haritasi
sekil 2.5’ te goriilmektedir.

pLATEST

pLATE vectors

©

Sekil 2.5: pLATES1 ekspresyon vektorii aLICator™ LIC Cloning and Expression Set 1
(Fermentas Vilnius, Lithuania Kat. No: 1271)

%%1)
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22 METOD

2.2.1 Bakteriyel Teknikler

2.2.1.1 Kiiltiir Ortamlarmin Hazirlanmasi

LB agar’in hazirlanmasi i¢in; 5 g Tripton, 2.5 g yeast ekstrakt, 2.5 g NaCl 200
mL saf suda ¢oziildii. 3.75 g agar eklendi ve 500 mL’ye tamamlanip otoklavlandi.
Yaklasik 37 °C’ye kadar sogudugunda uygun antibiyotik ilave edilerek eklenerek
petrilere dokiildii.

LB broth hazirlanmasi igin; 5 g Tripton, 2.5 g yeast agar, 2.5 g. NaCl 500 mL saf

suda ¢oziildii ve otoklavlandi.

2.2.1.2 Bakteri Kompetan Hiicresinin Hazirlanmasi

E.coli DH10B, E. coli BL21 (DE3) E.coli Rosetta-gami™ 2(DE3)pLysS
(Invitrogen, Vilnius, CA) bakteri suslari, tek koloni elde edebilmek i¢in antibiyotik
icermeyen LB agar besiyerine ekildi. 1 gece 37 °C inkubasyona birakildi. 10 mL siv1
LB’ye (antibiyotik icermeyen) tek koloniden alinip inokiilasyon yapilarak 37 °C’de 1
gece 200 rpm’de calkalayici etiivde bekletildi. 100 mL antibiyotik icermeyen LB
besiyerine 0n kiiltiirden 5 mL inokiile edildi. 37 °C’de calkalayic etiivde inkiibe edildi
ve spektrofotometrede absorbans degeri Olgiilerek ODgoo = 0.4 absorbans degerine
ulagsmasi1 beklendi. Daha sonraki islemlere buzda devam edildi. 100 mL bakteri
solusyonu 50 mL’lik 2 falkona alindi. 3000 rpm’de 5 dakika 4 °C’de santrifiij edildi.
Supernatant atildi. 25 mL soguk 0.1 M CaCl, eklendi ve yavasca ¢6ziildii. 25 dakika
buz iizerinde beklendi. 3000 rpm’de 4 °C’de 5 dakika santrifiij yapildi. Supernatant
uzaklastirildi. 10 mL 0,1 M CaCl; ile tekrar ¢oziildii. 1 - 4 saat aras1 buzda bekletildi.
Kompetan hiicreler, kullanilmak tizere 10 mL steril %40’lik gliserol eklenerek 6nceden

buzda bekletilmis ependorflara aktarilarak - 80 °C’de sakland1 [191].
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2.2.1.3 Bakteriyel Transformasyon

Kompetan hiicreler - 80 -C dolabindan ¢ikarildi ve buza alindi. 5 pL ligasyon
tirlinti ile kompetan hiicre (50 pL) ayn1 tiipe alindi. 30 dakika buzda bekletildi. Is1 soku
icin 42 °C’de 45 saniye tutuldu. Hemen buza alinarak burada 5 dakika bekletildi.
Falkona 450 uL antibiyotiksiz LB besiyeri eklenerek 37 °C’de 1.5 saat ¢alkalandi. LB
agar (+ uygun antibiyotik) i¢eren petriye 200 pL yayilarak kurutuldu ve 1 gece 37 °C’de
inkiibe edildi.

2.2.1.4 Plazmit DNA izolasyonu (Kii¢iik dl¢cekte- Miniprep)

Petrilerde biiyliyen koloniler uygun antibiyotik igeren LB broth besiyerine
inokiile edildi. 37 °C’de 1 gece 200 rpm’de biiylimesi saglandi. Gene JetTM plasmid
Miniprep (K0501, Fermentas, Vilnius, Lithuania) protokoliine uygun sekilde izole
edildi. Ependorf tiiplerine aktarilan kiiltiir, 5 dakika 13 000 rpm’de santrifiij edildi. 250
pL resuspansiyon solusyonu eklenerek 1 tiip olacak sekilde birlestirilerek ¢oziildii. 250
uL liziz solusyonu eklendi ve alt iist edildi. 350 uL nétralizasyon solusyonu eklendi ve
hemen alt ist edildi ve bulutsu goriiniimiin olmasi kontrol edildi. 5 dakika 13 000
rpm’de santrifiij edildi. Supernatant alinip kolona aktarildi. 1 dakika 13 000 rpm’de
santrifiij edildi. 500 pL yikama solusyonu eklendi ve 1 dakika santrifiij edildi. Bu
basamak tekrarlandi. 50 pL saf su ile elusyon yapildi ve — 20 °C’ de saklandi.

2.2.1.5 Plazmit DNA izolasyonu (Biiyiik ol¢ekte — Maksiprep)

200 mL’lik kdiltiir 50 mL’lik 4 falkona paylastirild1 ve 15 dakika 4000 x g’de 4
°C’de santrifiij edildi. Falkonun birine 10 mL solusyon A (50 mM Tris-HCI (pH 8), 10
mM EDTA) eklenerek pellet ¢oziildii. Coziilen pellet diger falkonlara aktarilarak tek
tiipte birlestirildi ve 5 mL solusyon A tekrar bos falkonlardan gecirilerek en son 10 mL
lik falkona aktarildi vel5 mL solusyon B (200 mM NaOH, %1 SDS) eklendi. 30 saniye
yavasea alt {ist edildi. Oda sicakliginda 10 dakika bekletildi ve 15 mL solusyon C (3 M
potasyum asetat KC2H302 (pH 5.5) eklenerek 30 saniye yavasga alt iist edildi. 10
dakika buzda bekletildi ve otoklavlanmis tiilbent ile yeni 50 mL lik bir falkona siiziildii.
10 dakika 4000 x g’de 4 °C’de santrifiij edildi. Stipernatant, 2 adet steril 50 mL’ lik
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falkona boliindii (~ 20 mL). Uzerlerine 22 mL solusyon F (izoproponal) eklendi ve 20
dakika 14 000 rpm’de 22 °C’de santrifiij edildi. Supernatant atildi, tlipler peceteye ters
cevrilerek kurutuldu. Pelletlerin her birine 700’er pL %70’lik soguk etanol eklenerek
¢oOziildii. Toplam 1.4 mL stok elde edildi. Bu ¢ozelti 1.5 mL’lik ependorflara alindi ve 5
dakika 14 000 rpm’de 22 °C’de santrifiij edildi. Supernatant atildi ve tekrar 1 mL etanol
ile yikandi. 5 dakika 14 000 rpm’de 22 °C’de santrifiij edildi. Supernatant atild1 ve
tiipler pegeteye ters ¢evrilerek kurutuldu. Pelleti 700 pL solusyon D (10 mM tris - HCI
(pH 7,5), ImM EDTA) ile ¢6ziildii. 5 dakika 14 000 g’de 22 °C’de santrifiij edildi.
Supernatant1 steril 1.5 mL’lik ependorfa alip tizerine 10 L. RNaz A (10 mg/ mL 50 U)
ilave edildi ve 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi. 700 pL solusyon E (1.6 M NaCl, %13
PEG 8000) eklendi 1 - 2 saniye vortex yapildi. 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. 10
dakika 14 000 rpm’de 22 °C’de santrifiij edildi. Supernatant atildi. 3 defa 1 mL %70°lik
etanol ile yikandi. 5 dakika 14 000 rpm’de 22 °C’de santrifiij edildi. 15 dakika alkoliin
u¢mast saglandi. Etanol iyice uzaklaginca 50 uL saf su ile ¢oziildi. Plazmid, miktar

tayini i¢in; 0.5 pL vektor %0.8lik agaroz jelde yiiriitiildii.

2.2.1.6 Plazmit Stoklarinin Hazirlanmasi

Swvi kiiltiirde biiyiiyen plazmitlerden 1.5 pL’lik ependorflara 150 pL gliserol ve
850 uL plazmitlerden alinarak stok hazirlandi. - 80 °C’de sakland.

2.2.2 DNA lle Ilgili Teknikler

2.2.2.1 Zeytin gDNA Izolasyonu

Dellaporta ve arkadaslar1 [190] tarafindan gelistirilen gDNA izolasyonu metodu
modifiye edilerek kullanildi. -80 °C dolabinda saklanan yaprak o6rnekleri havanda sivi
azot kullanilarak toz haline getirildi ve sonra ependorf tiipiiniin yaklasik 1 / 5’lik
seviyesine gelecek kadar dolduruldu. Sivi azotun uzaklastigi anda 600 pL ekstraksiyon
tamponu (33.6 g Ure, 5 mL NaCl, 4 mL Tris-HCI, 3.2 mL EDTA, 8 mL SDS) ilave
edildi. Uzerine 500 pL fenol-kloroform-izoamil alkol (25:24:1) eklendi ve 5 dakika alt
iist edildi. 12000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant steril bir ependorf tiipline
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aktarildi. Siipernatant hacmi kadar 3M sodyum asetat (pH 5.2) eklendi. Siipernatant
hacmi kadar izopropanol eklendi ve alt {ist edildi. 1 dakika 12 000 rpm’de santrifiij
edildi. Olusan ¢okelti 500 uL TE (10 mM, pH 8) ile ¢oziildii. 5 phL RNAaz A (10 mg /
mL) eklendi. 30 dakika 37 °C’de inkiibe edilerek RNA’nin uzaklastirilmasi saglandi.
Sonra tekrar 55 pL 3 M sodyum asetat (pH 5.2) ve 1 mL etanol (%95°lik) eklendi. - 20
°C’de 30 dakika veya - 80 °C’de 10 dakika bekletildi. 13000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilereck DNA’nin ¢O6kmesi saglandi. Etanol uzaklastirildiktan sonra kalan ¢okelti
%70’lik etanol ile 3 defa yikandi. 12000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Olusan
cokeltiden etanol dikkatlice uzaklastirilip ¢okeltideki alkoliin tamamen u¢gmasi igin 15 -
20 dakika kagit havlu lizerinde bekletildi ve 50 uL’lik TE (10 mM, pH 8.0) ya da dH,O

igerisinde ¢oziildi ve - 20 °C’ de saklanda.

2.2.2.2 Maya gDNA izolasyonu

Tek bir koloni, 100 ug / mL zeozin igeren 5 mL YPD besiyerinde 250 rpm’ de
30 «C sicaklikta 1 gece inkiibe edildi. Daha sonra kiiltiir, 5 dakika 3000 rpm’de santrifiij
edildi ve 1 mL saf su ile yikandi. 3 dakika 3000 rpm’de santrifiij edildi. 500 pL liziz
tamponu (100 mM Tris - HCI (pH 8.0), 50 mM EDTA, %1 SDS, eklenerek pellet
¢oziildi. 700 pL kadar cam boncuklar eklendi ve 2 dakika vorteks yapildi. 10 dakika 12
000 rpm’de santrifiij edildi. Ustte kalan siv1 yeni ependorfa alindi ve 8 mg / mL’lik
RNazA’dan 20 pL eklendi. 37 °C’de 20 dakika inkiibe edildi. 275 pL 7 M amonyum
asetat (pH 7) eklendi. 65 <C’de 5 dakika inkiibe edildi, 5 dakika buzda bekletildi ve 500
pL kloroform eklendi. Vorteks yapildi ve ardindan 2 dakika 12 000 rpm’de santrifiij
edildi. Siipernatant steril bir tiipe alind1 ve tizerine 1 mL izopropanol ilave edildi. Oda
sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi ve ardindan 5 dakika 12 000 rpm’de santrifiij edildi.
Supernatant atild1 ve kalan pellet %70’lik etanol ile yikandiktan sonra kurutuldu. 50 pL

saf suda ¢ozildiildiikten sonar kullanilincaya kadar - 20 °C” de sakland.

2.2.2.3 DNA Agaroz Jel Elektroforezi

Orneklerin gdzlemlenmesi icin %0.8’lik agaroz jel elektroforezi hazirlandi. Jelin

hazirlanmasi i¢in, 0.4 g agaroz tartildi ve 50 mL 0.5X TBE tamponu i¢inde kaynatilarak
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¢ozlildi. Karisim sogutulduktan sonra igerisine 1 pL (0.5 pg / mL) etidyum bromiir
ilave edilerek jel kasetine dokiildii ve katilasmasi beklendi. Jel katilastiktan sonra
elektroforez tankina yerlestirilen kasetin iizerini kaplayincaya kadar 0.5X TBE tamponu
eklendi. Ornekler yiiklendikten sonra 120 V - 45 dakika yiiriitildi. UVP UV

transilliiminatorde gozlendi ve fotografi ¢ekildi.

2.2.2.4 DNA’ nin Temizlenmesi

Agaroz jel elekroforezinde yiiriitilen PZR {irlinlerinine ait istenilen DNA
bantlar1 jelden kesilerek ve Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA Purifikasyon
Kit (Thermo, A.B.D.) kullanilarak jelden geri kazanildi.

StrataPrep® PCR Purification Kit (Stratagene, A.B.D.) kullanilarak alt klonlama
calismalar1 icin jelden geri kazanilma islemi yapildi. Dort tane 50 pL PZR tiipi
birlestirildi. ( ~ 6000 ng). Uzerine 200 uL. DNA Binding Solution eklendi. Kit icesirinde
bulunan Microspin cup’a aktarildi. 30-35 sn 13 000rpm’de santrifiij edildi. Kolon
altinda kalan solusyon atildi. Kolona 750 pL wash buffer eklendi. 30-35 sn
13000rpm’de santriftij edilir. Altinda kalan solusyon wuzaklastirildi. 30-35 sn
13000rpm’de santrifiij edildi. Kolon, 1.5 mL ependorfa aktarildi. Eliisyon i¢in kolona
50 pL saf su eklendi. 5 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. 30-35 sn 13 000rpm’de
santrifiij edildi.

2.2.2.5 Jelden Geri Kazanilan PZR Uriiniiniin Kiit Uclu Hale Getirilmesi

StrataPrep® PZR Purification Kit (Stratagene, A.B.D.) kullanilarak; 10 pL
jelden geri kazanilmis pzr tiriinii, 1 pL 10 mM dNTP, 1.3 pL 10X polishing buffer, 1 pL
cloned Pfu DNA polimeraz (0.5 U) pipetlenerek iyice karistirldi. Uzerine steril mineral
yagdan 20 pL ilave edildi. 30 dk. 72 °C’ de inkube edildi. +4 °C’ de kullanilana kadar

saklandi.
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2.2.2.6 Miktar Tayini

Ligasyon i¢in gerekli olan 6rnegin miktarini belirlemek i¢in 1 pL 6rnek %0.8’lik

agaroz jelde yuritiildi. Markir ile istenilen DNA bantinin parlakligi karsilastirildi.

2.2.2.7 gDNA’nin Etanol ile Saflagtirilmasi ve Konsantre Edilmesi

Izole edilen gDNA 6rneklerinine 1 X 3 M NaAc (pH 5.5) eklenip alt iist edildi
ve 3 X %100 etanol eklendi ve — 80 °C’de 10 dakika bekletildi. 10 dakika 13 000
rpm’de santrifiij edildi. Stipernatant uzaklastirildi ve 1 mL %70’lik etanol eklendi ve 13
000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi. Alkoliin tamamen
u¢mast saglandiktan sonra 10 uL TE ya da steril su ile ¢6ziildii. Elde edilen gDNA

ornekleri jelde yiiriitiildii ve miktar tayini yapildu.

2.2.2.8 Restriksiyon Enzimleri fle Kesim

Klonlama ve ekspresyon calismalar1 igin kesim uygulanacak plazmidler,
kullanilan restriksiyon enzimleri (NEB, Ingiltere), uygun tampon ile birlikte 3-5 saat 37
°C’de inkiibe edilerek kesim yapildi.

2.2.2.9 Ligasyon

PZR iirtinleri, gDNA o6rnekleri, cDNA ornekleri kullanilacak olan vektorlere ait
protokolde belirtildigi sekliyle genel olarak 20 pL toplam hacim olacak sekilde, 1 pl
vektor (50 ng), 15 pL insert, 2 uL 10 x T4 ligaz tamponu (NEB, Ingiltere) ve 1 ul T4
DNA ligaz (NEB, Ingiltere) +16 °C’de bir gece inkiibe edildi.

1 pL PZR Script Amp SK(+) vektor (10 ng / puL), 1 uL 10X reaction buffer, 0.5
pL 10 mM dNTP 6 pL kiit uglu hale getirilmis tiriin (200 — 600 ng), 1 uL srf 1 enzimi, 1
pL T4 DNA Ligaz oda sicakliginda 1 saat inkube edildikten sonra 65 °C sicaklikta
enzim inhibisyonu ig¢in 10 dakika bekletildi. Trasformasyon islemine baslayincaya

kadar buz tizerinde bekletildi.
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PZR™8/GW/TOPO® TA vektoriine klonlama yapmak i¢in istenilen bolgeyi pzr
ile ¢cogalttiktan sonra 4 pL pzr {irlint, 1 pL tuz soliisyonu, 1 pL TOPO® TA vektor 30
dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

Alicator pLATES1 vektoriine liagasyon basamag su sekilde yapildi; 2 pul 5X
LIC tamponu, 1 uL T4 DNA polimeraz (1U / uL), 1 uL saf su, 6 uLL PZR iirlinii oda
sicakliginda 5 dakika bekletildi. 0.5 M EDTA’dan 0.6 pL eklendi. 1 uL pLATES51
vektorii eklendi ve 5 dakika oda sicakliginda beklendi.

2.2.2.10 PZR Deneyleri

PZR reaksiyonlar1 i¢in 2.5 uL tampon (10X), 1.5 uL MgCl, (25 mM), 1.5 uL
DMSO, 0.4 pL dNTP (10 mM her biri i¢in), 3.5 pL F primeri (10 uM), 3.5 uL R
primeri (10 uM), 0.5 pL enzim (5U), 6.6 uL saf su, DNA veya cDNA 6rneginden 5 pL
kalip kullanildi. ZBG (Zeytin B-glukozidaz geninin klonlama, polimorfizm ve intron
dizisinin belirlenmesi amaciyla dizayn edilen uygun primerlerle PZR’de ¢ogaltildi. PZR
programi; 1 dongii; 94 °C’de 5 dakika, 35 dongii; 94 °C’de 1 dakika, 55 °C’de 1 dakika,
72 °C’de 2 dakika, 1 dongii, 72 °C’de 5 dakika olarak ayarlandi.

OeMT2 geni, i¢in kullanilan PZR programi; 1 dongii; 94 °C’de 5 dakika, 35
dongii; 94 °C’de 1 dakika, 55 °C’de 1 dakika, 72 °C’de 2 dakika, 1 dongii, 72 °C’de 5
dakika kosullarinda PZR yapildi. Elde edilen PZR iiriinleri %0.8’lik agaroz jel

elektroforezinde yiiriitiildii ve jelden geri kazanildi.

2.2.2.10.1 Rekombinant Kolonilerin Belirlenmesi

Rekombinant koloniler, uygun restriksiyon enzimleri ile kesilerek ve ya
koloniden pzr yontemi ile belirlenmisglerdir. Koloni pzr i¢in 2.5 pL tampon (10X), 1.5
uL MgCl, (25 mM), 0.5 uL dNTP (10 mM her biri i¢in), 0.5 pL F primer (10 uM), 0.5
pL R primeri (10 uM), 0.5 pL enzim (5U), 18 puL saf su ve 1 pL sulandirilmis koloni
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(koloninin 10 pL suda ¢odziinmesiyle elde edilmistir) ile PZR yapildi. Elde edilen PZR

tiriinleri 9%0.8’1lik agaroz jel elektroforezinde yiirtitiildii.

2.2.2.10.2 TAIL-PZR Protokolii

TAILPZR’da 3 ardisik reaksiyonda her bir reaksiyon i¢in 1 tane gen spesifik
primer ve diisik Tm sicakligina sahip rastgele baglanan AD (arbitrary degenerate)
primerleri (AD1, AD2, AD2a, AD3, AD5 ve tim AD primerlerinin esit oranda
birlestirilmesiyle olusturulan ADmix) kullanildi. Calismada kullanilan primerler tablo

3.2’ de belirtilmistir.

2.2.2.10.3TAIL PZR1 Basamag

Tail PZR deneyinin 1. basamaginda; 2.5 uL. NH,SO,4 10X PZR tamponu, 1.5 uL
MgCl,, 0.4 uL 10 mM dNTP, 1 uL DMSO, 1 pL ZBGT1 (5 mM) primeri, 5 uL. AD
primeri, 2 pL gDNA (20 ng), 0.5 uL Taq DNA Polimeraz, 10.1 pL saf su ile 1 dongii;
92 °C’de 3 dakika, 95 °C’de 1 dakika, 5 dongii; 94 °C’de 30 saniye, 60 °C’de 1 dakika,
72 °C’de 2 dakika, 1 dongii; 94 °C’de 30 saniye, 25 °C’de 2 dakika, 72 °C’de 2 dakika,
15 dongii; 94 °C’de 30 saniye, 60 °C’de 1 dakika, 72 °C’de 2 dakika, 94 °C’de 30
saniye, 60 °C’de 1 dakika, 72 °C’de 2 dakika, 94 °C’de 30 saniye, 44 °C’de 1 dakika,
72 °C’de 2 dakika, 1 dongii; 72 °C’de 5 dakika kosullarinda PZR yapildi. (Tiim PZR

bilesenleri Fermentas, Vilnius, Lithuania’dan temin edilmistir).

TAIL PZRI1 firiinleri agaroz jel elektroforezi yapilmadan 1 pL TAIL PZR1
iriiniine, 39 pL saf su ilave edilerek 1 /40 oraninda seyreltildi. Her AD primer i¢in ayri

reaksiyon kuruldu.

2.2.2.10.4TAIL PZR2 Basamag

Tail PZR deneyinin 2. basamaginda; 2.5 uL. NH4SO4 10X PZR tamponu, 1.5 uL
MgCly, 0.4 uL 10 mM dNTP, 1 uL DMSO, 1 pL ZBGT2 primeri (5 mM), 5 uL AD
primeri, 1 uL 1 /49 seyreltilen TAIL PZR1 iiriinii, 0.5 pL Taq DNA Polimeraz, 11.1 puL
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saf su ile 12 dongii; 94 °C’de 30 saniye, 60 °C’de 1 dakika, 72 °C’de 2 dakika, 94 °C’de
30 saniye, 60 °C’de 1 dakika, 72 °C’de 2 dakika, 94 °C’de 30 saniye, 45 °C’de 1
dakika, 72 °C’de 2 dakika, 1 dongii; 72 °C’de 5 dakika kosullarinda PZR yapildi. (Tim

bilesenler Fermentas, Vilnius, Lithuania’dan temin edilmistir).

2.2.2.10.5TAIL PZR3 Basamag

TAIL PZR2 fiiriinleri agaroz jel elektroforezi yapilmadan 1 pL TAIL PZR2
iriiniine, 9 pL saf su ilave edilerek 1 / 10 oraninda seyreltildi. Her AD primer i¢in ayr1
reaksiyon kuruldu. Tail PZR deneyinin 3. Basamaginda; 5 pL NH4SO, 10X PZR
tamponu, 3 pL MgCl,, 0.8 puL 10 mM dNTP, 2 uL. DMSO, 2 pL ZBGT3 primeri (5
mM), 10 pL AD primeri, 1 pL 1/ 10 seyreltilen TAIL PZR2 {iriinii, 1 pL. Taq DNA
Polimeraz, 25.2 pL saf su ile 20 dongii; 94 °C’de 30 saniye, 45 °C’de 1 dakika, 72
°C’de 2 dakika, 1 dongii; 72 °C’de 5 dakika kosullarinda PZR yapildi. (Tiim bilesenler

Fermentas, Vilnius, Lithuania’dan temin edilmistir.)

2.2.2.11 Genomik Kopya Sayisinin Belirlenmesi icin Uygulanan Deneyler

2.2.2.11.1 Radyoaktif Prob ile Yapilan Southern Blot Deneyleri

2.2.2.11.2 Radyoaktif Prob ile Southern Blot icin gDNA’nin Restriksiyon

Enzimleri ile Kesimi

Toplam gDNA konsantrasyonunun 20 pg olmasi i¢in gDNA kalibindan (~ 250.4
ng/ uL) 80 pL alindi, 5 uL EcoRI veya 8 pL ECORV (NEB, Ingiltere), 50 ul BSA, 50 pL
tampon ile son hacim 200 pL olacak sekilde kesim reaksiyonu kuruldu ve 3 saat 37

°C’de inkiibe edilen 6rneklere 5 pulL (20 000 U / uL) enzim eklenerek bir gece bekletildi.

Tim kesim iiriinii jelde yrtitiildii.
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2.2.2.11.3Southern Blot i¢in Gerekli Olan Tamponlarin Hazirlanmasi

Radyoaktif izotop kullanarak uygulanan southern blot ¢alismasinda kullanilan

tamponlar:

50X Denhertz Tamponunu; 1 g fikol 400. 1 g BSA, 1 g PVP, 100 mL olacak sekilde saf
suyla tamamlanarak filtre edildi. 20X SSC Tamponunu; 175.3 g NaCl, 88.2 ¢
NasCeHs07, 1 litre olacak sekilde saf suyla tamamlandi. Denaturasyon Tamponunu;
87,7 g NaCl, 20.0 g NaOH, 1 litre olacak sekilde saf suyla tamamlandi. Notralizasyon
Tamponunu; 87.7 g NaCl, 60.6 g tris, 2 mL. 500 mM EDTA, 43.25 mL HCI, 1 litre
olacak sekilde saf suyla tamamlandi. Hibridizasyon Tamponunu; 1.5 mL 20X SSC, 2
mL 50X denhertz, 200 pL %10 SDS, 16.3 mL saf suyla tamamlandi.

Yikama Tamponunu; 100 mL 20X SSC, 10 mL %10 SDS, 9890 mL saf suyla
tamamlandi. Salmon Sperm DNA soliisyonu; 10 mg / mL (Invitrogen, kat. No: 15632-
011). Siyirma Tamponunu; 22.5 mL HCI (%36), 100 mL olacak sekilde saf su ile

tamamlandi.

2.2.2.11.4Southern Blot Diizeneginin Hazirlanmasi

Jelin yitkanma basamaklar i¢in orneklerin yiirtitiildiigii jel bir tepsiye alindi ve
tizerine 200 mL HCI eklenip 15 dakika ¢alkalandi. Jel saf su ile yikand1 ve tizerine 200
mL denaturasyon tamponu eklenip 12 dakika g¢alkalandi. Bu islem 2 kere tekrar edildi.
Ikinci yikamadan sonra saf su ile yikand1 ve 200 mL nétralizasyon tamponu eklenerek

12 dakika 2 kez calkalandi.

3 mm kalinligindaki Whatman kromotografi kagitlaritepsinin hazirlanmasi igin
jel biytikligii kadar (7 - 10cm olacak sekilde) kesildi. Steril bir tepsiye agaroz jel kaseti
ters ¢evrilerek kondu. Onun lizerine kaplayacak sekilde ve kagitlarin ucunun tepsiye
eklenecek tampona degmesi saglanacak sekilde 4 kat, 26 cm uzunlugunda 10 cm eninde
Whatman kagitlart ile kaplandi. 400 mL 20X SSC tamponu eklendi ve kromatografi
kagitlarinin 1slanmasi saglandi. Bu asamada kabarcik kalmamasi igin tizeri plastik bir
merdane ile diizlendi. Kagitlarin iizerine once jel (jelin kenar1 kesildi) ve {izerine

membran yerlestirildi ve en istte 7 - 10cm oOlgiilerinde kesilen kromotografi kagitlart
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eklendi. SSC tamponu eklendi ve kabarcik olusumunu engellemek i¢in tekrar diizlendi.
Uzerine agirlik yapmas igin kagit ve agirlik kondu. SSC tamponu tekrar eklendi. 1 gece
bu sekilde beklemesi saglandi ve {izerindeki agirliklar alinarak membran, kurutma

kagidinin arasina konarak + 80 °C’de 2 saat bekletildi.

2.2.2.11.5Probun Jelden Kazanilmasi ve Miktar Tayini

Prob PZR iriinleri %]1’lik TAE igeren agaroz jele yiiklendi. 90 V - 40 dakika
yiiriitiildiikten sonra jelden kesildi ve (Qiagen Hilden, Germany) jel extraksiyon Kkiti ile
jelden geri kazanildi. Nanodrop cihazi ile ZBG genine ait prob miktar1 87.6 ng / pL

olarak olguldii.

2.2.2.11.6 Probun Hazirlanmasi

Hibridizasyon tiipiliniin i¢ine yiiriitiilen DNA 6rnekleri i¢ yiizeye bakacak sekilde
membran yerlestirildi. Hibridizasyon tamponu eklendi ve + 64 °C’de donerek 1 saat

inkiibe edildi.

Prob i¢in isaretlenecek DNA 6rneginden 5 pL (87.6 ng / uL), 2 pL primer karigimai, 1
uL P¥ dCTP (0.37 MBq / 10 uC) eklendi. 10 dakika 37 °C’de inkiibe edildi. 90 uL TE
tampon eklenerek hacmi 100 pL tamamlandi. Sephadex 50 kolonuna eklendi. 3 dakika
2500 x g’de santrifiij edildi. Elue edilen prob yeni tiipe aktarildi. 500 pL salmon sperm
DNA’s1 (2.5 mg / mL stok) eklendi. Prob karisimi 95 °C’de 5 dakika inkiibe edildi ve

buz tizerinde bekletildi.

2.2.2.11.7 Hibridizasyon

Prob karisimi hibridizasyon sisesine eklendi ve 12 - 16 saat donerek

inkiibasyona birakild1.
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2.2.2.11.8 .Blotun Yikanmasi

Hibridizasyon solusyonu dikkatlice lavaboya dokiildii. Blot 2 defa 5’er dakika
65 °C’de 2X SSC / %0.1 SDS ile yikand1 (150 - 200 mL her yikama i¢in) ve ayni
tampon ile 20 dakika 60 °C’de ¢alkalandi. Membran plastik bir poset ile kaplandi.

2.2.2.11.9 Filmin Hazirlanmasi

Kaplanan membranin DNA o6rneklerini igeren yiizli kasetin i¢ine gelecek sekilde
kasete yerlestirildi ve lizerine Fujifilm Super RX X-Ray film yerlestirildi. - 80 °C’de 2 -
15 giin bekletildi. Film 30 dakika oda sicakliginda kurutuldu.

2221110 Anhk Gosterimli PZR ile Genomik Kopya Sayisinin

Belirlenmesi

Zeytin gDNA o6rnegi (186.7 ng), 1 / 100 oraninda seyreltilerek 2 uL ve 4 pL
olacak sekilde 3 tekrarlt 2° ser set olarak kuruldu. Buna gore; 2 uL gDNA, 1 puL F
primer, 1 uL R primer, 16 pL saf su kullanilarak birinci set, 4 pL. gDNA, 1 puL F primer,
1 uL R primer, 14 pL saf su kullnilarak ise ikinci set anlik gosterimli PZR’1 1 dongii; 95
°C’de 1 dakika, 35 dongii; 94 °C’de 15 saniye, 55 °C’de 15 saniye, 72 °C’de 15 saniye,
1 dongti; 72 °C’ cgle 1 dakika kosullarinda kuruldu. Ct degerlerinin karsilagtirilmasina
dayal1 olarak grafik hazirlandu.

2.2.3 RNA lle Ilgili Teknikler

2.2.3.1 Total RNA izolasyonu

Zeytin yapraklarindan toplam RNA izolasyonu Qiagen, Hilden, Germany
RNeasy Plant Mini Kit, Kat. No: 74904) kiti kilavuzu takip edilerek asagidaki gibi
yapilmistir:S1vi azot kullanilarak iyice sogutulan steril havanda, izolasyon i¢in - 80 °C

dolabindan ¢ikarilan yaprak ornekleri sivi azotla toz haline getirildikten sonra ependorf
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tiipliniin yaklagik 1 / 5’lik seviyesine gelecek kadar dolduruldu. Sivi azot ugar ugmaz,
450 pL RLT tamponu ilave edildi. Vortex ile homojen olarak karigmasi saglandi. Lila
renkli kolona aktarilan 6rnekler, 2 dakika 13 000 rpm’de santrifiij edildi. Dipte kalan
tabakaya degmeden sivi kisim alinarak 1,5 pL’lik steril ependorflara aktarildi. 225 pL
etanol eklenerek alt st yapildi. 650 pL alinarak pembe renkli kolona aktarildi ve 15
saniye 10 000 rpm’de santrifiij edildi. Altta kalan tabaka dokiildi. 700 pL RW1
tamponu eklendi.15 saniye 10 000 rpm’de santrifiij edildi. Altta kalan sivi dokiildi. 2
mL’lik steril toplama tiiplerine kolon yerlestirildi. 500 uL RPE tamponu eklendi. 15
saniye 10 000 rpm’de santrifiij edildi. Bu basamak 2 defa tekrarlandi. En son etanol’iin
tamamen ugmasi i¢in kolon 30 saniye bos santifiij edildi. 30 uL DEPC’ 1i su ilave edildi
ve 1 dakika 10 000 rpm’de santifiij edildi. Bu basamak tekrarlandi. 60 pL’lik DEPC’ li
su i¢inde RNA o6rnekleri elde edildi.

2.2.3.2 RNA Orneklerinin DNase I ile Muamele Edilmesi

Total RNA o6rneklerinden gDNA’nin uzaklastirilmasi i¢in 60 pL. RNA (~30 ng),
10 pL DNAzI tamponu 10X, 30 uL DNazl enzimi (ENO0515, Fermentas, Vilnius,
Lithuania) ile toplam 100 pL olacak sekilde hazirlandi. 37 °C’de 30 dakika bekletildi.
350 puL RLT tamponu (Qiagen Hilden, Germany, plant RNAeasy izolasyon kitinden)
eklendi. 250 pL %96’lik etanol ile karistirildi. 700 pL lik 6rnek Plant RNAeasy
izolasyon kitindeki pembe kolonlara aktarildi. 8000 x g’de 15 saniye santrifiij edildi.
Kolon.yeni bir 2 mL’lik toplama tiipiine alindi. 500 pL RPE tamponu eklendi. 8000 x
g’de 15 saniye santrifiij edildi. Bos santrifiij edilerek altta kalan dokiildii. 1,5 mL’lik
ependorflara kolon alindi. 50 pLL RNaz icermeyen saf su eklendi. 8000 x g’de 1 dakika

santrifiij edildi.

2.2.3.3 cDNA Eldesi

cDNA eldesi RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas,
Vilnius, Lithuania, Kat. No: K1631) tarifesi takip edilerek su sekilde yapildi: 5 pL total
RNA, 1 pL oligoniikleotit, 6 uL. DEPC’li su ile birlikte 3 - 5 saniye santrifiij edildi. 5
dakika 70 °C’de inkiibe edildi. 4 pL 5X tampon, 1 pL riboniikleaz inhibitorii ve 2 uL
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dNTP buz iizerinde ilave edildi ve 5 dakika 37 °C’de inkiibe edildi. 1 puL Reverse
Transkriptaz enzimi eklendi. 60 dakika 42 °C’de ve 10 dakika 70 °C’de inkiibe edildi.

Kullanilincaya kadar buz tizerinde bekletildi.

2.2.3.4 Anlik Gosterimli PZR Protokolii

Bunun i¢in ExicyclerTM 96 BIONEER cihazi kullanildi. Reaksiyon
hazirlanirken kullanilan tabakalarda bulunan liyofilize halde bulunan igerige, 17 pL saf
su, 1 uL ¢cDNA kalib1, 1 pL F primer, 1 uL R primer eklenerek; 1 dongii; 94 °C’de 5
dakika, 35 dongii; 94 °C’de 25 saniye, 55 °C’de 25 saniye, 72 °C’de 30 saniye, 1 dongii;
72 °C’de 1 dakika olacak sekilde Tablo 3.2’ de belirtilen primerler ile Tablo 3.3’de

belirtilen kontrol primerleri kullanilarak uygulanmistir.

2.2.3.5 Anlik Gosterimli PZR i¢in Standart Calismasi

ZBG ve 0eMT2 genlerinine ait primerler kullamlarak 10 adet érnek 1- 1e™°
seklinde seyrelterek standart caligmasi yapildi. Bu c¢alismadan elde edilen formiil
kullanilarak analiz yapildi. Kopya sayisi; standart ¢alismasi sonucu elde edilen Kopya

say1st = (-0,3909ACt +13,8664) formiilii ile hesaplanmigtir.

2.2.4 Bakteriyel Ekspresyon

2.2.4.1 Ekspresyonun IPTG ile Indiiklenmesi

Ekspresyon amaciyla ilgili geni klonladigimiz ekspresyon vektorii, ekspresyon
suslart olarak metalotiyonein igin E.coli BL21 (DE3), beta glukozidaz geni i¢in ise
E.coli Rosetta-gami™ 2(DE3)pLysS hiicrelerine transforme edildi. 100 pg / mL
ampisilin iceren LB medyuma tek koloniden ekim yapilarak 16 saat 37 °C’de
inkiibasyona birakilmak suretiyle 6n kiiltiir hazirlandi. Hazirlanan bu 6n kiilttirtin 10
mL’si son konsantrasyonda 12,5 pg / mL ampisilin iceren 100 mL LB besiyerine

inokule edildi. 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Bakteri kiiltiiriiniin ODgop degeri 0,6 —
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0,8’e ulastiginda son konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde IPTG ile indiiklendi.
Inkiibatériin sicakligi 25 °C’ye indirilerek 3 saat ve bir gece olacak sekilde 250 rpm’ de
calkalanarak inkiibe edildi.

2.2.4.2 Hiicrelerin Yikanmasi

Indiiklenme siiresi sonunda bakteri kiiltiirii 3000 rpm’de + 4 °C’de 20 dakika
santrifiijlendi. Hiicre pelleti yikama tamponunda (50 mM Tris - HCI, 1 litre saf su)
¢oziildikten sonra tekrar 10 dakika santrifiijlendi. Bu islem iki kez tekrarlanmak

suretiyle hiicreler yikanarak kurutuldu ve - 20 °C’ye kaldirildi.

2.2.5 Maya ile ilgili Teknikler

2.2.5.1 Tamponlarin Hazirlanmasi

YPDS + Zeozin Agar Petri Hazirlanmasi (100 mL) igin; 1 g yeast ekstract, 2 ¢
pepton, 18.2 g sorbitol (0.1 M), 90 mL saf suda ¢oziiliip, otoklavlandi. Soguyunca
tizerine; 10 mL 10X dekstroz 100 pL 100 mg / mL zeozin eklendi. Petrilere dokiildii.

YPD Medyum Hazirlanmasi (100 mL) igin; 1 g yeast extract, 2 g pepton, 90 mL saf
suda ¢oziildii, otoklavlandi. Soguyunca iizerine 10 mL 10X dekstroz ve 2 g agar

eklendi.

BMGY Besiyerinin Hazirlanmas1 i¢in; 35 mL saf su (otoklavlanmis,

sogutulmus), 5 mL YNB, 5 mL 10X gliserol, 5 mL EDTA, 100 pL biotin eklendi.

BMMY Besiyerinin Hazirlanmas: i¢in; 35 mL saf su (otoklavlanmus,
sogutulmus), 5 mL YNB, 5 mL 10X metanol, 5 mL EDTA, 100 pL biotin eklendi.
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2.2.5.2 Maya Kompetan Hiicresinin Hazirlanmasi

10 mL YPD igine tek koloni Pichia pastoris X 33 susu ekildi ve 28 - 30 °C’de 1
gece 2500 -3000 x g’de calkalandi. Kiiltiir (ODggo ) dalga boyunda 0.1 — 0.2 absorbans
degerine ulastiginda 1 mL alind1 ve 10 mL’lik YPD’ye aktarildi. 28 - 30 °C’de 1 gece
200 - 300 rpm’de ODgyp = 0.6 — 1.0 absorbans degerine ulasincaya kadar calkalandi.
500 x g’de 5 dakika santrifiij edildi ve supernatant uzaklastirildi. 10 mL solusyon I
(Invitrogen, Vilnius, CA, EasySelect TM Pichia Expression Kit Kat. No: K1740-01) ile
¢ozildi. 500 x g’de 5 dakika santrifiij edildi. Supernatant uzaklastirildi. Pellet 1 mL
solusyon [ ile tekrar ¢oziildii ve 50 - 200 puL olacak sekilde ependorflara aktarilarak - 80
°C’de stoklandi.

2.2.5.3 Mayaya Transformasyon

50 puL X-33 kompetan Pichia pastoris hiicresi oda sicakliginda 15 dakika
bekletildi. 5 uL (~3 mg) Pmel restriksiyon enzimi ile linerize edilen ZBG geninin
klonlandig1 pPICZaC vektor eklendi. 1 mL solusyon II (PEG solusyonu (150 mL)
eklendi. 2 saniye vortex yapildi. 1.5 saat 33 °C’de su banyosunda inkiibe edildi. 15
dakika araliklarla 1 - 2 saniyelik vortex yapildi. 42 °C’de 14 dakika 1s1 soku yapildi. 525
pL olacak sekilde 2 tiipe ayrildi. Herbir tiipe 1’er mL YPD medyum eklendi. 30 °C’de 1
saat inkiibe edildi (¢alkalama yok). 3000 x g’de 5 dakika santrifiij edildi. Pelletleri 500
pL solusyon III’te ¢oziilerek birlestirildi. 3000 x g’de 5 dakika santriflij edildi. Pellet
100 - 150 pL solusyon III’te ¢oziildii. YPDS agar petrilere yayildi ve 30 °C’de 48 - 72
saat bekletildi.

2.2.5.4 Pichia pastoris’ te Ekspresyon

Ekspresyon i¢in en fazla aktivite veren koloninin se¢ilmesi i¢in toplam 22 tane
koloni 2 ayr1 12 well plate’ te bulunan 2 mL BMGY besiyerine ekildi. OD gpp = 2-6
araligina geldigi zaman hiicreler 3000 rmp “ de 5 dk santrifiij edildi ve pellet, OD go0=1
degerine gelmesi i¢in BMM besiyerinde ¢oziildii. 24 saat 250 rpm, 30 °C indiiklendi. 24
saat sonra besiyerinden 100 pL alinarak 8000 rpm’ de ¢oktiiriildii. Supernatanttan 70 pL

alinarak enzim aktivitesi tayini yapildi. Kiiltiir iizerine %0.5 olacak sekilde %100’ lik
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metanol ilave edilerek calkalanmaya devam etti. Bu islem 4-5 giin boyunca her 24
saatte tekrar edildi. Aktivitenin en yiiksek oldugu koloni ve giin belirlenerek ekspresyon

bliyiik hacimde yapildi.

Biiyiik hacimde ekspresyon ¢alismalarinda, 25 mL BMGY besiyerine tek koloni
ekimi yapildi ve 300 rpm’ de 30 °C 1 ODgyy = 2-6’ ya ulasincaya kadar ¢alkalandi.
Hiicreler, 1,500-3,000 x g 5 dakika oda sicakliginda santrifuj edildi ve supernatant
dokiilerek pellet ODggo 1.0 olmasi i¢in BMMY (100-200 ml) medyumda ¢6ziildii.
Kiiltiir tizerine %0.5 olacak sekilde %100’ liikk metanol ilave edilerek ¢alkalanmaya

devam etti. Bu islem 4-5 giin boyunca her 24 saatte tekrar edildi.

2.2.6 Protein Teknikleri

2.2.6.1 Lowry Yontemiyle Kantitatif Protein Tayini

Protein miktar1 6l¢iimleri Lowry metoduna gore hesaplanmistir. Bu yontem i¢in

hazirlanan solusyonlar agsagida belirtilmistir.

Soliisyon A: % 2’lik Na,CO3 0,1 M NaOH’da ¢oziildii.

Soliisyon B: %1 NaK

Soliisyon C: % 0,5’lik CuSO4

Soliisyon D: 48 mL soliisyon A, 1 mL soliisyon B, 1 mL soliisyon C alinarak hazirlandu.
Soliisyon E: Folin - fenol ve saf sudan bire bir oraninda alinarak hazirlandi.

BSA: 5 mg BSA, 5 mL saf suda ¢oziilerek taze olarak hazirlandi.

Protein tayinininde kullanilacak olan Standard grafigin hazirlanmasi i¢in, 1 mg /
mL protein iceren standart sigir albiimin ¢dzeltisinden tiiplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90, 100 pL alind1 ve miktar her tiipte 100 pL olacak sekilde {izerleri saf su ile
tamamlandi. Kor olarak kullanilmak tizere bir tiipe 100 uL saf su koyuldu. Daha sonra

her tiipe 2 mL soliisyon D eklendi ve 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. 10
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dakika sonunda tiiplere 0,2 mL soliisyon E eklenip vorteks ile zaman kaybetmeden
karistirlld ve 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Ornekler 96°lik plakanin
kuyucuklarma 200’er uLL koyularak (ODgg) absorbanslar1 kére karst okundu. Okunan

absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri ile standart grafik hazirlandi.

Saflastirma basamaklarinda protein miktar1 belirlenecek numunelerden 0,1’er
mL tiiplere alind1 ve standart grafik i¢in uygulanan yontem ayni sekilde numune tiipleri
icin de uygulandi. Daha sonra numuneler i¢cindeki protein miktar1 standart grafikten elde

edilen dogru denklemi kullanilarak hesaplanda.

2.2.6.2 SDS PAGE Jelinde Orneklerin Yiiriitiilmesi

SDS-PAGE jelinin hazirlanmasinda kullanilan solusyonlar1 i¢in Laemmli

tarafindan gelistirilen metod uygulanmis ve kullanilan ¢ozeltiler asagida belirtilmistir

[192].

SDS PAGE jelinin %10’luk alt jeli (ayirma) igin; son konsantrasyonu %210
olacak sekilde 3.3 mL, %15’lik alt jeli i¢in ise 5 mL %30 Akrilamid / Bis Akrilamid
karisimi, son konsantrasyonu 357 mM olacak sekilde 1.5 M Tris (pH 8.8), son
konsantrasyonu %0.1 olacak sekilde %10 SDS ve %10 Amonyum per siilfat (APS), son
konsantrasyonu %0.4 olacak sekilde %99 TEMED 20 mL toplam hacimde saf su ile

tamamlandi

SDS PAGE jelinin %5°1ik st jeli (yigma); son konsantrasyonu %4.875 olacak
sekilde 1.65 mL %30 Akrilamid / Bis Akrilamid karigimi, son konsantrasyonu 125 mM
olacak sekilde 1,5 M Tris (pH 6.8), son konsantrasyonu %0,1 olacak sekilde %10 SDS
ve %10 Amonyum per siilfat, son konsantrasyonu %0.1 olacak sekilde %99 TEMED 20

mL toplam hacimde saf su ile tamamlandi

SDS-PAGE yiiriitme tamponu; son konsantrasyonu 50 mM olan 1 M Tris ve son

konsantrasyonu %0.1 olan %10’luk SDS ile hazirland1

SDS-PAGE yiiriitme tamponun; son konsantrasyonu 50 mM 1 M Tris, son
konsantrasyonu %0.1 %10’luk SDS, son konsantrasyonu 2 mM 0.5 M EDTA (pH 8.0),

son konsantrasyonu %1 %99 B-merkaptoethanol, son konsantrasyonu %10 %2100
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Gliserol ve son konsantrasyonu %20°lik %99 Bromfenol mavisi kullanilarak hazirlandi

ve + 4 °C’ de saklandi.

SDS-PAGE boyama ¢ozeltisi; 0.25 g. Coomassie Brillant Blue 250, 100 mL
%95 Etanol %10 Asetik asit ile karigtirilarak hazirlandi ve +4 -C’ de saklandi.

SDS-PAGE aritma ¢6zeltisinin hazirlanmasi; son konsantrasyonu %35’°lik %99
Asetik asit ve son konsantrasyonu %50 olan %99 etanol karistirilarak hazirlandi ve + 4
°C’ de saklandi.

Jelin hazirlanmasi i¢in, ayirma jelini olusturan ¢ozeltiler karistirildi. APS en son
eklendikten sonra karisim, jel kasetine ¢izgi hizasina kadar dokiildii. izopropanol ilave
ederek Jelin yiizeyini diizglinlesmesi saglandi. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra
yiizeydeki izopropanol dokiildii ve saf su ile yikandi. Diger bir erlende %5’°lik yigma
jeli hazirlandi. APS en son eklendikten sonra karisim polimerize haldeki ayirma jelinin
tizerine dokiildi ve jelde kuyular olusturmak icin tarak yerlestrildi. Jel polimerizasyona
birakildi. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra tarak cikarildi ve elektroforez tankina
yerlestirilerek tank tamponu ile dolduruldu. Ornek numune tamponu, proteinle 1 / 1
oraninda karistirild1 ve 2 dakika 95 °C’de denatiire edildi. Protein ornekleri kuyulara
yiiklendi. Akim, proteinler %5°’lik yigma jelinde ilerlerken 80 voltajda, %12’lik ayirma
jeline ulastiktan sonra 150 voltaja ayarlandi. Yiikleme tamponundaki bromfenol mavisi,
jelin altina 1 cm kalana kadar isleme devam edildi. Bu islem bitiminde, diizenek acildi
ve cam plakalar birbirinden ayrildi. %5’lik yigma jeli uzaklastirildi. Ayirma jeli, bir
kesikle isaretlendi ve boyama c¢ozeltisi i¢ine alindi. Protein bantlar1 net bir sekilde
gorliinene kadar calkalayarak boyandi. Daha sonra aritma c¢ozeltisine alinarak hafifce
karistirildi. Boylece boyanin fazlasi alinmis oldu. Daha sonra UV 15181 altinda protein

bantlar incelendi.

2.2.6.3 Western Blot Basamag

Western Blot analizi i¢in 25 mM Tris, 192 mM Glisin, %20 (v / v) Metanol’den
olusan bir transfer tamponu ve 10 mM Tris - HCI, 20 mM NaCl, pH 7.4 igeren 10X
TBS hazirlandi. Proteinlerin elektroforetik transferi i¢in Bio-Rad Trans Blot sistemi
(BioRad, Almanya) kullanildi.
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Jel biiyiikliigiinde kesilen kurutma kagitlar1 ve aparatin icerisindeki siingerler

transfer tamponunda iyice 1slatildi ve bekletildi.

PVDF(0,45uM milipore) membrandan 8.5 X 5.2 ebatlarinda kesildi ve %100
metanol icesisinde 1 dk bekelterek membranin aktiflesmesi saglandi. Daha sonraki
islemler tamamlanincaya kadar transfer tamponunda bekletildi. Jel transfer tamponuna
alind1 ve bekletildi. Tiim malzemeleri taransfer tamponu ile 1slatilmis sandivig sistemi
(stinger-kagit-jel-membran-kagit-siinger) hazirlandi ve hava kabarciginin olusmamasi
icin hafifce bastirarak iizeri diizlestirildi. Bloklar tanka yerlestirildi ve tank transfer
tamponu ile doldurularak + 4 °C buzdolabinda bir gece 15 V akimla transfer olmasi

saglandi.

2.2.6.4 Antikorun Hazirlanmasi ve Proteinlerin Belirlenmesi

RGS-His HRP Conjugate Kit (Qiagen, Almanya) kullanilarak antikor membran
ile muamele edilmeye hazir hale egtirildi. 8 mL 1X reagent ve 8 puL antikor (6 His tag)
(1 / 1000) hazirlandi. Proteinlerin transfer oldugu PVDF membranlar ilk olarak 20 mL
bloklama ¢ozeltisinde (0.1 g bloke edici tampon, %0.1 (v / v) Tween20 igeren 1X TBS)
1 saat horizantal calkalayicida oda sicakliginda inkiibe edildi. Siire sonunda bloklama
coOzeltisi uzaklastirilarak 5 dakikalik siirelerle 3 kez membran yikandi, bunun i¢in %0,1

(v/v) Tween20 igeren 1X TBS kullanildi.

Membran primer antikor ile 1 — 1.5 saat oda sicakliginda inkiibe edildi ve
goriintiilemeye gecildi. Membranlar 1 - 2 dakika arasinda ECL sistemi Pierce ECL
(Western Blotting Substrate-Thermo, A. B. D.) substratla muamele edildi. Reagent A ve
Reagent B ¢ozeltilerinden ayr1 ayr1 1.5 mL alinarak membran {izerine uygulandi.
Ardindan karanlik odaya gecilerek membran filme aktarildi. Membran film iizerinde 5
ve 10 dakika olmak iizere 2 kez bastirildi. Film tab edilerek sonuglar goriiniir hale
getirildi.

49



2.2.6.5 Protein Saflastirma Basamag

SDS-PAGE jeline yiiklenen ve goriintillenen proteinin saflastirilmasi igin
ekspresyon vektorii tarafindan proteine ilave edilen N terminal His-tag sayesinde, Ni-
NTA (Qiagen 30210 Hilden, Germany) kolon saflastirma protokolii ile affiniteye dayali

saflastirma yapildi. Saflastirma basamaklari i¢in hazirlanan tamponlar:
Liziz tamponu: 50 mM NaH,PO,4, 300 mM NaCl, 5 mM imidazol
Yikama tamponu: 50 mM NaH,PO,4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol

Eliisyon tamponu: 50 mM NaH,PO,4, 300 mM NaCl, 250 mM imidazol

2.2.6.5.1 Liziz Basamagi

On kiiltiirden inokiile edilen ve bir gece bilyiimede bekletilen 200 mL’lik 6rnek
daha once anlatilan yikama tamponu ile yikandi. En son basamakta ¢oktiiriilen 6rnek
miktar1 tartild1 ve 1 g i¢in 2 — 5 mL olacak sekilde yaklasik olarak 3 mL liziz tamponu
eklendi. Img / mL lizozim eklenerek 30 dakika buzda bekletildi. 200 — 300 W’de 10
saniye sonikator de bekletildi. Lizatin vizkozlugu devam ediyorsa RNaz A (10pg / mL)
ve DNaz I (5pg / mL) eklenerek 10 — 15 dakika buzda bekletildi. 10 000 x g’de 20 — 30
dakika + 4.C’de santrifiij edildi. Supernatanti (ham ekstrakt)alindi ve + 4°C’de

saklandi.

2.2.6.5.2 Saflastirma Basamag

%50 Ni-NTA agarozundan 1 mL ve 4 mL lizattan alinarak 200 rpm’de + 4
°C’de 60 dakika 250-300 rpm’ de g¢alkalandi. Numune, Ni-NTA kolonuna yiiklendi.
Altta kalan ¢ozelti etiketlenerek toplandi. 4 mL yikama tamponu eklendi (bu islem 2
kez yapildi) ve kolondan gecirilen Ornekler saflagtirma basamaklarinin konrolii
amaciyla toplandi. 0.5 mL eliisyon tampon eklenerek saflastirilan protein soliisyonu

ependorf tiipiinde toplandi. Ayni islem 4 kez tekrarlandi.
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Elde edilen tiim ornekler yiiklenerek, SDS jel elektroforezi ile saflagtirilan

proteinin geldigi fraksiyon belirlendi.

2.2.6.6 Zeytin B-Glukozidaz Proteini I¢in Yapilan Karakterizasyon

Deneyleri

2.2.6.6.1 Zeytin p-Glukozidaz Proteininin Aktivite Tayini

Zeytin B-Glukozidaz enziminin aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin edildi.
Aktivite Ol¢timii i¢cin 70 pL, 5 mM pNPG substrat ¢ozeltisi ve iizerine 70 pL enzim
cozeltisi 96’11k plakaya (well-plate) koyuldu. Kor olarak 70 pL 50 mM pH 5.5 Na-Ac
tamponu ve iizerine 70 pL enzim ¢ozeltisi koyuldu. Etiivde 37 °C’de, 30 dk inkiibe
edildi. 30 dk’nin sonunda reaksiyon 70 pL 0,5 M NayCO;z ile durduruldu.
Spektrofotometrede 410 nm’de kore karsilik absorbans degeri okundu. 0-NPG ve o-
NPGal substratalarinin reaksiyon sonunda ortaya ¢ikan {irlinleri orto-nitrofenol oldugu

i¢cin bu substratlara kars1 enzim aktiviteleri 420 nm’de okundu.

Enzim aktivitesi asagidaki formiile gore hesaplandi ve 1 Enzim Unitesi dakikada

olusan p-nitrofenoliin umol’ii olarak belirlendi [193].

Absorban (A), zamana bagl degisim (dA/dt), molar ekstinksiyon katsayisi (€)

olarak nitelendirildi.

€=A/C cm2 mol™ ile formiilize edilir.

A= absorbans, C= maddenin derisimini ifade eder (cm2 mol-1)

Enzim tinitesi (EU )=(Vf(ml) x(seyreltme faktorii)/ (€) (cm2/mol-1)x(Vs)xd)
V= Toplam hacim (ml)

Vs= Eklenen enzim hacmi (ml)

d= Isik yolu
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dA/dt= Dakikada g6zlenen absorbans farki

para-nitrofenol i¢in 405 nm’deki € degeri 552.8 M™ ecm™ olarak kullanilirken
[zeytin VOO], orto-nitrofenoliin 420 nm’deki € degeri 4.55 mM™ cm™ olarak
kullanilmigtir [193].

2.2.6.6.2 4-MUG (4-Methylumbelliferyl-b-D-glucuronide) Substrati ile
Aktivite Tayini

Laemmli (1970)’e gore yapilan Native-poliakrilamid jel elektroforezin( N-
PAGE)’de %5’liik yigma jeli ve %8’lik ayirma jeli kullanilmistir [192]. Nativ-PAGE
jeli i¢in hazirlanan jelde, yiiritme tamponunun ve yiikleme boyasininhazirlanmasinda
SDS kullanilmamis, yerine dH,O ilave edilerek SDS bilesenleri aynen kullanilmistir.
Ornekler yiiklemeden 6nce denatiire edilmemistir. Jel hazirlanirken ayirma jeline %0, 1
4-MUG (4-metilumbelliferil a-D-glukopiranozit) ilave edilmis, yigma jeline ilave
edilmemistir. Ornekler yiiklendikten sonra sirasi ile 25 ve 30 mA’de, +4°C’de

elektroforez islemi yapilmistir.

Yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra jel, 2 kere 37 °C’ de 10’ ar dakika pH: 5.5
NaAc tamponunda yikandiktan sonra, %1’ lik 4-MUG iceren 15 mL pH: 5.5 NaAc
tamponunda 37 °C’ de 15 dakika inkube edilmis ve UV 15181 altinda aktivite sonucu

olusan bantlar sekil 3.37” de belirtildigi sekilde gézlenmistir.

2.2.6.6.3 Amonyum Siilfat Coktiirme Arahigimin Belirlenmesi

Elde edilen protein solusyonuna basamakli amonyum siilfat c¢oktiirmesi
uygulanir. Coktiirme islemleri sirasinda kullanilacak kati amonyum siilfat miktarlar1 su

formiille tespit edildi.
g (NH4),SO4= g(NH,4),SO4 = 1,77 x V(52-S1) / 3,54-S2
V=Siipernatantin hacmi

S1=1"in kesri olarak mevcut amonyum siilfat doygunlugu
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S2=1"in kesri olarak istenilen amonyum siilfat doygunlugu

Karisim 50000xg’de 30 dakika santrifiij edilir. Cokelek uzaklastirilir. Elde
edilen siipernatanta, siipernatantin miktar1 dikkate alinarak amoyum siilfat eklenir. Daha
once bu enzimin amonyum siilfat ¢ékme araligi bilinmediginden; % (0-10), (10-20),
(20-30), (30-40), (40-50), (50-60), (60-70), (70-80), (80-90), (90-100) araliklart
uygulanarak pNPGlu substratina kars1 gosterdigi aktivite 6l¢timii ile belirlenen aralik
tablo 3.9’ da belirtilmistir.

Tablo 2.1: Amonyum siilfat ¢oktiirme araligmmin belirlenmesi igin yapilan aktivite
tayininde kullanilan tamponlar

Kor

Numune

70 puL Aktivite tamponu

70 pL 0-10 araligindaki numune

70 uL Aktivite tamponunda ¢6ziilmiis substrat

70 pL 0-10 araligindaki numune

70 puL Aktivite tamponu

70 puL 10-20 araligindaki numune

70 uL Aktivite tamponunda ¢6ziilmiis substrat

70 pL 10-20 araligindaki numune

70 uL Aktivite tamponu

70 pL 20-30 araligindaki numune

70 pL Aktivite tamponunda ¢6ziilmiis substrat

70 uL 20-30 araligindaki numune

70 uL Aktivite tamponu

70 pL 30-40 araligindaki numune

70 pL Aktivite tamponunda ¢6ziilmiis substrat

70 uL 30-40 araligindaki numune

70 uL Aktivite tamponu

70 pL 40-50 araligindaki numune

70 pL Aktivite tamponunda ¢6ziilmiis substrat

70 pL 40-50 araligindaki numune

70 pL Aktivite tamponu

70 puL 50-60 araligindaki numune

70 uL Aktivite tamponunda ¢oziilmiis substrat

70 puL 50-60 araligindaki numune

70 uL Aktivite tamponu

70 puL 60-70 araligindaki numune

70 uL Aktivite tamponunda ¢6ziilmiis substrat

70 uL 60-70 araligindaki numune

70 uL Aktivite tamponu

70 pL 70-80 araligindaki numune

70 uL Aktivite tamponunda ¢6ziilmiis substrat

70 uL 70-80 araligindaki numune

70 uL Aktivite tamponu

70 pL 80-90 araligindaki numune

70 uL Aktivite tamponunda ¢oziilmiis substrat

70 pL 80-90 araligindaki numune

70 uL Aktivite tamponu

70 puL 90-100 aralifindaki numune

70 uL Aktivite tamponunda ¢oziilmiis substrat

70 pL 90-100 araligindaki numune

53




2.2.6.6.4 Inhibitorlerin 1Csg Degerlerinin ve Aktivatorlerinin Belirlenmesi

Enzim aktivitesi iizerine etkisi arastirilan agir metal maddelerin 1Csq degerlerini
bulmak igin, p-NPG substrat1 kullanilarak c¢alisildi. Inhibitér eklenmemis ortamda
enzim aktivitesi bulunarak bu deger %100 aktivite olarak alindi. Farkli inhibit6r
konsantrasyonlarinda enzim aktivite degerleri bulundu ve % aktivite degerleri
hesaplandi. %Aktivite-[I] grafikleri ¢izildi. (Sekil 3.41). Bu grafiklerden yararlanarak
enzim aktivitesini %50 oraninda azaltan inhibitor konsantrasyonu olan ICsy degerleri ve

aktivator maddelerin hangileri olduklar1 belirlendi.

2.2.6.6.5 Km ve Vpax Degerlerinin Belirlenmesi

Tablo 3.10° da belirtilen konsantrasyonlarda enzim ve substrat g¢ozeltileri
konsantrasyonlarindan ve sekil 3.45° te belirtilen grafikten yola ¢ikilarak Km ve Vmax

degerleri hesaplandi.

2.2.6.7 Zeytin Metallotionein Proteini (OeMT2) Icin Yapilan Metal

Tolerans Deneyleri

2.2.6.7.1 Rekombinant Bakterilerin Sivi Kiiltiirde Metal Toleranslarinin

Belirlenmesi

0OeMT2 geninin klonlandigit PLATE 51 vektorii ve kontrol olarak ta kontrol
plazmidinin transforme edildigi E. coli BL21 DE3 hiicrelerinden 10 mL LB broth
besiyerine tek koloni ekimi yaparak on kiiltiir hazirlandi. On kiiltiir, 100 mL LB broth
besiyerine inokiile edilerek bakteri kiiltiirii ODgy 0.6 — 0.8 araligina ulastiginda
ekspresyonun indiiklenebilmesi i¢in 1 mM IPTG eklendi. Ayni anda ortama 0.2 mM,
0,4 mM veya hi¢ CdCl; ilave edildi ve 30 °C’de 250 rpm’ de calkalandi. Daha sonra
ortama saat basi alinan 6rneklerin ODggp degerleri analiz edildi ve rekombinant proteinin

bakteri biiyiime egrisi lizerindeki etkisi incelendi.
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2.2.6.7.2 Rekombinant Bakterilerin Kat1 Kiiltiirde Metal Toleranslarinin

Belirlenmesi

0eMT2 geninin klonlandigi PLATE 51 vektorii ve kontrol olarak ta kontrol
plazmidinin transforme edildigi E. coli BL21 DE3 hiicrelerinden 10 mL LB broth
besiyerine tek koloni ekimi yaparak &n kiiltiir hazirlandi. On kiiltiir, 100 mL LB broth
besiyerine inokiile edilerek bakteri kiiltiirii ODgyy 0.6 — 0.8 araligina ulastiginda
ekspresyonun indiiklenebilmesi i¢in 1 mM IPTG eklendi. IPTG ile indiiklendikten 4
saat sonra her iki kiiltiirden de numune alinip ODggo degerini 0.2 olana kadar Lb broth
ile seyreltildi ve bu kiiltiirden 1,10_1, 102 ve 107 olacak sekilde seri diliisyonlar
yapildi. Her bir dilisyondan 5 pL, metal igermeyen, 0.5 mM CdCl;, 1 mM CuSO,
iceren LB agar petrilere damlatilarak kurumasi beklendi ve 37 °C’ de 12 saat sonra

fotografi ¢ekildi [139].

2.2.6.7.3 Rekombinant Bakterilerin Metal Igeriklerinin ICP-OES
(inductive coupled plasma-optical emission spectroscopy)

Kullanilarak Belirlenmesi

OeMT2 proteininin, kontrol plazmidinin (his tag iceren) transfrome edildigi
recombinant bakterilere nazaran ne kadar metal baglayabildiginin belirlenmesi igin,
protein ekspresyonu IPTG ile indiiklendi ve 30 °C’de 250 rpm’ de calkalandi. IPTG 25
indiiksiyonundan 4 saat sonra, her drnek igin 1 mM FeSO,, CuSO,, ZnCl;, veya CdCl,
ilave edildi ve 25 °C’de 250 rpm’ de 1 gece ekspresyonun devam etmesi saglandi.
Kiiltiirler, + 4 °C’de, 4000 rpm’ de 20 dakika santrifiij edildi. Pelletler ii¢ kere pH: 8,0
olan Tris-HCI gozeltisi ile yikandi1 ve 80 °C’ de 2 giin kurutuldu. Pelletlerin kuru ve yas
agirliklart tartildi. Kuru hiicre materyalleri %70 HNO; ile ¢oziinerek berrak hale
getirildi ve ICP-OES (Optima-2000 DV, Perkin Elmer, USA). kullanilarak metal

igerikleri belirlendi.
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3. BULGULAR

Bu tez calismasinda “Ayvalik” ¢esidine ait 2 farkli gen karakterize edilmistir.

Buna gore; her gene ait bulgular gruplandirilarak anlatilmigtir.

3.1  Zeytin Beta-Glukozidaz Genine Ait Bulgular

3.1.1 Molekiiler Karakterizasyon Calismalarina Ait Bulgular

3.1.1.1 Zeytin BetaGlukozidaz Geninin Biyoinformatik Analizi

NCBI databank kayit numarast AY083162.1 olan ve “Koroneiki” ¢esidi i¢in
tanimlanmis beta glukozidaz geninin niikleotid dizisi gen bankasindan referans olarak
alinarak yapilacak olan c¢aligmalarda bu referansa gore dizayn edilen primerler

kullanilmistir. Tablo 3. 2° de kullanilan primerler listelenmistir.

DNA dizilemesi BigDye Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, Foster
City, CA) ile ABI 3130XL Genetic Analyser (Applied Biosystems, Foster City, CA)
cthazint kullanan ReFGeN (Gen Arastirmalar1 ve Biyoteknoloji, Ankara) adli ticari
kurulusa yaptirildi. Dijital olarak elde edilen DNA dizileri BioEdit [194] progamiyla
kromatogam kalitesi ve ortak dizi (contig) yonlerinden konrol edildikten sonra NCBI
(National Center for Biotechnology Information) BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) [195] homoloji analizine tabi tutuldu. Web Promoter Scan [196] gibi
biyoinformatik araclarla tail PZR sonucu elde edilen promotdr bolgesine ait diziler
analiz edildi. Hydropathy grafikleri Kyte ve Doolittle algoritmasina [197] gore
olusturulurken, translasyon sonrast Ozelliklerini anlamak i¢in ExPASY [198],
lokalizasyon tahmini i¢in Predator programi [199] sinyal peptit 6zelligini belirlemek
icin TARGET-P programi [200] proteininin yiizey 6zelliklerinin ve lokalizasyonunu
belirlemek i¢in SOSUI programi [201] kullanildi.
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Sekil 3.1: BioEdit [194] progamiyla elde edilen OebGlu geninin niikleotid

kompozisyonu

Sekil 3.1 de belirtildigi gibi, BioEdit [194] progamiyla elde edilen OebGlu geni

niikleotid kompozisyonunda, adenin (A) ve timin (T) oraninin, guanin (G) ve sitozin (C)

oranindan daha fazla oldugu goézlenmistir.
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Sekil 3.2’ de BioEdit [194] progamiyla “Ayvalik” ¢esidinden elde edilen
OebGlu proteinine ait aminoasit kompozisyonu belirtilmistir. Buna gére ZBG proteini,
genel olarak polar aminoasitler agisindan fakir (sistein, histidin, arjinin), apolar

aminoasitler agisindan (glisin, valin, triptofan) zengindir.

CH3 {;r
4.0 Window: 9 L
3.0

CF
2.0 M
1.0
0.0]
-1.0 %W
-2.0
-3.0

HBNE‘.ZQ
-4.0 K
H20 . . . . . . . . . . R

. ;g . 550
gi|25989474|gb|ARL93619.1| beta-glucosidase [Olea europaea s

Sekil 3.3: OebGlu proteinine ait Expasy biyoinformatik araglarinin kullanilmasi ile
olusturulmus Kyte — Doolittle hidrofobosity analizi [202]

Sekil 3.3° te belirtilen Kyte — Doolittle hidrofobosity analizi, OebGlu
proteinindeki hidrofobik ve hidrofilik bolgeleri belirtmektedir.

Compute pl/Mw

Theoretical pl/Mw (average) for the user-entered sequence:

190 Z00
EYSEICFWEF GDRVEYWITL MEPWS

250 =
GHLLAAFKYG NPGTEPYEVA HNLI

H

360
VHEGSYDEFLGI

7O 380 o azo
NYY¥TSTYISD DETKPTITDSY WEL YRVHVDM

430 440

EKHERYNDPWVIY ITEMNGWVDEVN DESKTSTEAL KDDIRIHYHQ EHL

as0

LAM DRGWVHNVEGYE

IWSLFDNFEW AAGFSVRFGY MYVDYANGRY TRLPERSAWVW WRNFLTHPFTA WPLKNEPEKS

Theoretical pl/fMw:- 6. 30 7/ 62893 72

Sekil 3.4: OebGlu proteininin Molekiil agirligi ve izoelektrik noktasinin belirlenmesi
[202]
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OebGlu proteininin  molekiil agirligt ve izoelektrik noktasi, Expasy
biyoinformatik araclarinin kullanilmasi ile olusturulmus ve Sekil 3.4’ te belirtilmistir
[202]. Sonug olarak OebGlu proteininin teorik izoelektrik pH degeri 6.3 ve molekiiler
agirligi ise 62.8 kDa olarak hesaplanmistir.

Tablo 3.1: OebGlu proteininin 6zellikleri

Ozelligi Olasilig
Solubulitesi 0.580957
Transmembran protein 6zelligi 0.9819
Alpha Helikal Transmembran protein 0.0154744
Beta Tabakal1 Transembran protein 0.00262551

Ozellikle ekspresyon ve Kkarakterizasyon calismalarinda oldukca fazla

faydalanilan tablo 3.1’ de belirtilen bu verilere gore, OebGlu proteini solubul bir protein

olup transmembran protein 6zelligi gostermemektedir.

Sekil 3.5: OebGlu proteininin I-Tasser programui ile olusturulan 3 boyutlu yapis1[203].

Sekil 3.5 te belirtilen 3 boyutlu yapi, I-Tasser programi ile olusturulmustur
[203]. Bu yapida pembe ile gosterilenler alfa heliks, sar1 ile gosterilenler ise beta
tabakalar belirtmektedir
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3.1.1.2 OebGlu Geninin Intronunun Tespiti

OebGlu geninin intronunun belirlenmesi amaciyla yapilan PZR analizlerinde
intronun biiylik olasi ihtimaline karsilik olarak farkli bolgeleri cogaltan 2 c¢ift primer
dizayn edilmistir. Bu primer ¢iftleri ¢apraz olarak kullanilarak yapilan PZR iiriinleri
dizilenmis, elde edilen dijital verilerden contig olusturmak sureti ile ham dizi elde

edilmistir. Calisma i¢in kullanilan primerler tablo 3.2 de belirtilmistir.

GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder

bp ng/0.5 pg %

20000 20 4
10000 20 4
7000 20 4
5000 75 15
4000 20 4

0.5 yg/lane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 V/iem, 45 min

Sekil 3.6: OebGlu geninin intronunun belirlenmesi. M: Marker, GeneRuler 1 kb Plus
DNA Ladder # 1331( Fermentas, Vilnius, Lithuania), 1: FL1F-FL2R gDNA PZR, 2:
FL1F-FL’R cDNA PZR, 3: FL2F-FL1R gDNA PZR, 4: FL2F-FL1R cDNA PZR olarak
agaroz jele yiiklenmistir.

Sekil 3.6” da belirtilen intronun tespiti i¢in yapilan PZR caligmasinda, gDNA ve
cDNA kalip olarak kullanilarak intronun tespiti jel iizerinde de gosterilmistir. CDNA ve
gDNA kaliplar1 arasinda bulunan biiyiikliik fark: intron oldugunu dogrulamaktadir. Elde
edilen PZR fdrilinleri dizilenmesi i¢in REFGEN, Ankara biyoteknoloji sirketine

gonderilmistir.

Color key for alignment scores

<40 40-50 80-200 >=200

S | ] ] | |
1 700 1400 2100 2800 3500

Sekil 3.7: Blast analizi sonucu intronun yerlesimi
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Sekil 3.7° de NCBI veri bankasindan ZBG genine ait cDNA ile, intron analizi
icin olusturulan ham diziye ait contig, blast analizine tabi tutularak intronlarin yerlesimi
belirlenmistir. Sekil 3.8” de OebGlu geninin ekzon ve intronlarmin tamamini igeren
gene ait tiim uzunlugunun dizisi belirtilmistir. OebGlu geninin 9 adet intron igerdigi

gosterilmistir.

ATGGATAT CCARRGCARCGT CCTGACGATTACTAGOG GATCCA CACCAR CTGACACTTCC TCCART GETCAG GER
GOCALATCCACCAD AR A GATCAR MG T CTGATT TTCCCAGTGACT TTGTATTTGEC GCTGCARCTGCT TCA
TATCARGT TEARAGETGCAT GEARCER AMGGRGE TR ARG GC AT GAGT AAT TEGEAT TACTT TRCRCRGRGT CARCCAG ST GETA
TTTCCEACT TTAGC AR TG ECACT AT TECART TGATC AC TATA AT AT TT CRA RGEACGATETT GT CETGATGARGARATIGGEET
TTGAARGCATACAGATTTTCACT TTCATGECCTAGR AT CT TG CCAGEAGEA MERACTGT GT CRACGET GTATC TR AR GARGERET
TCAGETTICTATAL CGATCTCATIGAT EC RCTCTTIGEC AMECT TR AR CTACECT GRS CCT CT TC A AECTEET TRGRRC ART CAG
CATGEETICTIAT AT TGAT TG TT I OGTARARARAC TR TT AT TECATAR AT CRCART TGEARTT ARGT RCAAR AT TTGECITGIG

GCTICTCOGGRATC AT AT TICAT AT TATCATCTCRACAT TCTI TCAAT CCCT TT TG TEC AGRCAT AERECCATATA TR RCTATC
ITICACTIGEEAT AT TCCCCAAT G TT TG CARC TAG ARG TR TG ET GG CTI CCTACATGARLGAGT TGTGARG TR RO TCARTCTTIC
ATCCTAT RGCRC AT TACT ARGAT AT TT AT TGARCCT GA AR R TEART CC AR AT TTTARRA AL ATAR RARTARR AT AR TARTRE
TCATITGCT CCA M AT TATA R L GRGA R T RO AL AT TT TT AT TTA AR AR TARA AT AL AT TEAT TRCARTTTTRETARALT
GETEEACAATCT TCTRCARAGAT TR AR GT TCCRSCT TRARC RAGT TCT RO CATATT TIGAT CTAT TEGAGCCRTITITIGIGTCT
ATA AT RC ARG A GGAT TT TATIGAGTATICTGAGAT TTGCTICTGEGAATT TEET GAT CEGE TEARATATT GEGATTRCCT TG
ATGRECCATGET CCTI TACT GT T ARG EA TATET BT GETECT TTT CC G CC AR TCG TEGT GT ARCTCOGAR REAT RCT GRAE
GARARCTARRRACCA TEGCCCETCT TCAT RERGETEEAGEARRACT TCT AECT GCTT TCARETATGEARAT CCOGEC RCGERARCC
ATATRRRGTGECACRCRATT TARTCCT TIGT CATGCAC AT EC TG TGEAC AT AT AC MGG GR R TATCAGETTTCCACRETATT
AT TITATCCOGI AATT TT AT GOGGEATATACATGT TTAT AT AR TACT I TCGATATATAGTT TCCATR ARG TC AECEMEET BEE
TARGEEATTACAL AT TECATT AT TEEA AT GRGCCTC TT AC TG ACTCT CR G RAGA TAL MEATECTEGCTACT AEAEEARATGAT
T AGECTIGEA TEEC AR R TOC AR TR TCTT TGRCC AT AR AT CATOC AR AR TTRCCTTCCTI TRRT CCATT GETTI TIGECCTT
A CCTTITITIITITITITITI T II TI TT TATAATT R TT TOCRAGG GEET GRAT CTG TG TCCRCCAGEAT CTTCTICCATAR
AATETTTARRAL RO R TAGEGET GETAGARCACTT TITITITICTI TI TI GEGEAGT TARR TRCTCEGATT ATTCOCRCR RCG
CCCTCRARCEACT RO G AT AR TTTCTACT TTITICT TITI TGCAATI TTCATCTIT TEAREETT TGT GEARCCAETEETAR
CTEEAEAGT RO CA G AR ET ATGAT TR R TR TET TGO A TCECCT T CCTA AR TT TIC TGAR AR R REC A AR GC TRETGARE
GEATCCTRCGACTI TCTRAGECAT A RC TACT RCACGTC TACT TR TAC CAGC GATEATC CARC AR MECOGAC AR CTGATRETTAE
CITTACTEATTCECACRC TR MR CTTCRC ST RO TATC AT REET CCT AT AR CT GEGTACR AT CETAGRETT TRTCGARATATRC
ARG TCTART TAGRCGERETT ARG CT TGRACATCATARCT TR AT TACTGOCTI TCTT TG TT A CT GRAGCETT OGAT RAGET GCT
TAGTIGETARMGCT RCREET AT GCAATCCC GCTTIGICCGATCT TCCACT TT CRGAT AR GATRECT TCGEATTATATT
CTARGECAGCTICTGEETETACTACT TCCACAGCA AL AT CT TEAR AT EETARTCETGT CRTATGAT ARGAT TERCRCCTATTT
AN RTCATTCTT AT GECATAGT I TICTCTICCTCCTI TICG T T AATGR AR TR RTCT GTATAATCGCCTICGRATCTTCTICTIT
TG T TG TRAT G TG ET TCGGATI GG T I AT RCA TR GT TCCA TG GG AR TC TACAGRETTATEETT GATAT GR AEARA RAGATC
AR TECTOCGET TA T TR T T A A A G AT GET A GT TCGT AT TTAGCCT CT TATIGAT TICATT TAT AR CTTRCRCAT CTA
TGEAT AT CTRGT TG CT T CT T O TAGC TC TIAGARCT TI GE TGRC R AT CATATATOG TETRAGEAG TGRCAGR AT GAGRCTTR
TECAGAT GTOGARETT AT COCRGGEEC T ACCGETT AGEACT TTGCT TCCGAA A GAT TR GEEEAEAEC RO CCGETCARGOCC

GCAR R REECA MEEETCERGRA M TR CCCT RCA AT TT GR A CEARG MG TC TETIC AEGAGECRCEETI TICTTCCIT TG
ATCTATTITTRGA TAGAGA AR ATCCT RGCT AR AAT AGRETECOCCCCCT CCOCRCC AC COGGARGAR A CARGC REREECTITAGG
CEARCCACT TGACACARE AR TCT TR RGEECT GCTATGARCGCRA T A ETGCCTATT GETECACREAL AR AT ATCCTRCC
CEEECCCTCTALTATATT AR AT TOCCRRCCCCTTCCCT TT AGAT TGR AT TCCETT COCGI CRCCAT CCATT TCTT RCARA RIZE
ARG R EERA AL G CCTA AT TR AL G TCCT TGATT TR RGEC TT AAL AR GO CT TT CAR TEGA TG EEEAR TR RECCTITITGET
AATEEECARRAL AT R EECTATT AR CA RC TEGARR TR GO ECTI TAGARR LTI TITCTTT CRAR AT GA RRCGT CGAT RARGERCC
ALTRECCTATIT TATACGER ARG CCCA R CT TIATCTI TRAT ARCTT TT RA TR BETOC AR GRCT AMETACCEARGCTCTCR AGE
ACGATAT ARGER TTCACT AT CRCCRRGRACATCT CTACTRCCTT ARG CT RECEAT GEATC AR EE TG TARAT GT GARGEET TRC
ITCATATGETCGTIGI TCEACARTT TT A AT GEGCT e TEEATI CAG TG TT AEAT TIGECGT GT GRA ARA T TECT CTARRGEG
GEECTITCCT AT OCCATA AR B AETEECCARAGALGRCCTEGAATALTCCT EATC GCTCARATTCTCROGTETTATTACT
TTRCGIATATAL GO CGEEEEAAT AR AT RO TGCTI TITI TR TAT GT AT ET AGACT ATGCTART GET OGTT ACRC ARGETT
GCCAA R CGTTC AT ET A TA L G EC T CAGECGAGCCITCTI TTT CRTRACEGEECGATT CRACT GRGCCTT ARCCOGATT GAT

GECCCEEECTT TCAT CRCRCCCCT GO ARCC ARG GG TR AT GETT CCACC TG TCACCCATATT TEAT TCACC OGS TAGT RCCART
CATGETEEAGER M TTOC TC ACC AR GO CT AC AGC AGTTCC AT TEARG AR TEARCC TEARA RA TC TEARCAT CGTCGARRRAGET
TG A TG T T T AT TA TR R A CTAGTGCTTCCT TGATTTTATGT TGALTA AT

Sekil 3.8: OebGlu geninin intron ve ekzonlarinin dizisi, koyu olarak isaretlenen
bolgeler ekzonlari temsil etmektedir.

61



3.1.1.3 OebGlu Geninin Promotor Bolgesinin Belirlenemesi

Tail PZR firlinleri, %0.8” lik agaroz jelde yiiriitiilerek, uygun olan 6rnekler
dizilenmistir (Sekil 3.9). Tail PZR galismasinda kullanilan primerler Tablo 3’2 de
belirtilmistir.

(GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder

bp ngl05 g %

N1 2 345 67 89 M0UNRBMKIEIE T s

(2

5 glang, 8 om length gel
1XTAE 7 Vlem, 45 min

lane

Sekil 3.9: OebGlu genine ait tail PZRgoriintiisti; M: Marker, GeneRuler 1 kb Plus DNA
Ladder # 1331( Fermentas, Vilnius, Lithuania) 1- AD1 TAIL 1, 2- AD1 TAIL 2, 3-
ADI1 TAIL 3, 4- AD2 TAIL 1, 5- AD2 TAIL 2, 6- AD2 TAIL 3, 7- AD2A TAIL 1, 8-
AD2A TAIL 2, 9- AD2A TAIL 3, 10- AD3 TAIL 1, 11- AD3 TAIL 2, 12- AD3 TAIL
3, 13- ADS5 TAIL 1, 14- AD5 TAIL 2, 15- AD5 TAIL 3, 16- ADMIX TAIL 1, 17-
ADMIX TAIL 2, 18- ADMIX TAIL 3 6rneklerinden olusmaktadir.

3 numarali 6rnek olan ve ADI1 primeri ile yapilan PZR {irlinii, dizilenmesi i¢in
gonderilmis ve dizileme sonucu yorumlanmistir. Dizi sonucu elde edilen 804 bp
uzunlugundaki parcanin, 344 bp uzunlugundaki bolimii zeytin beta glukozidaz geni
cDNA’ s1 ile ortiismeketedir. Kalan 440 bp uzunlugundaki pargasi ise ilk defa izole
edilmistir ve tahmini promoter bdlgesi i¢in biyoinformatik analiz PROMOTER SCAN

biyoinformatik araci kullanilarak belirlenmistir [196].
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Promoter predictions for 1 enkaryotic sequence with score cutoff 0.80 (transcription start shown in larger font):

Promoter predictions for zbg

Start End  Score Promoter Sequence
265 315 100 TTICTTMAMMAAAARMACCCCCCOCGRBRRTTTTT T AAAALY
666 76 0.4 TAGSAGCCTTATRAGCTATCAGTAACTGRGATTACTTCACACAGATET
96 936 0.9 CCTAGACATCTATARAAGGAGMAATACMAARTETGTCACRTET AL
098 1048 0.80  CATAGAGCCATATATAACTATCTTICAGCTSAGACKAGTTCCACCATATS

136 1976 0.97  GCACGGRACCATATARAGTGRCACACARTTTARTCCTTTTCTCATGCACK
099 2149 0.%5  AAGTATGACTIAANTATORTGACETCRCCTTCCTACRAT L TCTGAARR
ML MSL 088 GATTAGGCTTARAAGCCTTTCAATGATGRARAATAAGCCTTTITES
I3 363 084 TAMTACTTTTAATARGCCCTTTCAATAGTIAATCCATGCCTICTATITA
B2 WD 099 TTACTTIACGTATATRAGCCGRGRCARTRAAGGAATACTECTTTTTIITT

33 3965 0.8 TAGACTAGTGIATAAGATAAGRGCSTCARCAGCCTTCT L TTTCATACS

Sekil 3.10: Promotdr bolgesinin belirlenmesi [196]

Sekil 3.10° da belirtilen ve online promotor biyoinformatik araglar kullanilarak
yorumlanan sonuglara gore, tail PZR sonucu elde ettigimiz bolgede olast bir promotor
bolgesi bulunmakta, ve tahmini transkripsiyon baslangic noktas1 ATG kodonundan 156
bp daha yukarida olarak PROMOTER SCAN biyoinformatik aracit kullanilarak

belirlenmis fakat promotoriin dizisinin tamami elde edilememistir [196].
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Tablo 3.2: ZBG molekiiler karakterizasyon ¢alismalarinda kullanilan primerler

Primer Adi1 | Tm Primer Dizisi Kullanim Amaci

FL1F 55-C 5’ TCAGCATGGTTCTTATATTGATTGT 3° Intron tespiti

FL1R 55°C 5> ATTGGTACTACGGGTGAATCAAATA 3’ Intron tespiti

FL2 F 55°C 5> ACTTCTAGCTGCTTTCAAGTATGGA 3’ Intron tespiti

FL2R 55°C 5> TTACCAACTAAGCACCTTATCGAA ¥’ Intron tespiti

Pol3 R 50 -C 5> GATTCCCTTCATGAGAACTATGCTA 3’ Polimorfizm

RTF 50 -C 5’GTAACTGGAGAGTACCCAGAAAGTATG Anlik gosterimli PZR ile

3 kopya sayist ve

ekspresyon profili
belirleme

RTR 50 -C 5> GTGTGCGAATCAGTAAAGTAACTATCA Anlik gosterimli PZR ile

3 kopya sayis1 ve

ekspresyon profili
belirleme

zbgTaill 50 °C AAAGTGAAAATCTGTATGCTTTCAAAC Tail PZR ile promotor
dizinsin belirlenmesi

zbgTail2 50 °C GACAACATCGTCCTTGAACATATTA Tail PZR ile promotor
dizinsin belirlenmesi

zbgTail3 50 °C GTTGACTCTGTGTAAAGTAATCCCAAT Tail PZR ile promotor
dizinsin belirlenmesi

AD1 50-C 5’ NTCGASTWTSGWGTT 3’ Tail PZR ile promot6r
dizinsin belirlenmesi

AD2 50 -C 5> NGTCGASWGANAWGAA 3’ Tail PZR ile promotor
dizinsin belirlenmesi

AD2A 50 -C 5> STTGNTASTNCTNTG 3’ Tail PZR ile promotor
dizinsin belirlenmesi

AD3 50 -C 5> WGTGNAGWANCANAGA 3’ Tail PZR ile promotor
dizinsin belirlenmesi

AD5 50 -C 5> WCAGNTGWTNGTNCTG 3’ Tail PZR ile promotor
dizinsin belirlenmesi

Pol3F 50 -C 5> AAAAAGAGGAGAAGCTAGTGAAAG 3’ Polimorfizm

PoI3 R 50 -C 5 GATTCCCTTCATGAGAACTATGCTA 3’ Polimorfizm

ProbF 50 -C 5 GACATATACAGGACGAAATATCAGGTT 3’ Southern blot

ProbR 50 -C 5> CATACTTTCTGGGTACTCTCCAGTTAC 3’ Southern blot

3.1.1.4 OebGlu Geninin Farkh Zeytin Cesitleri Arasindaki Polimorfizmi

Polimorfizm c¢alismasi i¢in yaklasik 1.5 kb uzunlugunda bir bodlge secilmis ve

farkli gesitler arasindaki polimorfizm incelenmistir. Dis grup olarak Populus tomentosa

beta glukozidaz geni (Gen bankasi no: JX986597), databank verilerine gore yapilan

BLAST analizi sonucu yakinligir nedeniyle se¢ilmistir. Polimorfizm i¢in yapilan PZR

calismasinda kullanilan primerler tablo 3.2 de belirtilmistir.
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Sekil 3.11: Farkli ¢esitlerin OebGlu geni niikleotid dizisi ag¢isindan niikleotid
polimorfizmininin belirlenmesi. Bootstrap degerleri % 50 ve daha az olanlar
belirtilmemistir. Bootstrap analizi i¢in 1000 kopya denenmistir.

Sekil 3.11° da belirtilen ve Bioedit biyoinformatik araglar1 kullanilarak
haziorlanan NJ agacina gore, Ayvalik ¢esitlerine en uzak Gordales ¢esidi goriilmektedir.

Domat, Picual ve Koroneiki gesitleri ise OebGlu genini agisindan Ayvalik gesidine daha
yakin goriilmektedir [194].

3.1.1.5 OebGlu Geninin Kopya Sayisinin Belirlenmesi

OebGlu geninin kopya sayisinin belirlenmesi i¢in, radyoaktif prob kullanilarak
southern blot ¢alismasi yapilmig, bu deneyden sonu¢ alinamadigi i¢in anlik gésterimli

PZR kullanilarak genomik kopya sayis1 belirlenmistir.

3.1.1.5.1 Southern Blot Sonuclari

OebGlu geninin genomik kopya sayisinin belirlenmesi amaciyla Cardiff

Universitesi biinyesinde gerceklestirilen southern blot deneylerinde, OebGlu geni 1
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yerden kesen EcoRV ve iki yerden kesen EcOR1 restriksiyon enzimleri kullanilarak
sekil 3.12°de belirtlidigi gibi genomik DNA’ nin kesilmesi saglanmuistir.

M EcoRI EcorV

ala

Sekil 3.12: Zeytinden izole edilen genomik DNA' nin restriksiyon enzimleri ile
kesilmesi

gDNA’ nin basarili bir bicimde kesildigi sekil 3.12” de goriilmektedir. Kesim
islemi tamamlandiktan sonra sekli 3.13” te belirtilen transfer diizeneginde DNA’ nin

membrana transfer olmasi saglanmstir.
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Sekil 3.13: Southern blot i¢in hazirlanan transfer diizenegi

Tablo 3.2 ’de goriilen primerler ile PZR kuruldu ve Sekil 3.14”deki jel goriintiisii
elde edildi ve P*¥ ile isaretlemesi yapildu.

Sekil 3.14: Prob3 primerleri ile southern blot probunun gériintiisii
Sonug olarak radyoaktif igaretli pro bile yapilan southern blot ¢caligsmalar1 sonucu

OebGlu geninin kopya say1si net olarak belirlenememistir. Bu amagla anlik gosterimli

PZR analizi ile bu sonug elde edilmeye ¢alisilacaktir.
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Tablo 3.3: Anlik Gosterimli PZR ile Kopya Sayisi Belirleme Analizinde Kullanilan

Kontrol Primerleri

Primer Ismi F primer R primer
DGAT 5’CCAAAATAAATT | 5TGAGCCAAATGAGA
(GU357635) CCCCGTGA-3’ ACATGAA-3’
LOX S’TTTTGTCAAGCC | 5AACCCGGTTTCTCCA
(EU678670) ATTCATCG-3’ TTTTT-3°
HPL 5S’GTGGCTTATTTG | 5’ ACTTTGTGCAAAGA
(EUS13350) TTTCAGAGATATG | TAAGGCATATAAC-3’
AT-3’
Oep2LOX1 5’TGAACATAGAG | 5’ATATGGTACGTGTG
(EU513352) AGGCTTCAGAGTT | GCATATTCTTT-3’
T-3’
OeplLOX2 5’CGGCTAAAACA | 5 AAAGCAAGACATTC
(EU513353) ATATACTCAGTGC | TTTTCAACATC-3’
T-3’
OepUbqg 5’AAGACAATTACC | 5CAAAGTGATGGTTT
(AF429430.1) CTTGAAGTTGAGA | TTCCAGTAAGA-3’
-3’
GPDH 5’ACAGCTCCTGGT | 5’ GGCTTGCGTCAAGA
(B2BGU9) AAGGGTGA-3’ AGTCTC-3’
[-aktin 5’GAATTGCCAGAT | 5GAACCACCACTGAG
(Q8GTLJI) GGACAGGT-3’ GACGAT-3’

3.1.1.5.2 Anlk Gosterimli PZR ile OebGlu Geninin Genomik Kopya

Sayisinin Belirlenmesi

Anlik gosterimli PZR ile genomik kopya sayisinin belirlenmesi oldukca
yaygindir [204, 205]. Yapilan c¢aligmalara bakildiginda genel olarak daha onceden
kopya sayis1 belirlenmis genler ile calisilan genin Ct degerlerinin karsilastirilma
prensibine dayanmaktadir [206].Bu ¢alismada kopya sayisi bilinen DGAT (GU357635),
LOX (EU678670) HPL (EUS13350), Oep2LOX1 (EU513352), OeplLOX2
(EU513353), OepUbq (AF429430.1), ubikitin (AF429430.1), GPDH (B2BGU9Y), B-
aktin (Q8GTL3) kullanildi. Bunlardan tek kopyali olan genler; LOX [207], DGAT
[208], HPL [209], Oep2LOX2 [210] ¢ok kopyali genler; Oepl LOX2 [210], GPDH
[211], ubikitin [212] p-aktin [213]. Elde edilen Ct degerlerine oranlayarak cizilen
grafikler Sekil 3.15’te goriilmektedir.

68



Zeytin genomunda Zeytin genomunda bulunan
bulunan tek kopyali genler ~ ¢ok kopyal genler

A A
o AN \

20
15
®m REFERANS
10 GENLER
® OebGlu
5 _
O .

OeDGAT2 OX OepHPL Oep2LOX2 OeplLOXZ GPDH Oepqu Betaactm
Referans Genler

Kat GAPDH

Sekil 3.15: OebGlu geninin anlik gosterimli PZR ile kopya sayisini belirten grafik

Bu ¢alisma verilerine gore, OebGlu geninin Ct degerinin 1 kopya ile zeytin
genomunda temsil edilen genler ile daha yakin oldugu sonucuna varilmistir ve sonug
olarak OebGlu geninin zeytin genomu igerisinde 1 kopya ile temsil edildigi

diistiniilmektedir.

3.1.2 0ebGlu Geninin Fizyolojik Karakterizasyonuna Ait Bulgular

3.1.2.1 Anhk Gosterimli PZR 1Ile Dokusal Ekspresyon Seviyelerinin

Gozlenmesi

Farkl1 zeytin dokularindan elde edilen cDNA’ larin kalip olarak kullanilmasiyla
3 tekrarli olarak yapilan ve tablo 3.2° de belirtilen primerler kullanilarak anlik
gozterimli PZR ile dokular aras1 ekspresyon seviyeleri arasindaki farkliliklar sekil 3.16°

te belirlenmistir.
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Farkh dokulardaki ekspresyon analizi
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Sekil 3.16: Farkli dokulara ait anlik gdsterimli PZR grafigi

Sekil 3.16” te de belirtildigi gibi OebGlu, zeytin bitkisinin tiim dokularinda ifade
edilmektedir. Olgun meyvedeki ekspresyon seviyesi diger dokulardaki seviyelerden
olduk¢a fazladir. Ci¢ek olusumunun meyveye donmeye basladigi temmuz ayindan
olgun meyvenin toplanip islenmek i¢cin en uygun tarih olan aralik ayina kadar meyve
olusumu sirasinda OebGlu geninin ekspresyon seviyesinin gozlenmesi igin belirtilen
tarihlerde toplanan meyve orneklerinden elde edilen cDNA’ lar kalip olarak kullanilarak

tablo 3.2 de belirtilen primerlerle anlik gésterimli PZR yapilmistir.
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Meyve orneklerinin toplandigi aylar

Sekil 3.17: Farkli aylarda toplanan meyve orneklerinde OebGlu geninin ekspresyon
seviyesinin gézlenmesi
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OebGlu geni meyvenin en olgun hali olan kasim ve aralik aylarinda ekspresyon

seviyesinin diger aylara oranla daha fazla oldugu sekil 3.17° de belirtilmistir.

3.1.2.2 Zamansal Olarak OebGlu Geninin Ekspresyon Seviyesinin

Incelenmesi

OebGlu geninin zeytin agacinda gozlenen “var” yili ve “yok” yili iireme durumu
acisindan nasil etkilendigi sorusunun cevaplandirmak amaciyla var yili ve yok yili
durumlarinda agaglardan alinan yaprak Orneklerinden elde edilen cDNA’ lar kalip
olarak kullanilarak tablo 3.2 de belirtilen primerlerle anlik gosterimli PZR yapilmis ve
ekspresyon profili arastirilmistir.

OebGlu geninin ekspresyon profili agisindan “var” yilina ait yapraklardan alinan

ornekler arasinda bir farklilik bulunmadig: Sekil 3.18” de gdsterilmistir.

1.2 -
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Kopya sayisi (ng/ulL)
o
o
1
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N
1

o
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«
@ 4"’ 4"’

. *
& &
DN

"var yilh" aylar

Sekil 3.18: OebGlu geninin “‘var’’ yilina ait yapraklarda anlik gosterimli PZR grafigi

OebGlu geninin ekspresyon profili agisindan “yok” yilina ait yapraklardan

alian ornekler arasinda bir farklilik bulunmadigr Sekil 3.19” de gosterilmistir.
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Kopya sayisi (ng/ul)

"yok yih" aylar

Sekil 3.19: OebGlu geninin ‘‘yok’’ yilina ait yapraklarda anlik gosterimli PZR grafigi
1.2

= = = I = =
0.8
0.6
0.4
0.2

ocak var- martvar- mayis var- temmuz eylil var-  kasim var-
yok yil yok yili yok yili var-yok yili yok yili yok yili

Kopya Sayisi (ng/ul)

o

Calismada kullanilan "var" ve "yok" yillarina ait bazi aylar

Sekil 3.20: "var" ve "yok" yillarin1 beraber gdsteren kopya sayis1 grafigi

OebGlu geninin “var” ve “yok” yillarina ait bazi aylarda alinan 6rneklere ait
kopya sayisi grafigi Sekil 3.20° de belirtilmistir. Kopya sayis1 grafigi, genin periyodisite
ile iliskili olmadig, fakat “var” yilina ait aylarda daha fazla sentezlendigi belirlenmistir.

3.1.2.3 Farkh Zeytin c¢esitleri Arasinda OebGlu Geninin Ekspresyon
Profilinin Belirlenmesi

Farkli zeytin cesitlerinin OebGlu geninin ekspresyon profili agusndan
degerlendirilmesi amaciyla farkli ¢esitlere ait kasim ayinda toplanan meyve

orneklerinden elde edilen cDNA kalip olarak kullanilarak tablo 3.2’ de belirtilen
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primerlerle anlik gosterimli PZR yapilmig ve ekspresyon profili aragtirilmistir ve sekil

3.21° da gosterilmistir.

4.5

3.5

=N
N w

kopya sayisi (ng/ul)
o
ok, W

Cesitlere ait grafik

Farkl zeytin cultivarlar

Sekil 3.21: OebGlu geninin farkli zeytin gesitleri arasindaki ekspresyon profilinin anlik

gosterimli PZR grafigi

OebGlu geninin sekil 3.21” de belirtilen ¢esitler arasi ekspresyon profiline gore,

OebGlu geninin en ¢ok “Gemlik” ¢esidinde ifade edildigi belirlenmistir.

3.1.3 0ebGlu Geninin Biyokimyasal Karakterizasyonu

3.1.3.1 OebGlu Proteininin Pichia pastoris’ te Klonlama Calismalar:

OebGlu geninin protein ekspresyonun belirlenmesi igin ¢alismalar 3 farkli

vektor sistemi kullamildi. ilk olarak Pichia pastoris sistemi kullanildi, ikinci olarak

pet21la vektoriinde denendi ve en son olarak pLATES1 vektorii kullanilarak sonug elde

edildi. Tiim ekspresyon calismalarinda Tablo 3.4’te goriilen primerler kullanildi ve

materyal metot boliimiinde anlatildigi gibi uygun restriksiyon enzimlerinin kesim

bolgelerini igeren primerler ile cDNA kalibindan dehidrin insertii ¢ogaltildi. Daha sonra

uygun restriksiyon enzimleri ile vektor ve OebGlu insertiiniin kesilip ligasyon yapilarak

kompetan hiicreye transformasyonu gerceklestirildi.
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Tablo 3.4: OEBGLU geninin klonlama ¢alismalarinda kullanilan primerler

PRIMERIN ADI PRIMERIN DiZisi Amaci

OebGluclalF: 5’ CA GCC AAA TCG ATC Pichia pastoris’ te
AAA GAA AGG ATC AAA ekspresyon
CGC3

OebGlunotlR 5’ C AAG GAA GCG GCC GCT | Pichia pastoris’ te
TCA TAA GCT AAA CTA G 3 | ekspresyon

Sekil 2.3’de goriildiigii gibi pPICZaC vektoriine klonlamak igin Clal | ve Not |
restriksiyon kesim bolgelerini igeren primerler ile Sekil 3.22°de gorildiigii gibi PZR
yapildi ve araci vektor olan pblueScript Prep SK (+) vektoriine (sekil 2.1) klonlamak

icin jelden geri kazanilarak miktar tayini yapildi.

GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder

bp ng/0.5 pg %

20000 20 4
/ 10000 20 4
7000 20 4

@
@
e
3
=
&

0.5 g/lane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 V/cm, 45 min

Sekil 3.22: OebGlu geninin pPICZalfaC vektoriine klonlanmak amaciyla
amplifikasyonu

Sekil 3.22” de gozlendigi gibi, OebGlu geni 1690 bp uzunlugunda bir cDNA’ ya
sahiptir ve basarili bir sekilde ¢ogaltilmistir. Alt klonlama calismalar1 Stratagene PCR
Script Cloning Kit (Kat. No: 211188) kullanilarak pBlueScript SK+ vektoriine
yapilmustir.

3.1.3.1.1 Koloni PZR ile Rekombinant Kolonilerin Belirlenmesi

PZR Script cloning kit (Stratagene Kat. No: #211188) kullanilarak pblueScript

Prep SK (+) vektoriine klonlanan OebGlu geni, olusan kolonilerden rekombinant olanlarin



tespiti i¢in tablo 3.4> te belirtilen amplifikasyon primerleri ile taranmistir.

GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder

bp ng/0.5 pg %

20000 20 4
/ 10000 20 4
/100 2 4
5000 75 15
20 4

20 4

@
2
e
4
=
5

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 V/cm, 45 min

Sekil 3.23: Koloni taramasi sonucu taranan 16 koloniye ait numaralandirilmis PZR
goriintiisti, Marker, GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder # 1331 (Fermentas,
Vilnius, Lithuania)

Sekil 3.23” te belirtilern koloni taramasi sonucunda, 13 nolu kolonide OebGlu

geninin konlandig1 anlasilmaktadir.

Rekombinant oldugu diisiiniilen 13 nolu koloniden plazmid izole edildi ve Clal

ve Notl enzimleri ile kesildi.

GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder

bp ng/0.5 pg %

20000 20
/ 10000 20
7000 20

'S
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S
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u
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sa

=3

S

nono~

ST O
cowce g1 ;o

1% agarose

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 V/icm, 45 min

Sekil 3.24: Rekombinant plazmidin Clal ve Not 1 restriksiyon enzimleri ile
kesim sonucu agaroz jel elektroforezi goriintiisii: Marker, GeneRuler 1 kb Plus
DNA Ladder # 1331 (Fermentas, Vilnius, Lithuania)

Sekil 3.24° te restriksiyon enzimleri ile kesildikten sonra 1689 bp uzunlugunda

bant gérmemiz bize klonlama isleminin basariyla gerceklestigini géstermektedir.
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Omek, pPICZalfaC vektdriine klonlama calismalar1 icin GenScript, A.B.D.

firmasina gonderilmistir.

Ticari olarak pPICZalfaC vektoriine klonlanan OebGlu geni, E. coli Dh10b
susuna transforme edildi ve boliim 2.2.1.5” te belirtildigi gibi biiyiik 6l¢ekli plasmid

izolasyonu yapildi.

Miktar tayini sonucu plazmidin “500-600 ng / uL oldugu belirlenmistir. Miktar1
belirlendikten OebGlu geninin klonlandigi pPICZalfaC plazmidi Pmel enzimi ile lineer
hale getirildi ve lineer hale getirilen plazmid etanol ile ¢oktiiriiliip temizlenerek
transformasyondan once tekrar miktar1 kontrol edilmek amaciyla sekil 3.25° te

belirtildigi gibi %0,8’ lika garoz jelde yiiriitiildii.

Sekil 3.25: Pmel restriksiyon enzimi ile lineer hale getirilen OebGlu +pPICZalfaC
vektori

Miktar tayini sonucu transforme edilecek linner plazmidin miktarinin, 750 ng /

uL oldugu belirlenmistir.

3.1.3.1.2 Pichia pastoris’ te ifade Edilen OebGlu Proteinine Ait Bulgular

Pichia pastoris’te methanol ile indiiklenerek ifade edilen medyuma salinan
OebGlu proteini, pNPGlu substratina karst gosterdigi en yiiksek aktivitenin hangi

kolonide oldugunun o6l¢iimii i¢in olusan kolonilerden taranan 11 koloni, ve bos
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pPICZalfaC vektoriiniin klonlandig1 6rnek, kor olarak kullanilan kontrol kolonisine ait

protein Ornekleri spektrofotometrik olarak aktivite tayinine tabi tutulmustur. Sonug

olarak tablo 3.5 te de belirtildigi gibi kor ile rekombinant protein aktivitesi arasinda

spektrofotometrik bir fark bulunamamastir.

Tablo 3.5: OebGlu proteininin aktivite dl¢limiine ait veriler

Ornek Adi

Kor 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
OD 45
Degeri 0,167 | 0,103 0,121 | 0,104 | 0,089 0,1 |0,088 | 0,088 | 0,079 | 0,243 | 0,118 | 0,198

Proteinin tretilip fakat aktif bir protein olmamasi durumunun kontrolii amaciyla

protein numuneleri ile SDS-PAGE -elektroforezi yapildi. OebGlu proteini ile bos

vektorii igeren kontrol grubu arasinda SDS-PAGE elektroforezinde de bir fark

bulunamadig: sekil 3.26° da belirtilmistir.

kDa

—-116.0

— 66.2

— — 45.0
—— 35.0
—|—  25.0

— 184
— 144

Gel

Sekil 3.26: Pichia pastoris te ifade edilen OebGlu proteininin SDS-PAGE goriintiisii,
M: Markir Fermentas Thermo Scientific Unstained Protein Molecular Weight Marker ,
(Fermentas, Lithuania)

Sonug olarak OebGlu proteininin Pichia pastoris 'te ifade edilemedigi kanaatine
varild.
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3.1.3.2 OebGlu proteininin Escherichia coli’ de ifade edilmesi ile Tlgili

Bulgular

3.1.3.2.1 pET21a Vektorii Kullanilarak Yapilan Calismalara Ait Bulgular

PZR™S/GW/TOPO® TA Cloning® Kit (Invitrogen,Kat.No: s K2500-20)
dahilinde bulunan PZR™8/GW/TOPO® TA vektoriine klonlama yapilabilmesi igin
OebGlu, tablo 3.6’ da belirtilen primerler ile PZR yapildi.

Tablo 3.6: pET21a vektoriine klonlamaamagli kullanilan primerler

Primer Adi Dizisi Tm
OEBGLU ECOR1F GAGCACCGAATTCTGCAATGGATATCCCAAGC | 55 C
OEBGLU HindlIIIR GAAGCACTAGTTTCGAAAGCTAAACTAGGTGC | 55 <C

Sonug olarak sekil 3.27° de belirtildigi gibi istenilen uzunluktaki PZR bandi

basariyla cogaltilmistir.

GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder

bp ng/0.5 pg %

20000 20 4
/ 10000 20 4
/7000 20 4

5000 75 15
4000 20 4

@
2
e
s
=
&

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 V/iem, 45 min

Sekil 3.257: OebGlu PZR jel gorintiisii, Markir: Marker, GeneRuler 1 kb Plus DNA
Ladder # 1331 (Fermentas, Vilnius, Lithuania)

PZR™8/GW/TOPO® TA

vektoriine yapilan klonlama

sonucu olusan

kolonilerden PZR ile rekombinant koloniler tarandi. Sekil 3.28” de pozitif kolonilerde

OebGlu geni wizunlugunda PZR bandi goriilmektedir.
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GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder

bp ng/0.5 pg %

0 8 cm length gel,
1XTAE, 7 V/em, 45 min

Sekil 3.268: Rekombinant kolonilerin belirlenmesi amciyla yapilan 9 adet koloniye ait
koloni PZR jel gorintiisii, M: Markir GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder # 1331
(Fermentas, Vilnius, Lithuania), 1-9 sirayla taranan koloni numaralari

Sekil 3.29 da belirtilen pozitif kolonilerden plazmid izole edilerek EcoR1 ve
HindIII restriksiyon bdlgelerine sahip OebGlu geni, ayn1 enzimlerle kesilerek pET21a

vektoriine klonlamak icin hazir uglar elde edildi. Kesimin kontrolii olarak halkasal

plazmid en son sirada jele yiiklendi.

(ieneRuler 1 kb Plus DNA Ladder

Sekil 3.279: Rekombinant Topo TA plazmidinin EcoR1 ve Hindlll enzimleriyle
kestikten sonraki restriksiyon jel goriintiisii, M: Markir GeneRuler 1 kb Plus DNA
Ladder # 1331 (Fermentas, Vilnius, Lithuania), 1-10 sirayla kesilen ayni plazmide ait
ornekler, 11: Kontrol olarak kullanilan halkasal plazmid

OebGlu geninin kesiminin yapildigi EcoR1 ve HindlII restriksiyon enzimleri ile

halkasal pET21a vektorii de kesilerek ligasyon igin uygun restriksiyon uglari

olusturuldu. Kesimin kontrolii olarak halkasal plazmid en son sirada jele yiiklendi.
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(GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder

bp ngl05 g %

W ¢
00 4

[
// 100 2 4

5000 75 15

Sekil 3.30: pET21a vektoriiniin EcoR1 ve HindlIII restriksiyon enzimleri ile kesimine
ait jel goriintiisii, M: Markir GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder # 1331 (Fermentas,
Vilnius, Lithuania), 1-8 sirayla kesilen ayni plazmide ait 6rnekler, 11: Kontrol olarak
kullanilan halkasal plazmid

Sekil 3.30” da goriildiigii gibi halkasal vektor ¢ift bant olarak goriiliirken kesilen
pET21a vektorii tek bant olarak goriilmektedir. Ayni zamanda halkasla plazmid ile
lineer plazmidler arasinda elektroforezdeki hizlarindan dolay1 uzunluk farki varmis gibi

de goriilmektedir. Bu durumda restriksiyonun basarili bir bicimde gerceklestigi

diisiiniiliip, kesllen iirtinlerin jelden geri kazanilmasi islemi gerceklestirilmistir.

Qiagen Jel priifikasyon kiti ile jelden geri kazanilan EcoR1 ve Hindll enzimleri
ile kesilen OebGlu ve Pet21a, miktar tayini i¢in 1 pl 6rnek kullanilarak Sekil 3.31” de
belirtildigi gibi % 0,8’ lik agaroz jelde yiirttiildii.
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GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder

bp ng/0.5 pg %

5000-bp 5000 75 1

4000 20 4
— 3000 20 4
— 2000 20 4

20000 20 4
/ 10000 20 4
/ 7000 20 4

5

1500-bp]

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 V/cm, 45 min

Sekil 3.281: Restriksiyon enzimleri ile kesilen OebGlu ve pET21a' nin miktar tayini jel
fotografi, M Markir GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder # 1331 (Fermentas,
Vilnius, Lithuania), 1: Kesilen ve saflastiritlmis OebGlu, 2: Kesilen ve saflagtirilmis
pET21a vektori

Sonug olarak jelden geri kazanilan OebGlu i¢in = 70 ng / ul, pET21a i¢in = 40-

50 ng / ul oldugu belirlendi.

Farkli kosullarda bir ¢ok ligasyon ve transformasyon denemesi yapilmasina
ragmen transformasyon sonucu elde edilen koloniler koloni PZR ile taranmis, fakat

klonlamanin basarisiz oldugu gozlenmistir.

3.1.3.2.2 pLATES1 Vektorii Kullamlarak Yapilan Cahsmalara Ait

Bulgular

pET21a vektorii kullanilarak yapilan klonlama c¢alismalarinda basarili
olunmadigi i¢in toksik genlere ve plasmid kararsizli1 gibi durumlar igin 6zellesti,rilmis
pLATES]1 ekspresyon vektoriine yapilacak klonlama ¢alismalarinda kullanilan primerler

tablo 3.7’ de belirtilmistir.
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Tablo 3.7: pPLATES]1 vektoriine yapilacak klonlama ¢alismalarinda kullanilan primerler

PRIMERIN ADI | PRIMER DIiZiSi

OEBGLU F 5> GGTGATGATGATGACAAGATGGATATCCAAAGCAACGTCCTGACG 3’
OEBGLU R 5> GGAGATGGGAAGTCATTAGGTGCTGCCTCTAAGCCTTTTACGAGC 3°
LIC Forward 5 TAATACGACTCACTATAGGG 3

Sequencing primer,

LIC Reverse 5' GAGCGGATAACAATTTCACACAGG 3

Sequencing primer

Tablo 3.7’ de belirtilen OebGlu F ve OebGlu R primerleri ile yapilan PZR

reaksiyonuna ait agaroz jel goriintiisii sekil 3.32° de belirtilmistir.

OebGlu PZR, M

GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder

bp ng/0.5 pg %

20000 20
/ 10000 20
Y/, 7000 20
5000 75
4000 20
— 3000 20
— 2000 20
— 1500 80

— 1000 25

-
(ESaT1 &2 BN S, Y - - T NS S SN J | I - S O
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1% agarose

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 V/cm, 45 min

Sekil 3.292: OebGlu genini pLATES1 vektoriine klonlama amaci ile yapilan PZR' a ait
jel elektroforezi goriintiisii, M: Markir GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder # 1331
(Fermentas, Vilnius, Lithuania)

PZR sonucu elde edilen bantlar jelden geri kazanilarak saflastirildi. Miktar tayini
sonucu elde edilen iiriinlin, 75-80 ng / uL oldugu belirlenmistir. Ligasyon i¢in 7 pL
PZR {iriinti, 1 pL taq polimeraz enzimi, 1 pL ligasyon tamponu ile 5 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra, 0,6 pL EDTA ilave edildi. 1 pL PLATES1 vektorii
eklendi ve 40 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 5 pL ligasyon iirlinii
Dh10b kompetan hiicrelerine transforme edildi. Bir gece 37 <C’ de ikniibasyondan sonra
elde edilen kolonilerden, tablo 3.7’ de belirtilen LIC Forward Sequencing primer ve

LIC Reverse Sequencing primer ile koloni taramasi yapildi. Koloni PZR sonucu
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rekombinant kolonilerden OebGlu genine ait1689 bp ve vektore ait 266 bp olmak iizere
toplam ~2000 bp uzunlugunda PZR bandi olmas1 beklendi. Sekil 3.33’ te belirtilen jel
elektroforezi goriintiisiinde; M: Markir, taranan 10 adet koloniye ait PZR fiiriinleri ise
sirayla yiikklenmistir. 2, 5, 6 ve 7 numarali kolonilerin Rekombinant oldugu

distiniilmektedir.

(ieneRuler 1 kb Plus DNA Ladder

bp ngl05pg %

Sekil 3.303: Rekombinant kolonilerin belirlenmesi i¢in yapilan koloni taramasina ait jel
elektroforezi goriintiisii, M: Markir GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder # 1331
(Fermentas, Vilnius, Lithuania)

3.1.3.3 0ebGlu Proteininin Karakterizasyon Cahsmalari

OebGlu geni pLATES1 vektoriine klonlanip E. coli’ de ifade edilmesiyle protein
karakterizasyonu c¢alismalarina devam edildi. ifade edilen rekombinant proteinin varligi
SDS-PAGE elektroforezi ile goriintiilenmek istendi. Sekil 3.34” te belirtilen protein

ornekleri esit yiikkleme yapildi.
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Sekil 3.314: Rekombinant OebGlu proteininin ifadesine ait SDS-PAGE jel elektroforezi
goriintiisii, M:Markir Fermentas Thermo Scientific Unstained Protein Molecular Weight
Marker , (Fermentas, Lithuania),1:indiiklenmemis OebGlu+pLATE 51, 2: I1saat
indiiklenmis OebGlu+pLATE 51, 3: 3 saat indiiklenmis OebGlu+pLATE 51 ham
ekstrakt, 4: 3 saat indiikklenmis OebGlu+pLATE 51 protamin siilfat sonrasi siipernatant,
5: 3 saat indiiklenmis OebGlu+pLATE 51 pellet, 6: Indiiklenmemis kontrol plazmit, 7:
Isaat indiiklenmis kontrol plazmit, 8: 3 saat indiiklenmis kontrol plazmit 51 protamin
stilfat sonrasi siipernatant

Sonug olarak OebGlu’ nin ekspresyonu tam olarak ispatlanamamustir. Proteinin

varligiin ispatlanmasi amaciyla Sekil 3.35” te belirtildigi gibi western blot yapildi.

M 1 2

|:> -67 kDa

Gel Blat

Sekil 3.325: Rekombinant OebGlu proteine ait Western blot analizi, M: Markir
PageRuler™ Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Fermentas, Lithuania),1:
Indiiklenmemis control, 2: OebGlu
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100 kDa

70 kDa

55 kDa

Sonug olarak OebGlu proteini, his-tag antikoruna affinite géstermis ve ifade

edildigi ispatlanmistir.

3.1.3.3.1 OebGlu Enziminin Saflastirilmasi

Ni-NTA affinite yontemi ile Ni-NTA Spin Kit Qiagen, Almanya kullanilarak
OebGlu enzimi saflagtirilmig, aktivite 6lglimleri ve diger biyokimyasal deneyler saf
enzim tizerinden yapilmigtir. Sekil 3.36° de saflastirilmis OebGlu proteininin SDS
PAGE jel elektroforezi goriintiisii bulunmaktadir. Ornekler sirayla;

C—> 7kDa

Sekil 3.36: Saflagtirilmig OebGlu enziminin SDS PAGE jel elektroforezi goriintiisii, M;
PageRuler Plus Prestained Protein Markir (10-260 kDa) Fermentas, 1; ham ekstrakt, 2;
saflagtirilmis rekombinant OebGlu protein olacak sekilde yiiklenmistir.

Sonug olarak OebGlu proteininin etkin bir sekilde saflastirildigi, ve yaklagik 67
kDA molekiiler agirliga sahip oldugu SDS PAGE elektroforezi sonucu kanitlanmigtir.
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3.1.3.3.2 OebGlu Enziminin Aktivite Ol¢iimiine Ait Veriler

OebGlu enzimi, ticari olarak bulunan substratlar ile pNPGlu substratina karsi

gosterdigi rolatif aktiviteye ait veriler tablo 3.8 de belirtilmistir.

Tablo 3.8: OebGlu enziminin rolatif aktivitesi

Substrat Relative Aktivite (%)
pNPGlu 100
pNPGal 22,5
oNPGlu 19,5
oNPGal 20,7

Sekil 3.37° de OebGlu enziminin 4-MUG substratina karsi ilgisine ait UV 15181
altinda incelenen native jel goriintiisii belirtilmis, sonu¢ olarak rekombinant OebGlu

enziminin 4-MUG substratina kars1 ilgisinin oldugu belirlenmistir.

+
Sekil 3.337: OebGlu enziminin 4-MUG substratina kars1 aktivitesi
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3.1.3.3.3 OebGlu Enziminin Optimum Sicakhk ve pH degerlerinin
Belirlenmesine Ait Bulgular

Sonug olarak, OebGlu enzimi, en yiiksek aktiviteyi pNPGlu substratina karsi
gostermistir. En yiiksek ilgi duydugu substrat belirlendikten sonra optimum sicaklik
(sekil 3.38) ve pH (sekil 3.39) degerlerinin belirlenmesi icin pNPGlu substrati
kullanildi. Optimum sicaklik belirlenmesi ig¢in enzim ve substrat p-NPG solusyonu
karigimi 25-65°C° de 30 dakika muamele edildi ve reaksiyon 0.5 M NaCOs ile
durdurularak 410 nm’ de OD degeri gozlendi. Zeytin beta glukozidaz enzimi tizerine pH
etkisini aragtirmak i¢in 25mM NaAc buffer (3.0-5.8), Sitrat-fosfat buffer (3.0-7.0) ve
fosfat (6.0-8.5) bufferlar1 kullanilmistir.

180 - Optimum Sicaklik
160 -

140 -
35120 +
~100 -
80 -
60 -
40 -
20 ~

0 T T T 1
0 20 40 60 80

Sicaklik (° C)

EU

Aktivite

Sekil 3.348: OebGlu enzimine ait optimum sicaklik grafigi
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200 +

150 -

Aktivite (EU)
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o

o
I

0 2 4 6 8 10 12

Sekil 3.39: OebGlu enzimine ait optimum pH grafigi

Sekil 3.38” de belirtilen optimum sicaklik grafigine goére, OebGlu enzimi en
yiiksek aktiviteyi 37 °C sicaklikta, sekil 3.39° da belirtilen optimum pH grafigine gore
ise en yiiksek aktiviteyi pH: 8.0° da gostermektedir.

3.1.3.3.4 OebGlu Enziminin Amonyum Siilfat Coktiirmesine Ait Veriler

OebGlu enzimi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi % araligi belirlenmesi igin
uygulanan amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu, OebGlu proteini tablo 3.9 da da

belirtildigi gibi %30-70 aralifinda ¢okmektedir.
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Tablo 3.9: OebGlu enziminin amonyum siilfat ¢oktiirmesine ait degerler

Amonyum
sulfat
¢Oktiirme
% arahgi

0-10

10-20 | 20-30

30-40

40-50

50-60

60-70

70-80

80-90

90-100

EU

1041,084

0,036585 | 3354,521

4786,649

36585

6300,85

63558

0,036585

0,036585

7981,397

Protein
miktan

0.129

0.208 0.307

0.181

0.571

0.828

0.905

0.585

0.449

0.155

3.1.3.3.5 OebGlu Enziminin Km ve Vmax Degerlerinin Hesaplanmasina

Ait Bulgular

denklemi esas alinarak hesaplanmistir.

y =0.2036x + 0.0396
R?=0.9989

10

Sekil 3.40: OebGlu enziminin Vmax degerini gosteren grafik

substrat ve enzim ¢ozeltisinin hacimleri tablo 3.10” da belirtilmistir.
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OebGlu enziminin Km ve Vmax degerleri sekil 3.40° ta belirtilen grafik

OebGlu enziminin Km ve Vmax degerlerinin belrilenmesi amaciyla kullanilan




Tablo 3.10: OebGlu enziminin pNPG substrati kullanilarak, Km ve Vmax degerlerinin
tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri, aktivite, 1/V ve 1/[S]

50 mM Enzim Substat Kuyudaki | Kuyudaki | AA Aktivite | 1/v*10* | 1/[S]
NaAc cozeltisinin | cozeltisinin | toplam substrat (405 | (U/ml
Tamponu | Hacmi (uL) | Hacmi (uL) | hacim kons. [S] nm) dak)
(nL) (nL) (mM)
65
5 0.178571 0.02 | 0.849593 | 5.6 1.177033
60 10
0.357143 0.042 | 1.743902 | 2.8
55 15
0.535714 0.047 | 1.947154 | 1.866667
50 20
70 140 0714286 | 0.062 | 2.556911 | 1.4
45 25
0.892857 0.083 | 3.410569 | 1.12 0.293206
40 30
1.071429 0.106 | 4.345528 | 0.933333
35 35
1.25 0.126 | 5.158537 | 0.8 0.193853
30 40
1.428571 0.151 | 6.174797 | 0.7
25 45
1.607143 0.166 | 6.784553 | 0.622222
20 50
1.785714 0.168 | 6.865854 | 0.56 0.145648
15 55
1.964286 0.183 | 7.47561 0.509091
10 60
2.142857 0.191 | 7.800813 | 0.466667 | 0.128192
5 65 2.321429 0.203 | 8.288618 | 0.430769

Sonug olarak OebGlu enziminin Vmax degeri: 25.25 EU, Km degeri ise 5.14
mM olarak belirlendi.

3.1.3.3.6 OebGlu Enziminin Inhibitor ve Aktivatorlerinin Tayini ve ICsp

Degerlerine Ait Bulgular

Yapilan literatiir taramas1 sonucu OebGlu enzim aktivitesini aktive ya da inhibe
edebilecek maddeler belirlendi. inhibitorler igin ICsy degerleri hesaplandi. Glukoz ve §-
glukanolakton beta glukozidaz enzimlerinin genel inhibitorleri olduklari i¢in bu
maddelerin inhibisyona etkisi pNPGlu substrati kullanilarak incelendi. Ayrica farkli
metallerin OebGlu enzimi lizerine etkisi arastirildi. Tablo 3.11” de Zeytin  glukozidaz
enzimi lizerinde inhibisyon etkisi arastirilan maddelerin 1Csy degerlerinin bulunmasinda
kullanilan ¢ozelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, inhibitor

konsantrasyonlari ile elde edilen veriler belirtilmistir.
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Tablo 3.11: Zeytin B glukozidaz enzimi {izerinde inhibisyon etkisi arastirilan
maddelerin 1Csy degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zelti miktarlart ve bunlara

karsilik gelen substrat, inhibitor konsantrasyonlart ile elde edilen sonuglar.

50 mM Inhibitér | Enzim Substat Inhibitor Kuyudaki AA Aktivite % Aktivite
NaAc ¢ozeltisinin ¢ozeltisinin ¢Ozeltisinin inhibit6r (405 (U/ml dak)

Tamponu Hacmi (pL) Hacmi (uL) Hacmi (uL) kons. [1] nm)

(19) (mM)

60 - 0 0,095 1.977444 99.99998
50 10 0.0025 0,091 1.877193 94.93027
40 0,05 M 70 70 20 0.005 0,089 | 1.827068 92.39542
30 MgCl, 30 0.0075 0,071 | 1.37594 69.58174
20 40 0.01 0,068 1.300752 65.77945
10 50 0.0125 0,050 0.849624 42.96577
- 60 0.015 0,041 | 0.62406 31.55893
60 - 0 0,094 1.952381 100

50 10 0.0025 0,298 7.065163 361.8742
40 0,06 M 70 70 20 0.005 0,389 9.345865 478.6906
30 MnCl, 30 0.0075 0,484 11.72682 600.6418
20 40 0.01 0,746 18.29323 936.9705
10 50 0.0125 0,844 20.74937 1062.773
- 60 0.015 1,018 25.11028 1286.136
60 - 0 0,102 2.553885 99.99999
50 10 0.00025 0,114 2.253133 88.22374
40 0,005 M 70 70 20 0.0005 0,106 2.052632 80.37291
30 CuCl, 30 0.00075 0,111 1.802005 70.55936
20 40 0.001 0,112 1.350877 52.89499
10 50 0.00125 0,104 1.100251 43.08145
- 60 0.0015 0,099 1.050125 41.11874
60 - 0 0,104 2.203008 99.99998
50 10 0.0025 0,244 5.711779 259.2718
40 0,05M 70 70 20 0.005 0,282 6.66416 302.5028
30 Fe.Cls 30 0.0075 0,302 7.165414 325.2559
20 40 0.01 0,317 7.541353 342.3207
10 50 0.0125 0,326 7.766917 352.5596
60 - 0 0,092 1.902256 99.99998
50 10 0.0025 0,089 1.827068 96.04741
40 0,05 M 70 70 20 0.005 0,079 1.576441 82.87218
30 CdCl, 30 0.0075 0,062 1.150376 60.4743
20 40 0.01 0,059 1.075188 56.52173
10 50 0.0125 0,050 0.849624 4466402
- 60 0.015 0,044 0.699248 36.75889
60 - 0 0,105 2.22807 100

50 10 0.00025 0,101 2.12782 95.50057
40 0,006 M 70 70 20 0.0005 0,098 2.052632 92.12599
30 Ni,NOs 30 0.00075 0,089 1.827068 82.00226
20 40 0.001 0,071 1.37594 61.75479
10 50 0.00125 0,066 1.250627 56.13049
- 60 0.0015 0,051 0.874687 39.2576
60 - 0 0,094 1.952381 100

50 10 0.00025 0,090 1.85213 94.86521
40 0,006 M 70 70 20 0.0005 0,079 1.576441 80.74454
30 Zn;NOs 30 0.00075 0,065 1.225564 62.77278
20 40 0.001 0,058 1.050125 53.7869
10 50 0.00125 0,042 0.649123 33.24775
- 60 0.0015 0,037 0.52381 26.82927
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Farkli metallerin rekombinant OebGlu ve total OebGluenzim aktivitesi iizerine
etkisi karsilagtirllmali olarak sekil 3.41° de belirtilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda daha
once Kara ve arkadaslari [126] tarafindan saflastirilan total zeytin beta glukozidaz
enzimi lizerinde etkisi aragtirlimis farkli inhibitor ve metaller ile kiyaslama yapilmus,
ayrica farkli metallerin enzim aktivitesi iizerine etkileri de arastirilmistir. Sonug olarak
demir ve manganin rekombinant OebGlu enzim aktivitesini arttirdig tespit edilmistir.
Enzimin bilinen genel inhibitorlerinden c¢alisma kapsaminda ICsy degerleri ve etkisi
arastirilan o-glukanolakton ve glukoza ilaveten test edilen farkli metallerden MgCl;,
MnCl,, CuCl, CdCly, NizNO3 ve ZnNOs’ iin de enzim aktivitesini inhibe ettikleri tespit
edilmis ve 1Csp degerleri belirlenmistir (Sekil 3.41). ICso degerlerinin belirlenmesinde

kullanilan denklemler tablo 3.12” de belirtilmistir.

1CuMga, Y20 01

Inhibitér Rekombinant Total OcbGlu ICs0
OebGlu ICso degeri [126]
degeri

1CuCul;  yed20580+59578
R=09783

2,6mM 0,23mM

234mM 105.5mM e | YT AT+ 10808

R'=09857
11.8 mM

Aktivitesini
arttinyor

1.8mM 6,1mM

Aktivitesini Aktivitesini
arttiryor arttiryor

1149 mM 038 mM

BB8sas

1,36 mM 0,63 mM

o 8 8 8

1,02 mM

1€ Z0yNOy

yu-528150+ 10422,
Re08882

T *
L0l
H
D

Sekil 3.41: Farkli metallerin OebGlu enzim aktivitesi iizerine etkisini ve ICsg
degerlerinin bulunmasinda kullanilan grafikler

OebGlu enzim aktivitesi tizerine etkisinin aragtirilan maddeler i¢in kullanilan
grafikler tablo 3.12° de detayli olarak belirtilmistir.
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Tablo 3.12: OebGlu enzim aktivitesi tizerine etkisinin arastirilan maddeler igin
kullanilan grafikler

ICso degerleri arastirilan madde Elde edilen grafik

0,01 M 3-glukanolakton y =-10.38x% + 7.49x + 100.28
R2=10.98

0,01 M glukoz y = -22.486x + 102.66
R2=0.9757

0,05 M MgCl, y =-0.1811x" - 2.0822x + 101.36
R2=0.9751

0,05 M MnCl, y =77.407x + 109.03
R2=0.9857

0,005 M CucCl, y = -42.058x + 99.579
R2=0.9783

0,05 M Fe,Cl; y = -1.8202x° + 41.508x + 127.71
R2=10.9341
y = -4.5549x + 102.35

0,05 M Cdcl, R2=0.9706

0,005 M Ni,NO; y = -41.62x + 106.47
R2=0.9484

0,005 M Zn,;NO3 y =-52.815x + 104.22
R?=10.9842

3.2  Zeytin Metallotionein Genine (OeMT2) Ait Bulgular

3.2.1 0eMT?2 Geninin Molekiiler Karakterizasyonuna Ait Bulgular

3.2.1.1 0eMT?2 Geninin Biyoinformatik Analizi

c¢DNA dizisi Diindar ve arkadaslar1 [167] tarafindan elde edilen zeytin bitkisine
ait metalotionein geni dizisi, biyoinformatik ve molekiiler analizler sonucu tip II
metalotionein proteinini kodladigi belirlenmigtir ve OeMT2 olarak isimlendirilmistir.
OeMT2 genine ve proteinine ait Bioedit [194] biyoinformatik aract yardimiyla

hazirlanan niikleotid ve aminoasit kompszisyonlar1 sekil 3.42 ve 3.43’ te belirtilmistir.
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Nucleotide
Sekil 3.42: OeMT2 geninin niikleotid kompozisyonu

Sekil 3.42° de belirtilen niikleotid kompozisyonuna gore; OeMT2 geninin A+T
oraninin %49,6, G+C oraninin ise %50,4 oldugu belirlenmistir. Ayrica bu genin ¢ift

zincirli halinin molekiiler agirhiginin da 153243 dalton oldugu tespit edilmistir.

Acik Okuma Cercevesi: 83 aa Molekil Agirhg:: 8,405 kD

Aming Acid Compasiion
ckfh 1-52TsaglamTto2 TEFrame 83aa noncoding®@aalRF

=

Sekil 3.43: OeMT2 geninin ait aminoasit kompozisyonu

Sekil 3.43” te belirtilen aminoasit kompozisyonu ise OeMT2 proteininin de

metallotionein proteinlerinin karakteristik 6zelligi olan sistein rezidiileri agisndan
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zengin oldugunu gostermektedir. Ayrica apolar bir aminoasit olan glisin rezidiileri de

diger aminoasit rezidiilerine oranla fazla miktarda bulunmaktadir.

Sekil 3.44° de TargetP [214] programi ile OeMT2 proteininin hiicre igerisindeki

lokalizasyonunun belirlenmesi gosterilmektedir.

Name Len ¢fP  mIP SP other Loc R(
ck9 83 0,164 0.130 0,137 0.825 _ 2
cutoff 0,000 0,000 0,000 0,000

Sekil 3.44: TargetP programi ile OeMT2' nin lokalizasyonunun belirlenmesi [214]

Buna gore; OeMT2 proteini plastidlerde ya da mitekondride bulunmamakta,

yiiksek oranda sitosolde bulunmaktadir.

Proteine ait ti¢ boyutlu yap1 I-Tasser program ile elde edildi [203]. Yapilan
polimorfizm c¢alismasinda, OeMT2 protein polimorfizmi a¢isindan zeytin cesitleri
arasdinda {i¢ temel grup olusturdu. Bufarkin incelenmesi i¢in bu farkli gruplara ait
cesitlerden her birinin {i¢ boyutlu yapisi sekil 3.45’ te de belirtildigi gibi belirlendi.
Ayvalik group

Uslu group Cormona group

Sekil 3.355: I-Tasser programi ile olusturulan OeMT proteininine ait {i¢ boyutlu yapist
[203]
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Uslu, Gordales ve Negral ¢esitlerinden olusan Uslu grubunda 3 adet f-
tabakasi, 1 a-heliks ve 2 disiilfit bagi, Cormona grubunda (tek gesit) 1 p-tabakasi, 3 -
heliks ve 2 disulfit bagi ve Ayvalik grunda ise (¢alisilan gesitlerin digerleri), 2 B-
tabakasi, 1 a-heliks ve 4 disulfit bagi bulundurmaktadir.

Sekil 3.46° da belirtilen SOSUI sinyal peptid analizine gore, OeMT2 proteini
sinyal peptid igermemekle birlikte soluble bir proteindir [201].

This amino acid seguence has no signal peptide.

This amino acid seguence is of a SOLTUBLE PROTEIMN.

Sekil 3.366: OeMT2 proteinine ait SOSUI sinyal peptid analizi [201]

3.2.1.2 0eMT2 Geninin intronunun Belirlenmesi

OeMT2 geninin intronunun belirlenemsi amaciyla kullanilan primerler tablo

3.13’ de belirtilmistir.

Tablo 3.13: OeMT2 deneylerinde kullanilan primerler ve kullanim amaglari

Primer Ad1 | Tm | Primer Dizisi Kullanim Amaci
CkOFL F 50 | 5’ GGT GAT GAT GAT GAC AAG ATG TCT TGC AAT Intron tespiti
°C | GGAGGA AACTGT GGAT 3’
Ck9FL R 50 | 5 GGA GAT GGG AAG TCATTATTT GCA ATT GCA Intron tespiti
°C | TGGATT GCAAGAGCY
Ck9pol F 55 | 5 CTGACGTAGTGCTCGAGCTTCATTTCG 3’ Polimorfizm
°C
Ck9pol R 55 | 5" GAATCCTTATATCATCCTTGAG 3’ Polimorfizm
°C
Ck9Alicator 5 Klonlama ve ekspresyon
F GGTGATGATGATGACAAGATGTCTTGCAATGGAGGAA
ACTGTGGAT 3’
Ck9Alicator 5’ Klonlama ve ekspresyon
R GGAGATGGGAAGTCATTATTTGCAATTGCATGGATTG
CAAGAGC 3’
CkORT F 5’ GAATTGTATGAATGTTTTGGGTAAATC Anlik gosterimli PZR ile
3 kopya sayis1 ve ekspresyon
profili belirleme
CkORT R 5’ TTGGTTTTTCGGTATATAATTAAGCAG Anlik gosterimli PZR ile
kopya sayis1 ve ekspresyon
3’ profili belirleme
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Sekil 3.47° de belirtilen intronun tespiti i¢in yapilan PZR calismasinda, gDNA

ve cDNA kalip olarak kullanilarak intronun tespiti jel iizerinde de gosterilmistir.

M 1 2 GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder

bp ng/0.5 pg %

20000 20 4
10000 20 4
7000 20 4
5000 75 15
4000 20 4
20
)00 20 4
— 1500 80 16

500
300

100

1000 25 5
25 5
75 15
25: 5
25 5
25 5

2% 5

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1X TAE, 7 V/cm, 45 min

Sekil 3.377: OeMT2 geninin intronunun belirlenmesi amaciyla yapilan PZR' a ait jel
elektroforezi goriintiisii, M: Markir, 1: cDNA PZR, 2: gDNA PZR, olarak agaroz jele
yiiklenmistir.

Yapilan dizi analizi sonucu OeMT2 geninin 107 ve 117 bp olmak iizere iki adet

intron igerdigi belirlenmistir. NCBI very tabanindan elde edilen Blast analizi sonucu

intronlara ait bolgeler sekil 3.48’ de belirtilmistir.

Color key for alighment scores

<40 40-50 B20-200 ~=200

auen] | ] | ] |
1 150 300 450 600 750

Sekil 3.388: Intronlarin varligii gosteren NCBI blast analizi goriintiisii

0OeMT2 genine ait intron ve ekzonlarin dizileri sekil 3.49” da belirtilmistir.
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5 UTR Forward primer
tcttaattccagataatacaagcaaagataattcaagcaaaaa

e CTTGCAATGGAGGARACTGTGGATGTGGCTCTAGCTGTAAGTGCGGCAACGACTGCGTATGETCAG
M S CNGGNGCGCGS S CZKCGNTDCV

A AT COCAT CART T CARTCCATARATTATGATIGAA CGTGCAAGATGTACCCTGATT TGAGCTAT

R C K MY P DL S Y
ACGGAGGCTACTGCAACCACCGCTGAGACGGTCATCCTTGGCGTTGCACCTCAAAA
T EATATTAETV I L GV A P QK

AT T ATGAAT T TCTTGAATATTTCAGA TATTTTGGGGATTCCGAGTCCGAGATGGGTGCTGCTGCAACT

Yy ¥F G DS ESEMGAA AA AT

AN GTGCARATCOGGACATAATICCACTICCRATCCATGCRAT A agoac agoac
ENGCIZ X CGDNTCTT CNUZPTCNC *  Reverse primer

cgtcagaatcaaaagcagagttgaacaaaaaaaatgagtattagtaatgaattgtatgatgttttgggta
aatcgtcattattagttgatgatgattaatatgtgcctctataataaagtggccatgagagttgttgatt
tgtggctggttgaagtctgaagtaatttataatgtttgtaatatcgtctectgcttaattatataccgaaa
aaccaaaatttctttcaaaaaaaa 3 UTR

Sekil 3.399: OeMT2 geninin intron ve ekzonlariina ait niikleotid dizileri, Gri boyali
alanlar intronlari, siyah kutucuk igerisine alinmis boélgeler ise baslangic ve bitis
kodonlarini géstermektedir.

0OeMT?2 proteininde bulunan korunmus sistein rezidiileri ve OeMT2 proteinin

farkli bitkilerde bulunan gesitli metallotionein proteinleri arasindaki polimorfizmi Sekil

3.50 ve sekil 3.51° de gorsterilmistir.

3.2.1.3 0eMT2 Geninin Polimorfizm Calismalarina Ait Bulgular

& o v ' K] vo4 [
T TN U Uy U PO PEPPN FUDRY PP PPN PRI PRSI PP SURTY PUUPS JUUY PERPL PR PRI |
Olea europea MS-CNGGNCGCGSSCKCG- - - -NDCGGCKMYPDLSYTEATATTAETVILGVAPQK- - 5 ---AAATENG-CKCGDNCTCNP - -
Camellia sinensis MS-CCGGNCGCSGGCKCG- - - -NGCGGCNMYPDMSYSETT - -ATETLIVGVAPQN - - - - G -CKCGANCSCDP - -
Ipomoea batatas MS-CCGGNCGCGSGCKCG- - - -NGCGGCKMYPDLSYSEAAATT -ETLVLGVAPMK - - -CPCGDNCKCDP - -
Citrullus lanatus MS-CCGGNCGCGSGCKCG- - - - SGCGGCKMFPDMSFSEATA-TIETFVVGFAPHK - - - - -GAENG-CKCGDNCTCDP - -
Fagus sylvatica MS-CCGGNCGCGTGCKCG- - - - SGCGGCKAYPDLSYTEKT - -TTETLIVGVAPQK- - --VGAENGGCKCGSNCTCDP
Posidonia oceanica MS-CCGGSCGCGSGCNCG- - - -NGCGGCKMYPDL - - LEMG - STSETLILGVAPEK- - ---ASENG-CKCGSNCTCDP
Solanum tuberosum MS-CCGGNCGCGSGCKCG- - - - SGCGGCKMYPDMSYTESI -TTPETLVLGVGPEK - - --PVAENG-CKCGSDCKCNP
Pisum sativum MS-CCGGNCGCGTSCKCG- - - - SGCGGCKMYADLSYTEATSSET- -LIMGVGSEK - - EMG - - - - - AENDG-CKCGANCTCNP
Salvia miltiorrhiza MS-CCSGNCGCGSSCKCG- - - -NGCTGCGMYPDLSYSEASGAA-ETLVLGVAPQK- - --GEDENG-CKCGANCTCDP
lex paraguariensis MS-CCGGNCGCGAGCKCG- - - -AGCSGCKMYPDLSYSEST- -TTETLIVGVAPQK- - ----VGAENG-CKCGDNCTCDP
Pyrus pyrifolia MSSCCGGKCGCGPSCSCA- - - - SDCNGCGMAPDLSYMEGS-TT-ETLVMGVAPQK - - ---AAENG-CKCGDNCTCNP
Populus trichocarpa MS-GCS----CGSDCKCG----SDCK-CGMYPDLGFSEST- -TTETIIAGFAPVQ- - ---GAENG-CKCGSNCTCDP
Plantago major MS-CCNGNCGCGSGCKCG- - - - SGCGGCKMYPDLSYSEASTTVSVSSVLGLAPKV - - 5-V- -TVSENG-CKCGDNCSCHP
Aegiceras coriculatum MS - CCGGNCGCGSSCACG - - - - SGCGGCKMYPDMSYTEET - ATTGTLVVGVAPKE - - 5----AENG-CKCGPNCTCNP
Silene paradoxa MS-CCNGNCGCGSACKCG- - - - SGCGGCKMFPDF - - AEAS-SGSASLILGVAPKT - - -V---ATENG-CKCGDNCQCHNP - -
Gossypium hirsutum M5 - CCGGNCGCGSGCKCGGGGGCGCGGCKMYPEMNFAEQT - - TTETLVLGVAPRK - - - -GAENG-CKCGDNCTCHNP - -
Limonium bicolor MS.-CCVGSCGCGSDCKCG- - - - SGCGGCKMYADLSYTEAAASTTVSLI SGVAPQR- - ---AENDG-CKCGDNCTCNP
Oryza sativa MSCSCGSSCSCGSNCSCG- - - - - - - - -~ KKYPDLEEKSSS- - TKATVVLGVAPEKKAQQFEAA- - - - AESG- - - - - ETAHG-CSCGSSCRCNP

Sekil 3.50: OeMT proteinine ait korunmus sistein rezidiileri ve farkl bitkilerde bulunan

metallotionein proteinleri ile kiyaslanmasi, Sistein rezidiileri % * igareti ile belirtilmistir
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Oryza sativa MT
Solanum tuberosum MT2
Posidonia oceanica MT2
Ipomoea batatas MT2

L1 | Olea europea MT2

100

Plantago major MT2
Silene paradoxa MT

51 | Pisum sativum MT2
Limonium bicolor MT2

Salvia miltiorrhiza MT2

| 100 — Pyrus communis MT

— Pyrus pyrifolia MT

62 [ Populus trichocarpa MT

= Olea europaea MT1
— Aster tripolium MT1
Camellia sinensis MT2

93

Fagus sylvatica MT2

= llex paraguariensis MT2
Aegiceras corniculatum MT2
Citrullus lanatus MT2

0.1 Gossypium hirsutum MT

Sekil 3.51: Farkli bitkilere ait metallotionein proteinleri arasindaki polimorfizmi
gosteren NJ agaci

Sekil 3.50° da da belirtildigi gibi OeMT proteini 13 adet korunmus sistein
rezidiisii bulundurmaktadir. Sekil 3.50 ve 3.51° de Salvia miltiorrhiza MT2
(ABR92329.1), llex paraguariensis MT2 (AFP93964.1), Plantago major MT2
(CAH59436.1), Aegiceras corniculatum MT2 (ABK59915.1), Gossypium hirsutum
MT2 benzeri protein (AAV74186.1), Limonium bicolor MT2 (ABL10085.1), Camellia
sinensis MT2 (ABD97258.1), Ipomoea batatas MT2 (ACJ05910.1), Citrullus lanatus
MT2 (BAD26571.1), Fagus sylvatica MT2 (CAA10232.1), Posidonia oceanica MT2
(CAF31410.1), Solanum tuberosum MT2 benzeri protein (ABY21247.1), Pyrus
communis MT2 benzeri protein (ADB03117.1), Pyrus pyrifolia MT2 benzeri protein
(BAA96444.1), Silene paradoxa MT2 benzeri protein (AAO12852.1), Populus
trichocarpa MT2 benzeri protein (ABK94874.1) Pisum sativum MT2 (BAD18383.1),
Olea europaea MT1 (AFP49330.1), Aster tripolium MT1 (BAC57959.1) ve Oryza
sativa MT benzeri protein (U18404.1) gibi farkli bitkilerde bulunan metallotionein
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/151301842?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FX4EB8WN01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/401555298?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=FX4EB8WN01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/53748461?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=21&RID=FX4EB8WN01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/117959967?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=20&RID=FX4EB8WN01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/56121699?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=19&RID=FX4EB8WN01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/118722694?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=FX4EB8WN01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399604740?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=307&RID=NUYCXCXT015

proteinleri arasinda %44 ile %86 arasinda benzerlik bulunmus ve OeMT oproteini
amiinoasit dizisi agisindan en ¢ok to Ipomoea batatas putatif metallothionin 2a

proteinine benzer bulunmustur.

Farkli zeytin ¢esitleri arasinda OeMT2 geninin niikleotid dizisi agisindan bir
polimorfizm bulunup bulunmadigini belirlemek amaciyla yapilan ¢caligmaya ait NJ agaci
sekil 3.52° de belirtilmistir. Sonug olarak calisilan ¢esitler arasinda OeMT2 geni
acisindan temel olarak Cormona grubu ( sadece Olea europaea cv Cormona’ nin
bulundugu), Uslu grubu (Olea europaea cv Uslu, Olea europaea cv Negral, Olea
europaea cv Gordales) ve Ayvalik grubu (calisilan diger cesitler) olmak iizere 3 grup

olusturulmustur.

Y Ipomoea batatas (~ 0.6)

87

Olea europaeacv. Cormona CORMONA
GROUP

Olea europaeacv. Gemlik \

Olea europaeacv. Memeli

Olea europaea cv. Cakir

Olea europaea cv. Picual

AYVALIK

Olea europaeacv. Hermandos
> GROUP

Olea europaeacv. Ascolana
Olea europaea cv. Hojiblanca
Olea europaea cv. Manzanilla

Olea europaea cv. Ayvalik

Olea europaea cv. Memecik )

Olea europaeacv. Gordales
86

Olea europaeacv. Uslu usLu
84 GROUP

o1 Olea europaea cv. Negral

Sekil 3.52: Zeytin cesitleri arasinda OeMT2 geni niikleotid dizisi agicindan goriilen
polimorfizmi gosteren NJ agact
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_210061689

Farkl1 zeytin ¢esitleri arasinda OeMT?2 proteinine ait amino asit dizisi agisindan
bir polimorfizm bulunup bulunmadigini belirlemek amaciyla elde ettigimiz genomic
DNA dizilerinden intronlar tespit edilip c¢ikartildi. BioEdit biyoinformatik araci
kullanilarak [194] aminoasit dizileri elde edilerek yapilan ¢alismaya ait NJ agaci sekil
3.53’ te belirtilmistir. Sonug olarak calisilan ¢esitler arasinda OeMT2 geni agisindan
temel olarak Cormona grubu ( sadece Olea europaea cv Cormona’ nin bulundugu),
Uslu grubu (Olea europaea cv Uslu, Olea europaea cv Negral, Olea europaea cv
Gordales) ve Ayvalik grubu (calisilan diger ¢esitler) olmak tizere 3 grup

olusturulmustur.

100

Ipomoea bartatas

Olea europaeacv. Gordales

100 usLu
Olea europaeacv. Uslu GCROUP

Olea europaea cv. Negral

Olea europaea cv. Hojiblanca \
738

1 Olea europaea cv. Ayvalik

Olea europaeacv. Ascolana

Ofea europaeacv. Hermandos

AYVALIK

Olea europaea cv. Cakir
> GROUP

Olea europaea cv. Memeli
Olea europaea cv. Memecik
Olea europaeacv. Gemlik

Olea europaea cv. Manzanilla

Olea europaea cv. Picual /

} CORMOMNA

L Olea europaeacv. Cormona
GROUP

0.1

Sekil 3.53: Zeytin cesitleri arasinda OeMT2 proteini agicindan goriilen polimorfizmi
gosteren NJ agaci

101



3.21.4 Anhk Gosterimli PZR ile OeMT2 Geninin Genomik Kopya

Sayisinin Belirlenmesi

Anlik gosterimli PZR ile genomik kopya sayisinin belirlenmesi daha dnceki
calismalarla giivenilirlik kazanmistir [204, 205]. Yapilan ¢alismalarda genel olarak daha
onceden kopya sayist belirlenmis genler ile c¢alisilan genin Ct degerlerinin
karsilagtirilarak  [206].Bu ¢alismada kopya sayist bilinen DGAT (GU357635), LOX
(EU678670) HPL (EUS13350), Oep2LOX1 (EU513352), OeplLOX2 (EU513353),
OepUbq (AF429430.1), ubikitin (AF429430.1), GPDH (B2BGU9), B-aktin (Q8GTL3)
kullanildi. Bunlardan tek kopyali olan genler; LOX [207], DGAT [208], HPL [209],
Oep2LOX2 [210] ¢ok kopyali genler; Oep1 LOX2 [210], GPDH [211], ubikitin [212] B-
aktin [213]. Elde edilen Ct degerlerine oranlayarak cizilen grafikler Sekil 3.54° te

goriilmektedir

Zeytin genomunda Zeytin genomunda bulunan ¢ok
bulunan tek kopyali genler  kopyah genler

_ A

25
20 REFERANS
GENLER
15 B OeMT
10
0
Q

Ct VALUE

(5,
1

Qs\'

v.
00 QQ'Q

S o ol »» Ra
(o)

Sekil 3.54: OeMT2 geninin kopya sayisinin anlik gosterimli PZR ile belirlenmesi

Sonu¢ olarak, OeMT2 geninin, referans genler dikkate alindiginda zeytin
genomunda tek kopya ile temsil edildigi diisiiniilmektedir.
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3.2.2 0eMT2 Geninin Fizyolojik Karakterizasyonuna Ait Bulgular

3.2.2.1 Anlik Gosterimli PZR 1ile Dokusal Ekspresyon Seviyelerinin

Gozlenmesi

Farkl1 zeytin dokularindan elde edilen cDNA’ larin kalip olarak kullanilmasiyla,
tablo 3.20° de belirtilen primerler kullanilarak anlik gozterimli PZR ile dokular arasi

ekspresyon seviyeleri arasindaki farkliliklar sekil 3.55’ te belirlenmistir.

1.8
1.6
1.4
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

0

pedisel tomurcuk cicek ham meyve olgun meyve sirglin
Sekil 3.405: OeMT2 geninin farkli zeytin dokularindaki ekspresyon seviyelerinin anlik
gosterimli PZR ile belirlenmesi

[EnY

Sonug olarak OeMT2 geninin olgun meyvede diger dokulara oranla daha fazla

sentezlendigi fakat herhangi bir dokuya spesifik bir 6zellik géstermedigi belirlenmistir.

3.2.2.2 Zamansal Olarak 0eMT2 Geninin Ekspresyon Seviyesinin

incelenmesi

OeMT2 geninin zeytin agacinda gozlenen “var” yil1 ve “yok” yili tireme durumu
acisindan nasil etkilendigi sorusunun cevaplandirmak amaciyla var yili ve yok yili

durumlarinda agaclardan alinan yaprak oOrneklerinden elde edilen cDNA’ lar kalip
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olarak kullanilarak tablo 3.20° de belirtilen primerlerle anlik gosterimli PZR yapilmig ve

ekspresyon profili arastirilmistir.

0eMT2 geninin ekspresyon profili agisindan “var” yilina ait yapraklardan alinan

ornekler arasinda bir farklilik bulunmadig Sekil 3.56° da gosterilmistir.

1.4 n n
var yili" yapraklan
1.2
2
& 1
=
Z 0.8
5
«» 0.6
<
2 0.4
=}
0.2
0
& o L & P D . ¥
¥ & Yo S &N
& & ¢ NS @ ¢ @ ¢

Sekil 3.416: OeMT2 geninin ‘‘var’’ yilina ait yapraklarda anlik gosterimli PZR grafigi

0eMT2 geninin ekspresyon profili agisindan “yok” yilina ait yapraklardan alinan

ornekler arasinda bir farklilik bulunmadig Sekil 3.57° de gosterilmistir.

1.4
"yok yili" yapraklar
31.2
=
B 1
=
» 038
=,
S 06
g}
9.0-4
=]
¥ 0.2
0
S & &
FFF & TS
T TS ST ¢ T&F

Sekil 3.427: OeMT2 geninin ‘‘yok’’ yilina ait yapraklarda anlik gosterimli PZR grafigi
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14 -
1.2 -

1 -
0.8 -
0.6 -

W yok yili
0.4 -

Kopya sayisi (ng/ul)

W var yili
0.2 -

0 -

- $@

& 38? Qv & N3 ‘—)\®

(9
v.
Aylar

Sekil 3.438: OeMT2 geninin ekspresyon seviyesinin "var" ve "yok" yillarina ait
kiyaslamasi

Sekil 3.58’ de belirtilen “var “ ve “yok™ yillarina ait tiim aylarda alinan
ornekelrin bir arada gosterildigi grafik sonucu, OeMT2 geninin periyodisite ile iligkili
olmadigini gostermektedir.

3.2.3 0eMT2 Proteininin Fizyolojik Aktivitesi

3.2.3.1 OeMT?2 Proteininin Saflastirilmasi

Ni-NTA affinite yontemi ile OeMT2 proteini saflagtirilmis, aktivite dlglimleri ve
diger biyokimyasal deneyler saf enzim iizerinden yapilmistir. Sekil 3.59° da

saflastirilmis OebGlu proteininin SDS PAGE jel elektroforezi goriintiisii bulunmaktadir.
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35kDa

25kDa
~22kDa

15kDa

Sekil 3.449: NI-NTA yéntemi ile saflastirilmis OeMT proteinine ait SDS PAGE
elektroforezi, M; PageRuler Plus Prestained Protein Markir (10-260 kDa) Fermentas, 1;
ham ekstrakt, 2; saflagtirilmis rekombinant OeMT2 proteini olacak sekilde yliklenmistir.
Sonug olarak OeMT?2 proteininin etkin bir sekilde saflastirildigi, ve yaklasik 22
kDA molekiiler agirliga sahip oldugu SDS PAGE elektroforezi sonucu kanitlanmigtir.

Proteinin varliginin ispatlanmasi amaciyla western blot yapildi (Sekil 3.60).

35kDa

25kDa
~22 kDa

15 kDa

10 kDa

Sekil 3.60: Saflastirilmis OeMT2 proteinine ait western blot goriintiisii, M:
PageRuler™ Spectra Multicolor Broad Range Protein Markir (10-260 kDa) Fermentas,
1: OeMT proteininin indiiklenmemis kontrolii, 2: saflastirilmis OeMT protein olarak

jele yiiklenmistir
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Sonug olarak OeMT2 proteini, his-tag antikoruna affinite gostermis ve ifade

edildigi ispatlanmigtir

3.2.3.2 OeMT?2 Proteininin Fonksiyonunun Aydinlatilmasi

0eMT2 geninin klonlandigi PLATE 51 vektorii ve kontrol olarak ta kontrol
plazmidinin transforme edildigi E. coli BL21 DE3 hiicrelerinin bulunduklari besiyerine
metal ekleyerek metal toleranslarinin 6lgiilmesi amaciyla yapilan ¢aligmaya ait bakteri

biiylime egrilerini gosteren grafik sekil 3.61-3.63” te belirtilmistir.

Metal icermeyen ortamda kontrol ve recombinant bakterilerin biiyiime egrileri

sekil 3.76’ te belirtilmistir.

o L
o] = N H
1 1 1 )

\
\

o
o

CdCl, igermeyen

Optical Density (ODgj)
o
=

- == OeMt
Control

°
N
1

o

1 2 3 4 5 6 7
Zaman (saat)

Sekil 3.45: Metal icermeyen besiyerinde bakterilerin biiyiime egrisini belirten grafik

Sekil 3.61° de belirtilen grafikte; metal icermeyen ortamda kontrol ve

rekombinant bakterilerin birbirine benzer biiyiime egrisi olusturduklar1 gozlenmistir.

0.2 mM CdCl; igeren ortamda kontrol ve rekombinant bakterilerin biiyiime

egrileri sekil 3.62° de belirtilmistir.
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o5 | J-4-F-I-1-1
3 0.7 -
o) i
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>
Z 04 0,2 mM CdClI2
A 03 -
E 0.2 = = QOeMt
;<3 i Control
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0 1 2 3 4 5 6 7

Zaman (saat)

Sekil 3.62: 0.2 mM CdCl; igeren besiyerinde bakterilerin biiyiime egrisine ait grafik

Sekil 3.62° de belirtilen grafikte; 0.2 mM CdCl;, iceren ortamda kontrol ve
rekombinant bakterilerin biiyiime egrilerinin birbirinden farkli oldugu, rekombinant
bakterilerin metal icerikli ortama daha toleransli olduklari, kontrol hiicreleri

biiylimelerini durdururken rekombinant hiicrelerin biiyiimeye devam ettigi gézlenmistir.

0.4 mM CdCl; igeren ortamda kontrol ve rekombinant bakterilerin biiyiime

egrileri sekil 3.63’ te belirtilmistir.

1 -
%os - < - -]
o <
o k!
>06
‘D
o
0 0.4 - 0,4 mM CdcCI2
g
8§92 1 — — OeMt

Control
0 T T T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6 7

Zaman (saat)

Sekil 3.63: 0.4 mM CdCl; igeren besiyerinde bakterilerin biiyiime egrisine ait grafik

Sekil 3.63° de belirtilen grafikte; 0.4 mM CdCl;, iceren ortamda kontrol ve
rekombinant bakterilerin biiyiime egrilerinin birbirinden farkli oldugu, rekombinant

bakterilerin metal igerikli ortama daha toleransli olduklar1 gézlenmistir.

LB agar petrilere damlatilarak kurulup 12 saat sonra fotograflari ¢ekilen metal

igcermeyen (sekil 3.79), 0,5 mM CdCl; (sekil 3.80), 1 mM CuSO, (Sekil 3.81) iceren

108



petri plaklarinda yetistirilmis kontrol ve rekombinant bakterilere ait petri plak
goriintlilerine ait bulgulara gore; metal igermeyen ortamda her iki bakterinin de benzer

biiyiikliikte koloni olusturdugu gozlendi (sekil 3.64).

1 10 10 103

Kontrol METAL STRESI
UYGULANMAYAN

OeMT?2

Sekil 3.64: Metal igermeyen kati1 besiyerinde kontrol ve rekombinant hiicrelerin petri
goruntisu

0.5 mM CdCl; igeren petri plaklarinda yetistirilmis kontrol ve rekombinant
bakterilere ait petri plak goriintiilerine ait bulgulara gore; rekombinant bakterilerin

belirtilen diliisyon araliklarinda daha biiyiik koloni olusturduklari gézlendi (sekil 3.65).

1 10 10 103

Kontrol

0,5 mM CdCl,

OeMT?2

Sekil 3.465: 0.5 mM CdCl; igeren kati besiyerinde kontrol ve rekombinant hiicrelerin
petri goriintiisii

1 mM CuSOy igeren petri plaklarinda yetistirilmis kontrol ve recombinant
bakterilere ait petri plak goriintiilerine ait bulgulara gore; recombinant bakterilerin

belirtilen diliisyon araliklarinda daha biiyiik koloni olusturduklar1 gozlendi (sekil 3.66).
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1 10 107 103

OeMT?2

1 mM CuSO,

Sekil 3.476: 1 mM CuSQq, igeren kat1 besiyerinde kontrol ve rekombinant hiicrelerin
petri gorlintiisii

OeMT proteininin, daha toleransli oldugu kontrol plazmidinin (his tag igeren)
transfrome edildigi rekombinant bakterilere nazaran ne kadar metal baglayabildiginin
belirlenmesi i¢in ICP (Optima-2000 DV, Perkin Elmer, USA). kullanilarak bakteri kuru

agirliklarinda bulunan metal igerikleri belirlendi ve sekil 3.67° de OeMT proteininin

sirayla; ¢inko, kadmiyum, bakir ve demir metallerine karst olan baglama kapasitesi

gosterildi.
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Sekil 3.67: ICP analizi sonucu elde edilen metal iyon igerikleri

Sekil 3.67° de belirtilen grafikte ¢inko, cadmiyum, bakir ve demir gibi cesitli
agir metaller arasinda OeMT proteini en ¢ok kadmiyum (1 gram bakteri pelletinde 550-
600 ng) ve bakir (1 gram bakteri pelletinde 500-550 pg) metallerini baglayabildigi ve
kontrol grubuna nazaran 3 kat daha fazla metal tutabildigi, fakat demir ve ¢inko igin ise
kontrol grubundan her ne kadar fazla olsa da kayda deger bir kapasitesinin olmadig1

belirlenmistir.
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4. SONUC VE ONERILER

B-Glukozidazlar; prokaryot ve Okaryot canlilarin her ikisinde de bulunan,
glikozidik baglar1 parcalayan enzimlerdir [123]. Olea europaea L., Akdeniz’ ¢ 6zgii
herdem yesil bir agagtir [215]. Zeytin yag1; zeytin agacinin meyvesinden elde edilen ve
diger yag c¢esitlerinden icermeyen bir yag tipidir [216]. Glukozidazlar, oleuropein
sekonder metabolitinin glikozidik bagin1 kopararak, secoiridoid bilesiklerin agiga
¢ikmasini saglar. Bu durum zeytin yagiin aci tadi ile oldukga iliskilidir [125].
Gilintimiizde zeytin B glukozidaz genine ait sadece bir cDNA dizisi gibi olduk¢a sinirl

bilgi bulunmaktadir (GeneBank Accession no. AY083162.1) [186].

Bu c¢alisma kapsaminda zeytin B glukozidaz geni molekiiler teknikler
kullanilarak karakterize edilmis, anlik gosterimli PZR ile dokusal, zamansal ve zeytin
kiiltivbarlar1  arasindaki ekspresyon seviyesi farki tespit edilerek fizyolojik
karakterizasyonu yapilmis ve rekombinant protein elde edilerek biyokimyasal

ozellikleri belirlenmistir.

Calisma sonucunda zeytin [ glukozidaz proteininde polar ve apolar
aminoasitlerin de bulundugu fakat apolar aminoasitlerin daha yogun oldugu
g6zlenmistir. Bu durum insan safrasinda bulunan B glukozidaz proteininde oldugu gibi
[217] ¢amda bulunan ksilem spesifik B glukozidaz proteinin de de apolar aminoasitler

cogunluktadir [218].

Zeytin B glukozidaz geninin 9 adet intron igerdigi tespit edilmistir. Yaklasik 5 kb
uzunlugu bulunmaktadir. Arpa tohumunda bulunan bgg60 B glukozidaz geni de yaklagik
5 kb uzunlugunda olup 9 adet intron igermektedir [219]. Zea mays L. e ZmBGLU gen

ailesinden bglu 1 ve bglu 2genleri ise 11 adet intron igermektedir [220].

Zeytin B glukozidaz genine ait promoter bdlgesinin tespiti i¢in AIL-PZR
yontemi kullanildi. Bu yontemle genin 5’ ucuna ait yaklagik 804 bp uzunlugunda dizi
elde edildi. Bu dizinin yaklagik 300 niikleotidlik kismi1 primerlerin ve dizinin kontrolii
icin cDNA ile cakigtirilarak primerlerin 6zgilinligii tespit edildi. Yapilan calismada
dizinin zeytin B glukozidaz genine ait oldugu, olasi TATA kutusunu bulundurdugu

biyoinformatik araglarla tespit edildi fakat promoter bdlgesinin tamami izole edilemedi.
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Zea mays L. ZmGlul genine ait karakterize edilmis promotoriin uzunlugu yaklasik 1677
bp uzunlugundadir. Arabidopsis thaliana’ dan izole edilen AtBXL1 B-xylosidase genine

ait promotoriin uzunlugu ise yaklasik 2 kb’ dir [221].

B glukozidz genlerine ait polimorfizm ¢aligmalar1 daha o6ncede bircok P
glukozidaz geni i¢in yapilmis ve polimorfizm caligmalari i¢in ayirt edici bir bolge
olabilecegi tespit edilmistir [222-224]. Bu c¢alismada 15 zeytin ¢esidi, zeytin B
glukozidaz geni igerisindeki polimorfizm agisindan taranmis ve Ayvalik ¢esidinin
taranan Ornekler arasinda en fazla “Hojiplanca” ¢esidine yakinlik gosterdigi tespit

edilmistir.

Zeytin gesitleri arasinda zeytin  glukozidaz geni agisindan polimorfizm tespiti
calismasinda ise Ayvalik cesitlerine en yakin “Domat”, “Picual” ve “Koroneiki”
cesitleri oldugu belirlenmistir. Ayrica “Ayvalik “ ¢esidi klonlar1 da tek bir dal

olusturarak agacin gilivenilirligini teyit etmistir.

Zeytin B glukozidaz geninin molekiiler karakterizasyonu kapsaminda genin
zeytin genomunda kag¢ kopya ile temsil edildigi aydinlatilmak istenmistir. Bu amagcla
radyoaktif prob kullanarak Southern blot deneyleri Cardiff Universitesi’nde
gergeklestirilmis fakat sonuc¢landirilamamistir. Anlik gosterimli PZR reaksiyonu ile
referans genler kullanilarak yaptigimiz ¢alisma ile zeytin B glukozidaz geninin zeytin
genomoéunda 1 kopya ile temsil edildigi sonucuna ulasildi. B glukozidaz genleri
hakkinda yapilan caligmalarda genin organizmada ka¢ kopya ile temsil edildigi
hakkinda netlike bulunmazken, Catharanthus roseus striktozidin B-glukozidaz geninde
oldugu gibi 1 kopyali [225], pamuk GhBg geninde oldugu gibi 2 kopyali [226] ya da
fare glukozidaz 1 geninde oldugu gibi ¢ok kopyali olabilir [227].

Zeytin B glukozidaz genini fizyolojik olarak karakterize etmek amaciyla anlik

3

gosterimli PZR reaksiyonlar1 kuruldu. Zeytin bitkisinde gozlenen “var yili” ve “yok
yil1” meyve durumlari {izerinde bir etkisinin bulunup bulunmadig tespit edildi. Sonug
oalrak zeytin B glukozidaz geninin zeytin yapraklarinda hem var yilinda hem de yok

yilinda sentezlendigi tespit edildi.

Anlik gosterimli PZR ile zeytin bitkisine ait farkli dokulardaki ekspresyon
seviyeleri tespit edildi ve zeytin B glukozidaz geninin zeytin bitkisinin hemen hemen
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tim dokularinda esit seviyede ifade edildigi fakat en yiiksek ekspresyon seviyesinin

meyvede oldugu aydinlatildi.

Zeytin B glukozidaz geninin en ¢ok meyvede ifade edilmesi ile bu genin meyve
olusumunun hangi agamasinda ifade edildigini, genin ifadesinin meyvede [ glukozidaz
enzimi tarafindan zeytinde yogun olarak bulunan oleuropein maddesinin pargalanmasi
sonucu agiga cikan fenolik maddelerin yogunlugu ile iliskisinin tespiti amaciyla
zeytinin ham oldugu temmuz ayindan meyvenin olgunlasma asamasi olan aralik ayina
kadar toplanan 6rnekler incelendi. Sonug olarak zeytin B glukozidaz geninin en yiiksek
meyvenin en olgun oldugu kasim ve aralik ayr icerisinde en yiiksek ekspresyon
seviyesine sahip oldugu belirlendi. Bu durum zeytinde bulunan fenolik maddelerin
incelendigi diger calismalarla da desteklenmektedir. Zeytin meyvesinin gelisiminin ilk
basamaklarinda gelisim icin gereklilik oldugu Amiot ve arkadaslari tarafindan
belirtilmistir [228]. Gelisimin sonlarina dogru olan olgunlasma periyodunda ise
oleuropein maddesinin miktarinin azaldigi, onun tiirevleri olan fenolik maddelerin ise
arttigi gozlenmistir [167, 229-231]. Bu sonug bize zeytin B glukozidaz geninin
oleuropeinin parcalanmasinda aktif olarak gorev aldigini, meyvenin olgunlagsmaya
baslamasiyla mevcut oleuropeinin pargalanarak tiirevlerinin olusturulmasinda rol
oynadigint gostermektedir. Meyvenin olgunlastiginda oleuropeinin miktarinin zeytin 8
glukozidaz tarafindan parcalanmasi sonucu azalmasi zeytin yagmin aci tadr ile iligkili
oldugundan zeuyin B glukozidazinin aktivitesi de Ayvalik ¢esidinden elde edilen

sofralik zeytin ve zeytin yaginin ticari 6nemi acisindan deger kazanmaktadir.

Farkli zeytin cesitleri arasinda anlik gosterimli PZR ile yapilan ekspresyon
seviyelerinin tespiti sonucunda ise zeytin beta glukozidaz genin (mRNA’sinin) calisilan

cesitler arasinda en yiiksek ifadesinin Gemlik ¢esidinde oldugu sonucuna ulagilmstir.

OebGlu geninin biyokimyasal karakterizasyonu amaciyla OebGlu enzimini
kodlayan cDNA dizisi NCBI veribankasindan temin edilmistir (Kayit no: AY083162.1).
Protein ilk olarak Pichia pastoris’ te ifade edilmek istendi. Yapilan ¢alismalar sonucu
klonlamanin basarili oldugu fakat protein iiretiminin basarisiz oldugu gozlendi. Bu
sonucun, ZBG geninin sik kullanilmayan kodonlar bulundurmasi nedeniyle olabilecegi
diisiiniildii. Disiik olasilikli kodonlar protein ekspresyonu i¢in kullanilan organizmalar
tarafindan tam olarak ifade edilemeyerek ekspresyonun basari ile sonug¢lanmamasina

sebep olmaktadir [232].
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Pichia pastoris’ te protein iiretiminin bagari ile sonuglanmamasi nedeniyle bir
bagka organizma olarak Echerichia coli denendi. Echerichia coli ile protein iiretimi
amaciyla PET21a, PET21b ekspresyon vektorlerine klonlama ¢alismalar1 yapildi. Fakat
klonlamalar her denemede hiicre 6liimleriyle sonuglanarak basarisiz oldu. Bu sonug

OebGlu proteininin Echerichia coli igin zehirli olabilecegini gostermistir [233].

OebGlu proteininin Echerichia coli igin zehirli olabilecegi nedeniyle bu tip
proteinler igin gelistirilmis bir sistem olan aLICator™ LIC Cloning and Expression Set
1 (Fermentas Vilnius, Lithuania Kat. No: 1271) kiti kullanilarak calismaya devam
edildi. N-terminal ucunda histidin kuyrugu bulunan pLATES1 vektoriine klonlama
yapildi. E. coli BL21DE3 susu kullanilarak ekspresyon g¢alismalarina devam edildi.
Western blot ile proteinin isaretlenmesi denendi. Kontrol olarak membranda bulunan
grubun isaretlenmesi fakat OebGlu proteininin isaretlenmemesi protein iiretiminin
basari ile sonuglanmadigini gosterdi. Bunun iizerine sik olarak kullanilmayan kodonlari
iceren proteinler igin daha uygun olan E. coli Rosettagami2 PlysS susu kullanild.

Western blot ile yapilan spesifik isaretleme ile proteinin varligi tespit edildi [234, 235].

Ifade edilen OebGlu eproteini yaklasik olarak 67 kDa molekiiler agirliga sahip
oldugu western blot ile ispatlanmistir. Yapilan biyoinformatik ¢aligmalar sonucu
OebGlu proteininin 62,89 kDa molekiill agirliginda oldugu tespit edilmistir.
Rekombinant proteinlerin isaretlenmesinde ve SDS PAGE jel elektroforezi ile
yiriitiildiiklerinde bu tiir sapmalarin olabilecegi daha Once yapilan calismalar

tarafoindan kanitlanmigtir [236, 237].

Rekombinant olarak ifade edilen OebGlu proteini Ni-NTA affinite yontemi ile
saflastirildi, saflastirilan protein ve saf protein SDS PAGE jel elektroforezi ile teyit
edildi. Yapilan elektroforez sonucu proteinin uygun bi¢cimde saflastirildigi, molekiiler
agirhginin Western blot ile isaretlenen 67 kDa’ na denk geldigi belirlenmistir. Calisma
sonucunda elde edilen yaklasik 67 kDa’ luk agirligin daha once Kara ve arkadaslar
tarafindan saflastirilan zeytin B glukozidaz enzimi ile benzerlik gostermektedir [126].
Farkli organizmalara ait B glukozidaz enzimlerinden | Rhynchophorus palmarum’ dan
izole edilen B glukozidaz enziminin 60 kDa [238], Trichoderma reesei’ den izole edilen
fungal bir glukozidaz olan BGLU1 enziminin 117 kDa, [239], Soya fasiilyesinden izole
edilen B glukozidaz proteininin 75kDa [240], Orobanche minor Sm f glukozidaz enzimi
ise 33 kDa [241] olarak tespit edilmistir.
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OebGlu enziminin Ni NTA yontemiyle saflastirma c¢alismalar1 devam ederken
ayni zamanda Kontrol amaciyla denemesi yapilan hidrofobik jel ile saflastirma yontemi
icin yapilan amonyum siilfat ¢oktiirme aralig1 ¢alismamizda %30-70 olarak bulunmus
ve saflastirma islemlerinde ham ekstrakta 6nce %0-30, daha sonar da %30-70 amonyum
stilfat tuz coktiirmesi uygulanmistir. Yapilan g¢alismalarda B-glukosidaz enziminin
saflagtirillmast i¢in amonyum siilfat ¢oktiirme araliklar1 farkli kaynaklarda egisik
araliklar tespit edilmistir. Ornegin p-glukosidaz enziminin saflastirilmasi igin portakal
meyvesi i¢in %75 [242], kiraz meyvesi i¢in %30-70 Rauvolia serpentina strigtozidin
glukozidazinda %30-75 [243], Kara ve arkadaglari tarafindan zeytin meyvesinden
saflagtirilan B glukozidaz enzimi ise %0-50 amonyum siilfat ¢oktiirmesi araliklarinin

uygulandigi goriilmektedir [126].

Ni NTA yontemi ile saflagtirilan protein ilizerinden devam edilen biyokimyasal
karakterizasyon caligsmalarinda; OebGlu enziminin goreceli aktivitesi belirlenmis, en
yiiksek aktiviteyi pNPGlu substratina gosterdigi tespit edilmistir. oONPGal, oNPGlu,
pNPGal substratlarina kars1 aktivite gostermemistir. Kara ve arkadaslari tarafindan
saflagtirilan zeytin B glukozidaz proteini de benzer olarak pNPGlu sentetik substratina
kars1 en yiiksek aktivite gostermistir [126]. Vanilya [106], portakal [244] ve piring [245]
gibi farkli bitkilerden izole edilen B glukozidazlarda da benzer sonu¢ gdzlenmistir.
Kiraz bitkisinden saflastirilan B glukozidaz enzimi ise farkli olarak oNPGlu substratina

yiiksek affinite gostermistir [242].

OebGlu enziminin 4-MUG substratina karsi olan ilgisi native jel elektroforezi ile
belirlenmigstir. Benzer sonu¢ Kara ve arkadaslar1 tarafindan zeytin meyvesinden

saflagtirilan B glukozidaz enziminde de bulunmustur [126].

OebGlu enziminin karakterizasyon ¢alismalarinda enzimin optimum sicakligi 37
°C oldugu belirlenmistir. Bu sonu¢ daha once zeytin meyvesinden saflastirilan 3

glukozidaz enzimi ile ortiismektedir [126].

Optimum pH araliginin belirlenmesi igin yapilan ¢alismada OebGlu enziminin
en yiiksek aktiviteyi pH: 8.0 da gosterdigi belirlenmistir. Spesifik olmayan [
glukozidaz enzimleri i¢in en uygun pH araligi olarak pH: 4-5 arasi oldugu yapilan

calismalarla ispatlanmistir [246].
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Kinetik parametrelerin belirlenmesi calismalarinda saflastirilmis recombinant
enzimle pNPGIu substrat1 i¢in Ky, degeri 5.14 mM ve Vyax degeri 25.25 EU olarak
bulunmustur. Kara ve arkadaglar1 tarafindan zeytin meyvesinden saflastirilan 3
glukozidaz enzimi i¢in ise bulunan Km degeri 2.2 mM, Vmax degeri ise 370.37 EU
olarak hesaplanmistir [126]. Rekombinant olarak sentezlenen OebGlu enziminin tabii
enzyme oranla pNPGlu substratina kars1 olan diisiik affinitesi, enzimi kodlayan cDNA’
da bulunan sik kullanilmayan kodonlardan ve E. coli’ de ifade edilmesinden
kaynaklanan katlanma ve 3 boyutlu yapisindaki eksikliklerden dolayr oldugu
diisiiniilmekte, enzimin dogal substrati olan oleuropeine karst ¢ok daha yiiksek affinite

gosterecegi tahmin edilmektedir.

Arastirmamizda B-glukozidaz enzimlerinin  genel inhibitorlerinden -
glukonolaktonun p-NPG substrati varligindaki zeytin B-glukozidaz enzim aktivitesi
lizerine inhibisyon etkisi gosterdigi ve enzim aktivitesini % 50 oraninda azaltan
konsantrasyonu olan 1Csy degerinin 2.6 mM oldugu tespit edilmistir Tabii zeytin
glukozidaz enzimi i¢in ise bu deger Kara ev arkadaslari tarafindan 0.227 olarak
bulunmustur. Calismamizda recombinant enzimin tabii olan B glukozidaz enzimine
oranla ¢ok daha yiiksek 6-glukonolakton konsantrasyonda inhibe oldugu belirlenmistir.
Ayrica farkli ¢aligmalarda bu degerin Pichia pastoris p glukozidaz enzimi i¢in 0,12 mM
[247], soyada ise ¢ok etkili bir inhibitor olmadigi, 24 mM gibi yiiksek bir deger oldugu
belirlenmistir [240].

B-glukozidaz enziminin genel inhibitérlerinden olan glukozun zeytin f-
glukozidaz enzim aktivitesi lizerine etkisi arastirildiginda ICsp degerinin 2.14 mM
oldugu bulunmustur. B-glukozidaz enziminin genel inhibitorleri olarak bilinen glukoz
ve 6-glukonolakton maddelerinin zeytin B-glukozidaz enzim aktivitesi {izerine etkileri
karsilagtirildiginda her iki maddenin de enzimi inhibe ettigi fakat glukozun enzim
aktivitesi lizerine inhibisyon etkisinin d-glukonolaktona gore ¢ok az da olsa daha
kuvvetli oldugu belirlenmistir. Kara ve arkadaslari tarafindan saflastirilan tabii toplam
zeytin B glukozidaz enzim aktivitesi {izerine glukozun etkisi arastirilmis ve 1Csq degeri
111.96 olarak bulunmustur [126]. Bu sonug, recombinant OEBGLU enzimi sonuglar ile
ortismemekte ve rekombinant enzimin inhibisyon ozelliklerinin daha farkli oldugunu

gostermektedir.
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OebGlu enzim aktivitesi tizerine Cu, Ni, Mg, Mn, Zn, Cd ve Fe’in etkisi
arastirildiginda demir ve mangan haricindeki kullanilan diger agir metallerin enzimi
inhibe ettigi gorilmiistiir. pPNPGIu substrati varhigindaki enzim aktivitesi iizerine
yapilan c¢alismalarda Mn ve Fe’in enzim aktivitesini arttirdigi belirlenmistir. Kara ve
arkadaglarinin yaptigi calismada Fe’ nin tabii toplam zeytin B glukozidaz enzim
aktivitesini arttirdig tespit edilmis fakat Mn’ nin etkisi hakkinda bir bilgi verilmemistir.
Calismamizdan elde edilen sonucglar, Mn ve Fe iceren bilesiklerin zeytin tariminda -
glukozidaz enzim aktivitesi agisindan zirai ilag olarak uygun olabilecegini

gostermektedir.

Tez ¢alismasi kapsaminda karakterizasyonu yapilan diger gen ise metalotiyonein
proteinini kodlayan, daha once Diindar ve arkadaslari tarafindan cDNA dizisi elde
edilen [248] ve molekiiler ve fonksiyonel 6zellikleri belirlendikten sonra OeMT2 olarak

isimlendirilen zeytin metalotionein genidir.

OeMT?2 proteini 83 adet amino asitten olugmaktadir ve molekiiler agirligi 8.4
kDa olarak belirlenmistir. Farkli bitkilere ait diger metalotionein tip 2 proteinlerinden
Colocasia esculenta CeMT2b proteini 84 amino asitten olusmakta ve 8,4 kDa
agirhigindadir [129], Silene nicaeensis SNMT2 proteini ise 79 adet amino asitten
olusmakta ve 7,78 kDa agirhgidadir [249]. OeMT2 proteini amino asit benzerliklerine
gore farkli bitkilere ait metalotiyonein proteinleri ile kiyaslandiginda en fazla Ipomoea

batatas MT2 proteinine benzedigi goriilmektedir.

OeMT2 proteininin aminoasit dizisi 13 adet sistein rezidiisii igermektedir.
Quercus suber L.” den izole QsMT proteini 14 adet [250], Colocasia esculenta
CeMT2b proteini 15 adet [129], Musa acuminata MT3 proteini ise 10 adet [236] sitein

rezidiisti icermektedir.

Yaptigimiz ¢alisma; OeMT2 geninin 2 adet intron ve 3 adet ekzon igerdigini
aydinlatmigtir. Farkli metalotionein proteinlerini kodlayan genler ile ilgili yapilan
calismalarda piring [251, 252], Elsholtzia haichowensis [253] ve pamuk metalotionein

genlerinde de iki adet introna rastlanmistir [254].

MT proteinlerinin farkli ekosistemlerdeki agir metallerin tespiti i¢in biyolojik

isaret olarak kullnilmasi daha once yapilan ¢aligmalar tarafindan aydinlatilmistir. [255,
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256] CgMT1 geninin varlig1 ve polimorfizmi bu ¢alismalara 6rnek olarak gosterilebilir
[255]. CgMT4 geni de benzer sekilde agir metal varliginin tespiti i¢in yeni bir genetic
isaret¢i olarak belirlenmistir [256]. Yabani piring O. rufipogon metalotiyonein genleri
tizerine yapilan bir ¢alismada, MT2 geninin ¢alismada kullanilan diger 4 genden (MT1,
MT2, MT5 ve MT6) daha fazla DNA varyasyonu igerdigi tespit edildi [252]. Zeytin
cesitleri arasinda yapilan polimorfizm c¢aligmasi sonucu caligilan ornekler 3 grup
olusturmustur. Bu ¢alismada OeMT2 geninin de polimorfik bir gen oldugu ve ¢alismada
kullanilan ¢esitler arasinda Olea europaea L cv. Cormona’ nin en fazla DNA
varyasyonuna sahip oldugu aydinlatildi. Bu ii¢ gruba mensup birer ¢eside ait olusturulan
3 boyutlu protein yapilar1 da yine farklilik gostermektedir. Uslu, Gordales ve Negral
cesitlerinden olusan Uslu grubunda 3 adet B-tabakasi, 1 a-heliks ve 2 disiilfit bagi,
Cormona grubunda (tek gesit) 1 B-tabakasi, 3 a-heliks ve 2 disulfit bag1 ve Ayvalik
grunda ise (calisilan gesitlerin digerleri), 2 PB-tabakasi, 1 a-heliks ve 4 disulfit bag
bulundurmaktadir. Daha Onceki c¢alismalarda 3 boyutlu yapilart aydinlatilan
metalotiyonein  proteinleri de benzer sekilde o-heliksler ve pB-tabakalar
bulundurmaktadir [249, 257-260]. Bu sonug bize zeytin OeMT proteininin, her ne kadar
cesitler arasinda yapisal ¢esitlilik gosterse de diger metalotiyonein proteinleri ile

kiyaslandiginda 6zgiin bir yapisinin bulunmadigini gostermistir.

Anhik gosterimli PZR analizleri genlerin genomik kopya sayilarmin
belirlenmesinde siklikla kullanilmaktadir [204, 205, 261]. Bu ¢alismada Anlik
gosterimli PZR analizi ile OeMT2 geninin genomik kopya sayisi belirlenmistir. Elde
edilenveriler OeMT2 geninin zeytin genomunda tek bir kopya ile temsil edildigi
diisiniilmektedir. Farkli bitkilere ait metalotionein tip Il genlerinden SbMT2 geni de
benzer sekilde halofit ve sukulent bir bitki olan Salicornia brachiata genomunda tek
kopya ile temsil edildigi belirtilmistir [156].

Bitkilerde bulunan tip 1l metalotiyonein genellikle yaprak, govde ve cicek gibi
bitkinin toprak tstii yapilarinda ifade edilir [130, 141, 262]. Yaptigimiz ¢alismada anlik
gosterimli PZR analizi ile OeMT2 geninin konstitutif olarak bitkinin analiz edilen tiim
yapilarinda (yaprak, pedisel, meyve, tomurcuk ve ¢icek) hemen hemen benzer oranda
ifade edildigi, zeytin bitkisinde gozlenen “var yil1” ve “yok yil1” meyve durumunun bu

genin ifede edilmesinde etkili bir parameter olmadigi ispatlanmistir [248] .
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Bitkilerde bulunan Tip Il metalotiyonein proteinleri daha once yapilan
calismalarda E. coli’ de fiizyon proteinler erolarak ifade edilmesi saglanmistir [133,
139, 250, 253]. Bu kapsamda OeMT2 proteini histidin kuyrugu (His-tag) eklenerek
flizyon protein olarak E. coli’ de ifade edilmesi saglandi. Yapilan western blot ve SDS-
PAGE sonuglarina gore yaklasik 22 kDA molekiiler agirliginda oldugu belirlendi.
Biyoinformatik araglar kullanilarak hesaplananan 8.4 kDa olan molekiiler agirlig: ile
olan bu fark [194], metalotiyonein proteinlerinin SDS analizlerinde siklikla karsilasilan

bir durum oldugu yapilan literature arastirmalarinda tespit edilmistir [236, 237].

Agir metale maruz kalma durumunda organizmalarda metalotiyonein
ekspresyonunun arttigi aragtirmacilar tarafindan belirtilmistir [263]. Genel olarak
bitkilerde bulunan tip 1l metalotiyonein proteinlerinin, yapilan literatur arastirmasinda
bakir ve kadmiyumun baglanmasi, oksidatif stress ve detoksifikasyon ile baglantili
biyolojik fonksiyonlarinin oldugu belirlenmistir [249, 250, 257, 263]. Aralarinda
gosterdikleri homolojiye ragmen, farkl bitkilerde bulunan metalotiyonein proteinlerinin
ekspresyonunun metal ile muameleye verdikleri cevap bitki tiirleri arasinda farklilik
gostermektedir [264]. Quercus suber tip II metalotionein proteini ile yapilan bir
calismada MT2 proteininin bakir ve ¢inkoyu baglayabildigi tespit edilmistir [250]. Bu
caligmada, OeMT2 proteinini ifade edilmesi saglanan rekombinant E. coli hiicreleri
kullanilarak bakterilerin agir metal igeren ortama gosterdikelri direng Olciilmiis, ve
0OeMT?2 proteininin bakir ve kadmiyum metallerini etkin bir sekilde baglayabildigi fakat
cinkoya karsi boyle bir aktivite gostermedigi belirlenmistir. ICP analizi sonuglar1 ayni
sekilde OeMT2 proteininin bakir ve kadmiyum metallerini etkin bir sekilde
baglayabildigi fakat c¢inkoya karst boyle bir aktivite gostermedigi sonucunu

desteklemistir.

Son yillarda, biyosobsiyon (biyoemilim) ¢aligmalar1 olduk¢a dnem kazanmustir.
Bu caligmalarda ucuz, 6lii yada canli mikrobiyal biyokiitle endiistriyel atik suilarda
uygun fiyatl ve 6zgiin olmalarindan dolay: tercih edilmektedir [175-177]. Immobilize
edilmis biyokiitleden agir metali uzaklastiran sistemin olusturulmasi, metal baglayici
peptide barindiran hiicre ya da hiicre kalintilarinin uygun bir matrikse baglanmasiyla
gerceklestirilir [177]. Metallerin uzaklastirilmasi igin kullanilan biyokiitle olarak
bakteri, alg, mantar ve maya gibi bir ¢ok canlidan faydalanilmistir [178-182]. Bu

kapsamda yapilan ¢alismalardan ye klonlanan insan metalotionein Il genini fade etmesi
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i¢in kullanilan recombinant E. coli hiicreleri, biyosorbent olarak kullanilmig ve yiiksek
konsantrasyonda kadmiyumu endiistriyel atik suda etkin bir sekilde baglamistir [184].
Romeyer ve arkadaslar1 [185] Neurospora crassa metalotiyonein proteinini ifade eden

E. coli hiicrelerinin kadmiyumu etkin bir sekilde bagladigi rapor edilmistir.

Bu sonuglar, daha 6nce bitki metalotiyonein proteinleri ile yapilan agir metal
absorbsiyon c¢alismalar1 ile benzerlik gostermektedir. Bu sonuglar 1s18inda,
metalotionein proteinleri; bitkilerde ve diger canlilarda bulunan en iyi karakterize

edilmis metal baglayici ligandlar olarak nitelendirililebilir [145, 250, 257, 258, 265].
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