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ZEYTİN BETA GLUKOZİDAZ VE METALOTİONEİN 

GENLERİNİN MOLEKÜLER, FİZYOLOJİK VE BİYOKİMYASAL 

KARAKTERİZASYONU 

DOKTORA TEZİ 

GÖRKEM DENİZ SÖNMEZ 

BALIKESİR ÜNİVERSİTESİ FEN BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

BİYOLOJİ ANABİLİM DALI 

 

(TEZ DANIŞMANI: DOÇ. DR. EKREM DÜNDAR) 

      

BALIKESİR, AĞUSTOS - 2013 

 

Bu çalışmada, zeytin (Olea europaea L.) bitkisine ait beta glukozidaz 

(ZBG) ve tip II metalotiyonein genleri (OeMT2), moleküler, fizyolojik ve 

biyokimyasal olarak karakterize edilmiştir. Daha önce yapılan çalışmalarda 

sadece cDNA dizisi bulunan bu iki genin; intron tespiti, biyoinformatik 

araçlarla analizi, çeşitler arası polimorfizm tespiti, kopya sayısı, zeytin 

bitkisinde dokusal ve zamansal ekspresyon profili, bakteriyel ekspresyonu, 

protein karakterizasyonu ve biyolojik aktivite çalışmaları yapılmıştır. 

Verilerin değerlendirilmesi sonucunda, ZBG geninin 9 adet intron içerdiği 

belirlenmiştir. 5’ UTR bölgesine ait yaklaşık 344 nükleotit uzunluğunda dizi 

elde edilmiştir. Yapılan polimorfizm çalışmasında ZBG geninin polimorfik 

olduğu ve Ayvalık çeşidine en uzak Gordales çeşidinin olduğu görülmektedir. 

Domat, Picual ve Koroneiki çeşitleri ise ZBG geni açısından Ayvalık çeşitine 

daha yakın görülmektedir. Anlık gösterimli PZR analizleri; ZBG geninin tek 

kopyalı olduğunu, var yılı ya da yok yılına özgün olmadığını, zeytin 

dokularından en fazla meyvede ve kasım ve aralık aylarında ifade edildiğini 

gösterdi. Biyokimyasal karakterizasyon sonuçları ZBG proteininin yaklaşık 

67 kDa ağırlığında olduğunu, optimum pH değerinin 8.0, optimum 

sıcaklığının 37 °C olduğunu, pNPGlu substratına karşı Vmax değerinin 25.25 

EU, Km değerinin ise 5.14 mM olduğunu belirledi. Demir ve Mangan ZBG 

enzimini active ederken, δ-glukanolakton, glukoz, bakır, nikel, kadmiyum ve 

çinkonun da enzimin inhibitörleri olduğu belirlendi. OeMT2 geninin 2 adet 

intron içerdiği ve tek kopya olarak zeytin genomunda temsil edildiği tespit 

edildi. OeMT2 geninin hemen hemen tüm zeytin dokularında benzer oranda 

ifade edildiği ve polimorfik bir gen olduğu kanıtlandı. Proteinin moleküler 

ağırlığının yaklaşık 22 kDa olduğu ve biyolojik aktivite analizi sonucu bakır 

ve kadmiyum elementlerini etkin bir şekilde bağladığı tespit edildi. 
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ABSTRACT 
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CHARACTERISATION OF OLIVE BETA GLUCOSIDASE AND 

METALLOTHIONEIN GENES 
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BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE 

BIOLOGY 

 

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

 

BALIKESİR,  AUGUST 2013 

 

In this study, a β glucosidase gene (ZBG) and a type II 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 seqeunce 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, δ-

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. 
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1. GİRİŞ 

Zeytin ağacı (Olea europaea L.), dünya üzerinde bilinen ve en eski tarımı 

yapılan ağaçlardan biridir. Zeytin meyvesi tipik bir Akdeniz mahsülü olarak tanımlanır 

fakat günümüzde ekonomik değerinin yüksek olması, yüksek besin değerlikli yağ 

kaynağı olması, kuraklığa dayanıklı ve uzun yıllar meyve vermesinden dolayı birçok 

bölgede kültürü yapılmaktadır [1, 2].  

Santorini Adası’nda bulunmuş olan zeytin fosilleri, tarihte zeytin ağacına ait elde 

edilmiş en eski bulgulardır. Zeytinyağının M.Ö.4500 yıllarında Akdeniz’ de kurulmuş 

olan Girit Medeniyeti’nde kullanıldığına dair veriler mevcuttur [3]. Bu izler bir anlamda 

zeytinciliğin M.Ö.4000΄li yıllarda Mezopotamya olarak adlandırılan ve Gaziantep, 

Mardin, Kahramanmaraş illerinin yer aldığı bölgelerde kültüre alındığını da 

doğrulamaktadır. Zeytinin kültür bitkisi olarak yetiştirilmesi Akdeniz medeniyetleri 

sayesinde gelişmiştir ve günümüzde Akdeniz havzasında 9400 milyon dönümden fazla 

alanda yetiştiriciliği yapılmaktadır [4, 5]. 

Anavatanının, Güneydoğu Anadolu Bölgesi’ni içine alan Yukarı Mezopotamya 

ve Güney Ön Asya olduğu düşünülen zeytinin, ülkemize güneydoğudan başlayarak 

Suriye’den Akdeniz kıyıları boyunca yayıldığı kabul edilmektedir. Zeytin ülkemizde, 

Güneydoğu Anadolu’da Mardin’in güney kesimlerinden başlayarak, Akdeniz, Ege ve 

Marmara kıyı kesimleri ile alçak kesimleri takip ederek Karadeniz kıyılarında da 

yayılma alanları bulabilmiştir. Kıyı bölgeleri dışında, yükseltilerinin az oluşu nedeniyle 

zeytinin yetişebilmesi için gerekli elverişli iklim şartlarına sahip iç kesimlerde de 

(Adıyaman, Kahramanmaraş, Karaman, Isparta, Burdur, Denizli, Bilecik, Eskişehir) 

sınırlı miktarlarda zeytinlikler bulunabilmektedir [6]. 

Zeytinin yayılışının iki yoldan olduğu düşünülmektedir. Bunlardan birincisi 

Mısır üzerinden Tunus ve Fas’a, diğeri ise Anadolu boyunca Ege Adaları, Yunanistan, 

İtalya ve İspanya’ya doğrudur [7-9]. Zeytin, dünyada Akdeniz havzasında yer alan ve 

Akdeniz iklim özelliklerini gösteren yaklaşık 40 ülkede ekonomik anlamda tarımı 

yapılan bir meyvedir [10].  
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Zeytin meyvesi çeşitli şekillerde işlenmek suretiyle tüketilir. Bu işlem, basit 

salamuraya yatırma, acılıgın fermentasyon yoluyla giderilmesi veya kimyasal 

bileşiklerle tatlandırmaya gibi süreçlerini kapsar. Zeytin ağacının meyvesive odununa 

ek olarak yağı da kozmetik sanayisinde ve tıp alanında da yüzyıllardan beri 

kullanılmaktadır [11]. Zeytinin insan sağlıgına ve beslenmesine olan öneminin yanında 

dogal hayata olan faydaları da dikkate alınarak zeytin yetiştiriciliğine büyük bir ivme 

kazandırılarak günümüze kadar gelmesi sağlanmıstır. Dünyada zeytincilik yapılan 

alanların %9’u, dane zeytin üretiminin %8’i, zeytinyağı üretiminin %5’ine, sofralık 

zeytin üretiminin %14’üne ve ağaç varlığının %17’si Türkiye’ ye aittir. Türkiye’de 

zeytincilik yapılan alanlar ise işlenen toplam tarım alanlarının %3,4’ünü 

oluşturmaktadır [12].Ülkemiz dünya zeytinyağı piyasasında beşinci sırada yer almakta 

ve 70 farklı ülkeye zeytin ihraç etmektedir. Bu pazarda en çok pay %70 ile İspanya’ya 

aittir. Türkiye’nin toplam zeytinyağı üretiminin yaklaşık %80’i Ege bölgesine ait olup, 

bu üretimin yaklaşık %76’sı yağlık olarak derlendirilmektedir [13] 

1.1 Zeytinin Bilimsel Sınıflandırılması  

Zeytin bitkisi, 30 cinse sahip olan Oleaceae familyasına üyedir. Olea cinsi, 

çoğunlukla güç yetiştirme şartlarına sahip sahalardan yetişebilen, kuraklığa dirençli 

çeşitli tür ve alt türleri içermektedir. 2 X = 46 kromozoma sahiptir. Bunların çoğu 

çalılar veya ağaçlardan oluşmaktadır. Bu cinse mensup taksonlardan yenilebilir meyvesi 

olan tek tür, kültür zeytinin de dahil olduğu Olea europaea L; çoğu ekotip olmak üzere 

2600’ den fazla çeşide sahiptir. Zeytinin sınıflandırması aşağıdaki şekildedir [14];  

Alem : Bitkiler  

Alt alem : Tracheobionata  

Superdivision : Spermatophyta  

Division : Magnoliophyta  

Sınıf : Magnoliopsida  

Üsttakım : Asteranae 
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Takım : Lamiales  

Aile : Oleacea  

Cins : Olea L. 

Tür : Olea europaea L. 

1.2 Zeytin Ağacının Morfolojisi  

Zeytin, boylu bir çalı veya 10-20 metreye kadar boylanabilen, sık dallı, yayvan 

tepeli, her dem yesil yapraklı bir agaçtır. Genis, kıvrımlı, düzensiz bir gövdesi vardır. 

Agaç yaslandıkça, düzgün gri renkli gövde kabugu giderek çatlar. Agacın tacı (tepesi), 

yaklasık olarak artan boy kadar her sene genişler. Verimli topraklarda taç açık ve 

asimetrik, verimsiz topraklarda ise daha yogun ve yuvarlaktır. Sürgünleri gri renkli, 

dikensiz ve hemen hemen üç köşelidir [15]. 

Mızraksı, çok kısa saplı, deri gibi sert yaprakları sürgünlere karşılıklı çiftler 

halinde dizilmiştir. Yaprakları basit, tam kenarlı ve kenarlar alt yüze doğru hafif 

kıvrıktır. Yaprağın boyu 2086 mm, genişliği de 5 - 17 mm’dir. Yaprakların ucunda sivri 

bir çıkıntı bulunur. Yaprağın üst yüzü koyu gri-yeşil ve tüysüz, alt yüzü mavimsi 

gümüşi renkte ve beyaz sık ipeksi tüylerle kaplıdır [16]. 

Kuzey yarımkürede zeytinin vejetatif tomurcukları Mart ayının sonunda ortaya 

çıkar, ve ilkbaharın sonlarına doğru Nisan - Mayıs aylarında ise çiçek açmaya başlar. 

Sıcaklığın 12 °C üzerine çıkması bu durumu teşvik edici bir etkendir. Meyve yaz 

mevsimi boyunca gelişmeyi sürdürür ve meyve yüküne bağlı olarak Eylül - Ekim 

aylarında yeşil zeytin oluşur. Eylül ve Ekim ortalarında meyveler sulanır. Ekim ayından 

sonra renklenme başlar ve çoğu çeşitte kış aylarında tam olgunluğa ulaşılır [17]. Zeytin 

ağacının gelişiminde ılık iklimlerde yaz aylarında bir azalma görülürken, serin 

iklimlerde ise sürgün gelişiminin en fazla olduğu dönemlere denk gelmektedir 

Topraktaki nemin uygun veya suyun bol olduğu durumlarda sonbahardaki günlük 

sıcaklıklardaki azalma ağaç gelişiminin hızlanmasına neden olmaktadır. [18, 19] 
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1.3 Zeytin Bitkisinde Periyodisite 

Periyodisite, bir yılın verimli, takip eden diğer yılın ise daha az verimli olarak 

gözlendiği ve birçok meyve ağacı türünde gözlenen bir fenomendir [20-22]. Zeytinde 

ise meyve üretimi açısından iki yıl arasındaki bu verimlilik farkı oldukça fazladır [23]. 

Periyodisite özelliği gelişme miktarı ve hormonsal faktörlerle ilgili olmakla birlikte 

meyve büyüklüğü, kuvvet ve yıllık vejetatif gelişme miktarı ile de ilişkilidir. Bu 

nedenle, verimli bir yılda genç sürgün gelişimi sınırlı olmaktadır [24]. Yapılan pek çok 

çalışmada, besin rekabetinin periyodisiteye sebep olduğu ve meyve ağırlığını üzerinde 

oldukça güçlü bir etkisinin olduğu tespit edilmiştir [25-27]. Verimli bir yıldan sonra, 

kısa ve gelişmesi engellenmiş sürgünler üzerindeki gözlerin büyüme potansiyeli 

genellikle düşük olmaktadır [28]. Böylece aynı uzunluktaki sürgünler, verimli bir yıldan 

sonra daha fazla somak geliştirmektedirler. Somaklar üzerindeki çiçeklerin bulunması 

aynı zamanda ağacın daha önceki ürün verimine göre de farklılık göstermektedirler. 

Meyve tutum yüzdesi çiçek, somak sayısına bağlı olsa bile bazı yıllarda verimdeki 

dalgalanma meyve sayısındaki değişikliğe göre daha azdır. Bu durum meyvelerin 

sayıları ile büyüklükleri arasındaki yakın ilişkiye dayanmaktadır [29]. Meyve sayısı 

daha az olduğunda daha büyük meyve oluşumuna neden olur ve böylece dalgalanmanın 

derecesi daha düşük olmaktadır. Meyve sayısı ve büyüklüğü arasındaki ilişki sadece 

meyvelerin miktarına değil aynı zamanda onların dağılımına da bağlıdır[30-32].  

Mevcut ürün miktarı, bir sonraki yıldaki farklılaşmayı ve meyve tutumunun 

derecesini belirleyen en önemli faktördür. Fazla miktarda ürüne sahip olan ağaçlarda 

önemli bir vejetatif gelişme gözlense bile, bir sonraki yılın ürün miktarı az olmaktadır. 

Bu durumda somaklar oluşmaz ve kış koşulları uygun olsa bile oluşan çiçekler meyve 

bağlamayacak ya da sadece birkaç tane meyve bağlayacaktır. Hasat zamanının Aralık-

Ocak aylarına kadar ertelenmesi ise ertesi yıldaki ağacın verim gücünü etkileyerek bir 

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

Zeytin ağacında gözlenen birçok fizyolojik işleyişin sonucunda periyodisiteye 

neden olarak içsel hormonların etkili olduğu görülmüştür [34, 35]. Somakta meyve 

tutacak ilk çiçeğin somaktaki diğer meyvelerin normal tutumunu engellediği pek çok 

çeşitte kanıtlanmıştır [36]. Ayrıca yapılan tohum öldürme çalışmalarında ağaç üzerinde 

kalan tohumsuz meyve miktarının azlığı ya da çokluğunun ertesi sezon için çiçek gözü 
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indüksiyonu üzerinde sadece embriyolarda bir etkiye sahip olduğunu göstermişlerdir 

[37, 38].  

Yapılan çalışmalarda meyve yükünün fazla olduğu ‘‘var’’ ve yok denecek kadar 

az olduğu‘‘yok’’ yıllarının sonunda yapraklarda ve tomurcuklarda bulunan mineral, 

büyüme düzenleyiciler ve fenolik metabolitlerin birbirinden farklı olduğu tespit 

edilmiştir.[39, 40]. Mineral içeriğinin çiçek tomurcuklarının farklılaşarak tekrar 

oluşmasında gerekli bir etmen olduğu; ‘‘var’’ yılında sodyum ve potasyum içeriğinin 

önemli ölçüde azalmasına ancak ‘‘yok’’ yılında bu değerlerin yüksek olmasına 

dayanmaktadır [41]. Yaz sezonundaki büyüme sırasında ya da meyve düşme zamanında 

hormon uygulamalarının diğer çeşitlerde olduğu gibi zeytinde de çiçek tomurcuklarının 

indüklenmesini azalttığı ispatlanmıştır [31, 42, 43]. Ayrıca ‘‘var’’ ve ‘‘yok’’ 

yıllarındaki zeytin ağacı yapraklarında bulunan fenolik içeriğin de farklı olması, fenolik 

metabolitlerin birikiminin ve sekonder metabolit miktar ve çeşitlerinin de meyve 

gelişiminde ve içeriğinde önemli bir etmen olduğu sonucunu çıkarmaktadır [44]. 

Araştırmalar, sıcaklıklığın çevresel koşullar içinde çiçek farklılaşmasında en 

önemli etkiye sahip olduğunu ortaya koymuştur [45-47]. Durgun sıcaklıkların 

gözlendiği kış aylarında potansiyel çiçek tomurcuklarının farklılaşma oranı yüksek iken 

olumsuz sıcaklık değişimleri, periyodisitenin indüklenmesini teşvik eder. Dondurucu 

kışlar da tüm ağaçlarda tomurcukların miktarını azalmaktadır [39, 48, 49]. tamamen 

meyve üretiminin yüksek oranda eşitlenmesine neden olur ve sonuçta takip eden yıldaki 

ürün için düşük oranda çiçek tomurcuklarının oluşmasına ve dolayısıyla periyodisitenin 

başlamasına neden olur [50]. 

Ticari ve ekonomik önemi oldukça fazla olan zeytin ağacı için meyve kalitesi ve 

ağacın meyve tutumu oldukça önemli kriterlerdir. Periyodisite sonucu ortaya çıkan ürün 

açısından verimsiz bir yıl, birçok ticari ve ekonomik probleme sebep olmaktadır [51]. 

Bu etmenleri en aza indirmek amacıyla verimsiz yılda az olan meyvenin gelişmesini 

önleyerek [43] ‘‘var’’ yılındaki meyve yükünü azaltılmaya çalışılır [52, 53]. Bunun 

dışında budama yöntemi de “var yılı” öncesinde uygulanabilir. Ayrıca meyve sayısını 

azaltmak ve daha fazla vejetatif gelişmeye ve “yok yılı” için daha iyi çiçek gözü 

farklılaşması sağlamak için ‘‘var’’ yılında küçük meyve seyreltmesi de yapılabilir [54]. 

Çok miktardaki küçük meyvelerden oluşan bir ürün, az sayıdaki büyük meyveli ürüne 

oranla periyodisiteyi daha fazla teşvik etmektedir. Ana dalda bilezik almanın 
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periyodisiteyi azaltan başka bir yöntem olup, kış farklılaşmasını sınırlayan şartlar 

altında fayda sağladığı görülmüştür. [55, 56]. 

1.4 Beta-Glukozidaz Enziminin Biyokimyası 

1.4.1 Beta-Glukozidaz Enziminin Genel Özellikleri 

β-glukozidazlar ya da diğer bir deyişle β-glukozid glukohidrolazlar (EC 

3.2.1.21) D-glukoz ve bir aglikon ya da farklı bir şeker arasındaki β-O-glukozidik 

bağlarını hidrolizleyerek glukoz ve bir aglikonun açığa çıkmasını sağlayan enzimlerdir. 

β-glukozidazlar; mikroorganizmalar, bitkiler ve hayvanlar gibi oldukça geniş çapta bir 

canlı grubunda bulunmaktadır [57-61].  

 

 

 

Şekil 1.1: Glikozidik bağın gösterilmesi [62] 

Aile 1 β-glukosidaz monomerlerinin her birinin temel yapısında yüksek 

korunumlu peptid motifleri bulunmaktadır. Bunlar SAYQI, YRFSI, TFNEP, LGLNYY, 

YITENG ve DNFEW’dir. Bunlardan TFNEP ve YITENG enzimin aktif bölgesinin bir 

parçasını oluştururlar ve şekil 1.2’ de gösterildiği gibi iki adet katalitik glutamat içerirler 

[63-66].  

Birçok β-glukozidaz; β-glikozidik bağlara özgün olma, asidik pH’ da (5-6) en 

yüksek aktivite gösterme, alt ünitesinin moleküler ağırlığının 55-66 kDa olması gibi 

birçok ortak özelliğe sahiptirler. Sıcaklıkla ilgili yapılan stabilite çalışmalarında da β-

glukosidazların 55-60 
°
C’nin üzerinde geri dönüşümsüz olarak inaktive oldukları 
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bulunmuş ve bazı çalışmalar neticesinde de 50-55
°
C’lerde en yüksek aktiviteye sahip 

oldukları gösterilmiştir [67-70]. 

 

 

 

Şekil 1.2: β-Glukozidaz enzimlerinin genel üç boyutlu yapısı [71]. 

1.4.2 Beta-Glukozidaz Enziminin Sınıflandırılması 

1.4.2.1 Substrat Spesifikliğine Göre Sınıflandırılması 

Uluslararası Biyokimya ve Moleküler Biyoloji Birliği (IUBMB) tarafından 

oluşturulan (1984) isimlendirme sistemi, enzimin katalizlediği reaksiyonun tipine ve 

substrat spesifikliğine dayanmaktadır. Bu sisteme göre O-glikozil hidrolazlar 

EC.3.2.1.X alt sınıfında yer alırlar.”X” burada substrat özgünlüğünü nitelendirir [72, 

73]. β-glukozidaz (EC 3.2.1.21) ve β-galaktozidaz (EC 3.2.1.23) enzimlerinin 

isimlendirmesi arasındaki fark, substrat tercihine göre değişir. Bu sınıflandırma 

sisteminin dezavantajı ise; birden fazla substrat üzerinde etkili enzimler için uygun 

olmamasıdır. Örneğin sellülazlar ksilan, ksiloglukan, β-glukan ve birçok ticari substrat 

üzerinde etkilidir [74, 75]. 
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1.4.2.2 Etki Mekanizmasına Göre Sınıflandırılması 

“Ekzo” and “endo” terimleri glikozid hidrolazların bir polisakkarit üzerindeki 

hareketi ile ilgilidir. “Ekzo-glukozidazlar” bir oligosakkarit zincirinden tek bir 

glikozidik rezidüyü indirgen olmayan uç kısmından kesen enzimlerdir. “Endo-

glukozidazlar” ise; bir glikozidik zincirdeki internal bağlantı noktalarından kesen, bir 

oligosakkarit rezidüsünü serbest bırakan enzimlerdir [76]. 

“Ekzo” and “endo” ayırımı oldukça güçlü bir ayırımdır fakat endo ve ekzo 

özellikleri birlikte katalizleyen enzimleri kategorize etmek için bu sınıflandırma sistemi 

yetersiz kalmaktadır. Örneğin sellobiyohidrolazlar hem polisakkarit substratlara 

bağlanırken hem de bir dizi katalitik tepkime sonrası polimer zincir substratı serbest 

bırakamazlar [77, 78]. 

1.4.2.3 Aminoasit Dizilerinin Benzerliklerine Göre Sınıflandırılması 

Enzimlerin aminoasit dizileri ve yapıları birbirleriyle ilişkili iki önemli faktör 

olması sebebiyle enzimin sadece aminoasit dizisi kullanılarak yapısal ve mekanistik 

özellikleri hakkında bilgi sahibi olunabilir. Buna ilaveten her enzim ailesinin moleküler 

mekanizması genellikle korunmuş olup, ilgili diziler benzer katlanmalar göstermektedir. 

 Dizi temelli sınıflandırma sadece glikozil hidrolazlar ile sınırlı kalmayıp, benzer 

yapısal özellikler gözteren glikozil transferazlara da uygulanmıştır [79]. Tersiyer yapı 

seviyesindeki benzerlikler, katalitik mekanizmadaki, katalitik rezidülerindeki önemli 

benzerlikler ve korunmuş bölgeler temel alınarak glikozil hidrolaz aileleri kabileler ve 

süper aileler olarak sınıflandırılmışlardır. Glikozil Hidrolaz 1 ailesi; GH-A kabilesi 

(aynı zamanda 4/7 süper ailesi olarak ta isimlendirilir) içerisinde yer alır. [80]. 

Glikozil hidrolaz 1 ailesinin tersiyer yapısı ile ilgili yapılan çalışmalar aktif 

bölgedeki, benzerlikleri ortaya çıkarmış ve birçok polar ve aromatik rezidülerin 

karbohidrat tanıma bölgelerinin sonlarına doğru yerleştikleri belirlenmiştir [63, 66, 81]. 

Ayrıca bu aileye mensup birçok enzimin katalitik bölgelerinin bir paket ya da tunel 

içerisinde olduklar belirlenmiştir [82]. 
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Primer ve tersiyer yapılardan katalitik aminoasit rezidülerinin belirlenmesiyle 

aktif bölge rezidüleri belirlenebilir. Eğer katalitik rezidü; dizisi bilinen bir aileye 

mensup ise, benzer diziler ile dizi hizalamasıyla aydınlatılabilir [72, 73, 77, 78]. 

1.4.3 Enzimin Katalizleme Mekanizması  

Tüm Aile 1 β-Glukozidazları, bir anomerik karbon ve glikozidik oksijen 

arasındaki β-glukozidik bağları hidrolize etmek için benzer mekanizma kullanırlar. Bir 

β-glukozidin glikon ve aglikon kısımları arasındaki beta bağlantının hidrolizi için kabul 

gören iki farklı hidrolitik mekanizma vardır. Bu mekanizmalar; şeker kalıntısındaki 

anomerik merkezde bulunan ters dönmeye (inversiyon) ya da tutmaya (retaining) bağlı 

olarak isimlendirilir. Selülazların ve ksilinazların da büyük bir kısmını da içine alan β-

Glukozidazların substratı genel olarak şekerin anomerik konfigurasyonunu tutarak 

hidrolize ettiği bilinir [83]. Asidik bölge (karboksil grup) glikozidik oksijenin 

bulunduğu bölge ile etkileşime girer. Parçalamanın sonunda monosakkaridin anomerik 

karbonu bir su molekülü ile etkileşime girer ve β-D-glukopiranoz oluşturur [84].  

 

 

Şekil 1.3: β-Glukozidazların substrat ile etkileşimi [71]  

Ters dönme ya da tutma mekanizmalarının her birinde en az iki karboksil grubun 

glikozil hidrolazların katalizleme sinde rol aldıkları bilinmektedir. Ters dönme 

mekanizmasıyla katalizleyen enzimlerde bu iki grup arasındaki uzaklık yaklaşık olarak 

9,3 Å, tutma mekanizmasıyla katalizleyen enzimlerde ise bu mesafe 5,0 Å’dır. Tutma 

mekanizması ile katalizleme görevini yapan β-glukozidazların aktif merkezinde E191 

ve E406 konumunda işlevsel iki glutamik asit kalıntısının olduğu bildirilmektedir. Aktif 

bölgedeki asidik grup olan glutamik asit glukozidik oksijene bir proton verir ve bir 
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nükleofilik grup glukozun 1 numaralı karbonuna atak yaparak bağı parçalar. Bunlardan 

asit-baz katalizörü olan glutamik asit TFNEP motifinde bulunurken, nükleofilik 

glutamik asit ise I/VTENG motifinde bulunur.  Bu esnada glikozil-enzim ara ürünü 

oluşur ve aglikon serbest kalır. Daha sonar, bir su molekülü temel katalizatör olan 

glutamik aside bir proton, glikon ve enzim arasındaki kovalent bağa da bir OH
- 
verir. 

Böylece glikon serbest kalır ve nükleofilik glutamik asit eski haline geri döner [77].  

 
Şekil 1.4: β-glukozidik bağın tutan (retaining) β-glukozidazlar ile hidrolizi [85] 

1.4.4 β-Glukozidaz Enzimlerinin Suıbstrat Özgünlüğü 

Enzimlerin substrat özgünlüğünü belirleyen temel faktörler substrat ve substratın 

enzimde bulunan bağlanma bölgesi arasındaki konformasyonel ve kimyasal bütünlüktür 

[86]. 

Substrat özgünlüğü bitki β-glukozidaz enzimleri için oldukça önemli bir 

fonksiyondur. Araştırmacılar, aglikon veya karbohidrat olmayan kısmın β-
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glukozidazların doğal substratlarına karşı gösterdikleri özgünlüğün en önemli nedenleri 

olduğunu belirtmişleridir [87, 88]. Hemen hemen her kaynaktan elde edilmiş β-

glukozidazlar substratın glikon (Glc) kısmına benzer özgünlüktedir fakat bazen özellikle 

bitki β-glukozidaz enzimleri substratın aglikon kısmına karşı farklı bir özgünlük 

gösterirler. Mısır bitkisinde yapılan bir çalışmada glikon ve aglikon arasındaki bağın 

parçalanabilmesi için hidrofobik bir aglikon gruba ihtiyaç duyulduğu belirlenmiştir [89, 

90].  

β-Glukozidazların özgünlüğü için gerekli olan aglikon kalıntıları; bitki 

hormonlarını, hidroksinamik asitleri, flavonolleri, siyanoglukozidleri ve 

mandelonitrilleri içerir [91, 92]. Bu aglikonlar bitki metabolizmasında bir dizi 

fonksiyonlara sahiptir ve aglikon özgünlüğü de β-glukozidazın bitkideki görevinin 

belirlenmesi için oldukça önemli bir özelliktir [89]. 

1.4.5 Bitki β-Glukozidaz Enzimlerinin Önemi 

β-Glukozidazlar bitkilerde birçok metabolik olayda yer almaktadırlar Bu nedenle 

β-glukozidaz enzimleri protein mühendisliğinde, tarım ve ormancılık alanlarında ve 

biyoteknolojik çalışmalarda oldukça sık çalışılmaktadır. β-glukozidazların (özellikle 

Familya 1 enzimleri) bitkilerde katıldıkları bazı biyolojik süreçler olarak; bitki 

zararlılarına karşı savunma mekanizmasıda görevli olma, besin kalitesinin artışı, lignin 

biyosentezi, selüloz metabolizması örnek verilebilir [93-96]. 

1.4.5.1 Savunma 

Bitkiler, bitki zararlılara karşı savunma mekanizması olarak bünyelerinde toksik 

maddeleri biriktirirler ve ihtiyaç halinde salıverirler. Bu kimyasal maddeler β-

glukozidler ve β-glukosinolatlardır. β-glukozidazlar ve substratları; hücrenin farklı alt 

yapılarında ya da doku bölümlerinde stoklanır [97]. Patojen veya herbivorların bitki 

dokularına oluşturdukları zarar; substrat ile enzimin karşılaşmasına, böylelikle 

substratların hidrolizinin başlamasına neden olur. Hidroliz sonucu açığa çıkan ürünler 

tiyosiyonatlar, izotiyosiyonatlar, nitriller, HCN, benzaldehitler gibi maddelerdir [92]. 

Bu maddeler; herbivorları caydırıcı, bitki zararlılarının bitkiye girişini, bitkide 
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gelişmesini ve dağılmasını engelleyici etki gösterirler. Böylece β-glukozidaz enzimleri 

bitkilerin savunma sisteminde yer almış olurlar. Örneğin insektalara ve soğuğa karşı 

dirençte etkili olduğu düşünülen bu enzimler baskılandıklarında bitkide savunma 

yetersizliği sonucu bazı streslerin ortaya çıktığı gözlenmiştir [98-100]. 

1.4.5.2 Besin Kalitesinin Artışı 

Bitkilerde tat ve lezzet oluşumunda etkili olduğu belirlenmiş oldukça fazla 

sayıda β-glukozidik ürün teşhis edilmiştir. Bu moleküllerin aglikon parçalarının besin 

kalitesi ve üretimi üzerine etkili olduğu belirtilmiştir. Bilindiği gibi aglikonların ortaya 

çıkmaları; β-glukozidaz enzimleri tarafından β-glukozidik substratların hidrolize 

uğraması yoluyla olmaktadır. Bu yöntem, meyve suyu ve meşrubat üretiminde sıklıkla 

kullanılmaktadır [101]. Üretim sırasında ya da sonrasında β-glukozidaz enziminin 

eklenmesi; ürünlerin tat, lezzet, aroma ve diğer kalite faktörlerinde artış 

gözlenmektedir[102, 103].  

Lahana, karnabahar, brokoli ve turpgillerde bulunan mirosinaz-glukosinolat 

sistemi, besin kalitesi ve tat oluşumu sürecinde oldukça önemlidir. Glikosinolatların 

enzimatik hidrolizinden oluşan aglikon parçaları ve bozulma sonrası ürünler, bu 

sebzelere acı ve kendine has kokularının verilmesinden sorumludurlar [104, 105]. 

β-Glukozidazların meyvelerin tatlanması üzerine etkili oldukları belirlenmiştir 

Vanilya tanelerinde bulunan bir β-glukozidaz enziminin vanilin-β-glukozid 

(glukovanilin) olarak bilinen aroma öncüllerinin hidrolizinden sorumlu olduğu ve 

vanilya aromasının bu substratın hidroliziyle açığa çıkan ürünlerle ilgili olduğu 

bildirilmiştir [106]. Monoterpenilglikozid miktarının Muscat üzümününün 

meyvelerdeki aroma kısmının önemli kısmını oluşturduğu belirtilmiştir [107]. Ayrıca 

çay yaprağı ile yapılan çalışmada da β-glukozidaz enziminin aromatik tat ile ilişkisi 

olduğu gösterilmiştir [108]. 
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1.4.5.3 Selüloz Metabolizması 

Selüloz doğada en bol bulunan polimerdir. Bitkilerde ve bazı deniz yosunlarında 

bulunan hücre çeperinin temel yapısını oluşturur fakat bazı deniz hayvanları ve 

bakteriler tarafından da üretilir. Selüloz, β-1,4-glukozidik bağıyla bağlanmış yaklaşık 

10.000 glukoz rezidüsünden oluşan bir glukoz polimeridir [109]. 

Pek çok hayvan selülozu besin olarak sindiremez. İnsanların beslenmesinde 

kullandıkları sebzelerdeki bu kısımlar posa halini alırlar ve büyük miktarı hemen hemen 

hiç işlenmeden dışarı atılır. İnekler ve termitler gibi bazı hayvanlar ise selülozu; β-

glukozidaz enzimleri aracılığı ile glukozlu besinlere ayıran incebarsak floralarına 

yerleşmiş bakteriler yardımıyla parçalarlar. 

Selüloz farklı birçok enzimin birleşik aktivitesi sonucu parçalanır. Bahsedilen 

enzim tümleşiği üç enzimden oluşmaktadır: bir endoglikonaz, bir ekzoglikonaz ve bir β-

glukozidaz. Endoglukonazlar selülozun iç β-1,4-glikozidik bağlarını hidrolizle keserek 

yeni zincir uçlarının oluşmasını sağlar. Ekzoglukanazlar da oluşan bu yeni selüloz 

zincirlerini uçlardan keserek çözünür sellobiyoz birimleri oluştururlar. Son olarak β-

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

Endüstride selulozik biyokütle yıkımı ve selulozun glukoza dönüşümü 

mikroorganizmalar ya da izole edilmiş selulaz tümleşiği tarafından sağlanmaktadır.  

Selulaz tümleşiğiinin, selulozik biyokütlenin degredasyonunda kullanılması β-

glukozidazları mühendislik açısından önemli bir materyal haline getirmektedir.  

Günümüzde enzim katalizli işlemler, daha hızlı, daha ekonomik, çevre dostu, ürün 

verimi oldukça yüksek ve safsızlık oluşumu oldukça düşük olduğundan, endüstriyel 

uygulamalarda kimyasal reaksiyonlara kıyasla daha fazla tercih edilmektedirler.  Enzim 

katalizli işlemlere duyulan bu ilgi, zamanla dünya genelinde bir enzim pazarının ortaya 

çıkmasına ve bu alanda yapılan çalışmaların da artmasına neden olmuştur [111, 112]. 

1.4.5.1 Lignin Biyosentezi 

Lignin selülozdan sonra biyosferde bol bulunan ikinci bileşiktir. β-Glukozidaz 

enziminin koniferini hidrolizi sonucu oluşan koniferil alkol, ligninin biyosentezi için 
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gerekli en önemli öncül maddedir. Bu durumda bazı bitki β-glukozidazlarının lignin 

biyosentezinde rol aldıkları ortaya çıkmaktadır [113, 114]. Kaliteli kağıt üretimi ve ağaç 

yetiştirmede β-glukozidaz enzimlerine ait bilgilerin kullanılması bu enzimlerin önemini 

arttırmaktadır.  

1.4.1 Zeytin β-Glukozidaz Enzimi 

Yüksek kalitede zeytinyağına olan ilginin artması, başta kanser, kalp hastalıkları 

sağlık açısından birçok faydasının olmasına bağlıdır [115-118]. Fenolik bileşiklerin her 

iki faktör için de direk etkiye sahip oldukları, özellikle antioksidanların oldukça fazla 

miktarda besinsel fayda sağladıkları bilinmektedir [119]. Saf zeytinyağında bulunan 

fenollerin zeytinin dokusunda bulunan fenolik glikozidlerle ve fenolik metabolizmasıyla 

ilişkisi vardır [118]. Zeytin meyvesinde bulunan ana glikozidler oleuropein, ligstrosit, 

and dimetiloleuropein’dir. Fakat farklı çeşitlerde verbaskosit, elenolik asit glukosidi, 

luteolin-7-glukosit, apigenin-7-glukosit, rutin, ve kuersetin-3-rutinosite de rastlanmıştır 

[120, 121]. Zeytin dokuları patojen istilasına uğrayıp zarar görmeye başladığında 

fenolik glikozidlerin hidrolizinin kontrolü β-glukozidaz enzimi ile gerçekleştirilir. Bir 

yaprak herbivorlar tarafından hasara uğratıldığı zaman; organellerdeki β-glukozidaz 

enzimi oleuropeini güçlü bir protein denature edici ajan olarak aktive eder [122]. 

Bitki β-glukozidazlarının besin değeri açısından önemi, aroma öncü maddelerini 

hidrolizleyerek serbest aglikanlar oluşturmalarıdır [123]. Kaliteli zeytinyağının tat ve 

koku gibi özelliklerini belirlemek amacıyla bugüne kadar birçok çalışma yapılmıştır. Bu 

verilerin her biri için belirleyici unsur tüketicinin tercihi olmuştur [124]. Saf 

zeytinyağlarının düşük ya da orta dereceli acı tada sahip olması tüketiciler tarafından 

istenilen bir lezzettir. Oldukça acı tada sahip olanlar ise tercih edilmezler. Bu sonuç acı 

tadın zeytinyağının ticareti için önemini ortaya koymaktadır. Acı lezzetin yoğunluğı 

fenolik bileşiklerin yoğunluğu ile doğru orantılıdır. Zeytinyağı üreticileri acı tadın 

giderilmesi için fenol içeriğinin giderilmesini ham maddenin işlenmesi, ısıtma ve 

parçalama yöntemi ile kontrol altına almaya çalışmaktalardır [125]. Hem ticari, hem de 

tıbbi önemi oldukça yüksek olan zeytinyağının kalitesi üzerinde etkisi olan bu enzim 

karakterize edilmesi için yapılan çalışmalar önemli katkı sağlamışlardır [115, 123, 124, 

126-128]. 



15 

 

1.5 Metalotiyonein Proteinleri ve Yapısal Özellikleri 

1.5.1 Metalotiyonein Proteinleri 

Ağır metallerin bitkilerde aşırı derecede birikmesi membran geçirgenliğini 

zedeleyerek ve enzimleri baskılayarak bitki büyümesini olumsuz etkiler [129]. 

Ağır metallerin zehir etkisinin giderilmesi için ökaryot organizmalarda 

özelleşmiş birçok peptid bulunmaktadır. Bitkilerde bu görevi metalotiyonein ve 

fitoşelatinler üstlenmiştir [130-133]. 

Yayınlanan ilk metalotiyonein (MT) proteini; kadmiyum (Cd
+2

) elementini 

doğal olarak bağlayabilen bir protein olmasıyla araştırmacıların dikkatini çekmiş ve ata 

ait böbrek korteksinden izole edilmiştir. Sistein (Cys)-tiyolat açısından zengin olması 

sebebiyle “metalotiyonein” adını almıştır [134, 135]. Bitkilerde ise ilk izole edilen MT 

bugdaya ait olgun embriyolardan elde edilen Ec tip MT olup Zn
+2

 elementini etkili bir 

biçimde bağlar [136]. 

Cys (sistein) rezidülerinin düzenlenişlerine göre tüm MT proteinleri üç sınıf 

altında toplanır. Tüm bitki MT proteinleri ise Sınıf-II içerisinde yer alır. Bitki MT 

proteinleri kendi içerisinde üç sınıf ve Ec tip olarak sınıflandırılır [137-141] 

 Bitki MT proteinlerini memelilerden ayıran en önemli özellikleri; düşük molekül 

ağırlıklı olmaları, sistein aminoasidi açısından zengin (karakteristik CysCys ve 

CysXaaCys motiflerini barındıran) aromatik aminoasit içermeyen proteinler olmalarıdır. 

Bu ölçüt sadece Ec tip proteinlerde iki oldukça iyi korunmuş histidin aminoasit 

rezidüsüne sahip olmaları ile bozulmuştur [142]. 

MT proteinlerinin en önemli görevi yaklaşık üçte bir oranda içerdiği sülfidril 

rezidüsü olan sistein aminoasitlerine Cu, Cd ve Zn gibi ağır metalleri bağlamaktır. MT 

proteinlerinin metal depolama ve ağır metal zehirlenmesine karşı koruma, gelişme, 

farklılaşma, metabolizmanın kontrolü, UV ışınlarından ve serbest radikal 

zehirlenmesine karşı cevap oluşturma gibi görevleri vardır [143]. 
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1.5.2 Metalotiyonein Proteinlerinin Fonksiyonel Özellikleri 

Memeli ve mantar metalotiyonein proteinlerinin metallerin zehir etkilerinin 

giderilmesi amacıyla kullanımlarını belgeleyen oldukça fazla mikterda çalışma 

bulunmaktadır [144, 145]. Örnek olarak Cd dirençli fare hücreleri, Cd direnci 

oluşturabilmek için yüksek miktarda metalotiyonein proteini ürettikleri 

belirlenmiştir[146]. Saccharomyces cerevisiae mayasında ise, bakır elementine karşı 

oluşturulan direnç CUP 1 metallotionein geninin çoğaltılması ve protein kodlaması ile 

gerçekleşmektedir [143, 147], şekil 1.5. Bunlara ek olarak hayvanlarda bulunan 

metallotionein proteinlerinin oksidatif stres, hücre büyümesinin kontrolü, iyonize 

radyasyona karşı korunma ve bakır ve çinko metabolizmalarının düzenlenmesi 

görevlerinde de rol oynadıkları belirlenmiştir [148] 

 

Şekil 1.5: Saccharomyces cerevisiae CUP metalotiyonein proteininin 3 boyutlu yapısı 

[149] 

Bitkilerde birçok farklı durumda olan metalotiyonein benzeri proteinleri 

aydınlatılmıştır. Bu proteinlerlere ait transkript ürünleri; buğdayda ısı ve sükroz açlığı 

ile indüklenen [150], kivi meyvesinde meyve gelişimiyle [151], kolzada yaprak 

dökümüyle [152], elmada soğuk stresinde [153] ve Sambucus nigra’da ise yaprakların 

etilen hormonu etkisi ile dökülmesi sonucu indüklenerek artmaktadır [154]. 

 Bitki metalotiyonein proteinlerinin ayrıca metal bağlama özelliklerinden dolayı 

metallerin zararsız hale getirilmesi sürecinde de rol oynadıkları bilinmektedir. 

Arabidopsis metalotiyonein proteinleri MT1 ve MT2’ nin bakırla indüklendiği tespit 

edilmiştir. MT1 ve MT2 genleri CUP1 geni delesyona uğratılarak bakıra duyarlı hale 

getirilmiş mutant mayaların, komplementasyon ile MT1 ve MT2 proteinlerini ifade 
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edebildiği gözlenmiştir [130]. Pisum sativun’ da tanımlanan ve E.coli’ de ifade 

ettirilmiş rekombinant metalotiyonein benzeri proteinin (PsMTa) ise bakır ve kadmiyum 

içeren medyada büyütülen hücrelerde metal akümülasyonunu arttırdığı belirlenmiştir 

[155]. Tuzlu ortamlarda yaşayabilen bir bitki olan Salicornia brachiata’da tanımlanan 

SbMT-2 metallotionein geninin E.coli’ de rekombinant ekspresyonu sonucu, bu 

proteinin bakır, çinko, tuz, sıcaklık ve kuraklık ile indüklendiği belirlenmiştir [156]. 

Şekil 1.6’ da bu proteine ait 3 boyutlu yapı gösterilmiştir. 

 

Şekil 1.6: Salicornia brachiata (SbMT-2) proteininin 3 boyutlu yapısı [156] 

1.5.3 Fitoşelatinler 

Ağır metalleri uzaklaştırmak için özellikle bitkiler tarafından kullanılan 

metalotiyonein proteinlerine ek olarak, bir başka sistein aminoasidi açısından zengin 

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

 Fitoşelatinler, üç çeşit aminoasit içerir. Bunlar; sistein, glisin (Gly) ve glutamik 

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

Yapılan çalışmalar fitoşelatinlerin direkt olarak metal toleransını arttırıcı 

görevlerinin olmadığını, glutatyonun biyosentetik yolağında rol oynayarak katkıda 

bulunduklarını göstermiştir [131, 132, 141]. 
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1.6 Ağır Metallerin Kimyasal ve Fiziksel Özellikleri 

Ağır metaller yerkabuğunun doğal elementleridir. Parçalanamaz ve imha 

edilemezler. Agır metaller, yoğunluğu 5 g/cm
3
 olarak belirlenen metallere verilen 

isimdir [159]. Ağır metaller; madencilik, enerji ve yakıt üretimi, aşırı pestisit ve gübre 

kullanımı gibi endüstriyel aktiviteler sonucu önemli miktarlarda çevreye yayılmaktadır. 

Ağır metallerin birikmesi sonucu oluşan çevre kirliliği madencilik ve endüstrinin 

gelişmesi sonucu 19. ve 20. yüzyıllarda daha da fazla artmıştır [160].  

Fizyolojik koşullar altında çözünürlükleri dikkate alındığında 17 ağır metalin 

canlı organizmalar ve çevre için önemli olduğu vurgulanmıştır. Bu metallerden demir, 

molibden ve mangan mikrobesinler olarak en önemlilerindendir. Kalsiyum, kobalt, 

krom, bakır, potasyum, magnezyum, sodyum, nikel ve çinko gibi bazı metaller hem 

mikrobesinler hem de indirgenme-yükseltgenme tepkimeleri, bazı enzimler için 

kofaktör ve ozmotik basıç düzenleyiciler olarak görev alırlar. Gümüş, alüminyum, 

kadmiyum, altın, kurşun ve civa gibi diğer birçok metalin biyolojik görevi olmamakla 

birlikte mikroorganizmalar için de zehir etkileri bulunmaktadır [161]. 

 

Şekil 1.7: Metabolik ve besin değeri yüksek elementler ve sınıflandırılmaları [162] 
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1.7 Ağır Metal Zehirlenmesi 

Doğal olarak oluşan yaklaşık 90 elementten 21 tanesi metal olmayan, 16 tanesi 

hafif metal ve 53 tanesi ağır metal olarak sınıflandırılmıştır. Metaller içerisinde 

yoğunluğu 5 g/cm
3
 olanlar ağır metal olarak sınıflandırılır. Bu metallerden Zn, Fe, Ni ve 

Cu gibi bazıları normal hücre gelişimi için zaruri iken; Hg, Pb, ve Ag gibi bazı 

metallerin ise hücresel fonksiyonlarının olduğu düşünülmemektedir [163]. 

Geçiş metalleri oldukça az miktarlarda gereklidir ve fizyolojik ihtiyaç için 

gerekli olan miktarın üstüne çıkıldığında hücre için zehir etkisi yapabilir. Benzer olarak 

hiçbir fizyolojik etkisi bulunmayan metal iyonları tolerans limitinin üzerinde bir 

miktarda hücre içerisine girdiklerinde zararlı etki göstermektedir [164]. 

Hg
+2

, Cd
+2 

ve Ag+
2 

gibi yüksek atom numarasına sahip ağır metal katyonları 

hücre içerisine girdiklerinde SH gruplarına bağlanma eğilimi gösterirler ve enzimlerin 

aktivitelerini inhibe ederler. Diğer ağır metal katyonları fizyolojik iyonlarla etkileşime 

girebilir. Örneğin kadmiyum, çinko veya kalsiyum ile, Nikel, kobalt ile ve çinko ise 

magnezyum ile etkileşime girebilir [164]. 

 Diğer bir zehir etkisi oluşturma mekanizması ise makromoleküllere bağlanarak 

onların yapısal düzenlerinin değiştirilmesi, inaktive edilmesi ve membran 

geçirgenliğinin olumsuz olarak etkilenmesi şeklindedir [165]. 

Metal sebebiyle olumsuz etkilenmiş ve kirlenmiş topraklarda mahsüllerin 

yetiştirilmesi, çevre kirliliğine sebep olan metallerin kolaylıkla besin döngüsüne 

girmesine olanak sağlar. Zehirli metalleden etkilenmiş bölgelerde tarım veriminin gözle 

görülür bir biçimde azaldığı belirtilmiştir [166]. 

Kadmiyum, bakır, krom, kurşun, civa, nikel, selenyum, gümüş ve çinko gibi ağır 

metal iyonarı zehirli olarak bilinir ve çevreye oldukça eser miktarlarda salınsalar bile 

hayvan sağlığı için risk oluşturabilir [167]. Zihinsel hasara ve yarı kalıcı beyin hasarına 

sebep olabilirler. Endüstriyel atık suların geri dönüşümü için birçok yöntem 

bulunmaktadır. Bu metodlar arasında en çok nötralizasyon, çöktürme, 

biyoremediyasyon, iyon değişimi ve emilim bulunmaktadır [168] 
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 Bu teknikler arasında ağır metallerin ortamdan uzaklaştırılması için en çok tercih 

edilenler ise emilim ve biyoremediyasyondur. Yüksek etkinlikleri, kolay uygulanabilir 

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

1.8 Ağır Metallerin Biyolojik Birikimi 

Biyolojik birikim; canlı organizmaların metabolik enerjilerinin, metallerin 

uzaklaştırılması için kullanıldığı aktif bir işlemdir. Biyolojik birikim için gerekli olan 

aktivasyon enerjisi yaklaşık 63kJ/mol’ dür. Bu süreçte metal, hücre membranının diğer 

tarafına geçer ve orada değişime uğrar [169].  

 Mikroorganizmaların, küçük boyutlarından dolayı sahip oldukları yüksek yüzey 

/ hacim oranları sayesinde çevrede bulunan metallerle oldukça fazla bir alanda temas 

halinde bulunurlar. Mikroroganizmalardaki metal birikimi, mikroorganizmaların kirli 

suların temizlenmesinde kullanılabileceklerinin anlaşılması üzerine son yıllarda oldukça 

önem kazanmıştır [170].  

 Mikroorganizmalar tarafından metallerin alınımı, metal iyonlarının kimyasına, 

organizmanın özgün yüzey özelliklerine, hücre fizyolojisi ve çevreden kaynaklanan 

fizikokimyasal etkileşime bağlı, oldukça karmaşık bir süreçtir [171]. 

 Ağır metallerin biyopolimerler tarafından bağlanamsı tesadüfî bir şekilde 

gerçekleşir. Fakat ayrıştırılması ise; metale, türe, yoğunluğa, biyopolimerlerin 

aktifliğine, biyokütleye ve atık sudaki diğer bileşenlerer bağlı olarak değişiklik gösterir 

[172].  Biyopolimerlerin metalle bağlanma yüzeylerinin artması, mikroorganizmaların 

metali bağlama özelliklerini arttırmaktadır. Ayrıca metallerin biyopolimerler tarafından 

bağlanmaları, metallerin zehirli etkilerini azaltmaktadır [173].  

1.9 Metal Homeostasisinin Mekanizması 

Özellikle belirli bölgelerde çevrenin ağır metaller tarafından oldukça fazla 

miktarda kirletildiği gözlenmiştir. Özellikle son yıllarda bu kirliliğin çevreye zarar 

vermeden temizlenmesi amacıyla metalleri biriktirebilen bitkilerin kullanılabilirliği 
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önem kazanmıştır. Fakat ağır metallerin bitki tarafından alınma, biriktirilecekleri doku 

ya da hedef organlara taşınma ve zararsız hale getirilme mekanizmaları net olarak 

aydınlatılamamıştır [174].  

Bitkilerin metal homeostasisi ve duyarlılığı mekanizmaları; alınım, taşınma, 

şelasyon ve ayırma basamaklarından oluşmaktadır [174].  

Genetik mühendisliği teknikleri ile düzenlenmiş ve değişime uğratılmış 

organizmalar ağır metallerin çevreye zarar vermeden temizlenmesi amacıyla 

kullanılmaktadır. [175]. Günümüzde, biyosorbsiyon olarak adlandırılan ve ucuz, ölü ya 

da canlı mikroorganizma biyokütlelerinin endüstriyel atıklardan kaynaklanan metal 

atıkların bağlanması amacıyla kullanılmaları için yapılan çalışmalar oldukça hoz 

kazanmıştır. Yüksek performansı, düşük maliyeti, metal özgünlüğü ve tekrar tekrar 

kullanım için uygunluğu nedeniyle biyosorbsiyon işlemini oldukça önemli hale 

gelmiştir [175-177]. 

 Metallerin uzaklaştırılması amacıyla kullanılan biyosorbsiyon, farklı birçok 

türde canlı ya da aktif olmayan bakteri, alg, mantar ve maya kullanılarak oldukça geniş 

bir biçimde çalışılmıştır [178-182]. İşlem için izlenen basamaklar; yüzey 

kompleksleşmesi, iyon değişimi ve mikroçökelme basamaklarından oluşur [183].  

 Yapılan çalışmalar, rekombinant insan metalotiyonein II proteinini üreten E. coli 

hücrelerinin endüstriyel atık sularda bulunan yüksek miktarlardaki (50–60mg/L) Cd
+2

 

temizlenmesi için biyosorbent olarak kullanılabileceğini göstermiştir [184]. Romeyer et 

al [185] ayrıca, rekombinant Neurospora crassa metalotiyonein proteini üreten E. coli 

hücrelerinin Cd
+2 

iyonunun
 
etkin bir biçimde akümüle ettiğini belgelemiştir. 

Günümüzde yapılan diğer çalışmalar, genel olarak immobilizasyon stratejisine 

dayanmaktadır. Büyük alanlarda ve hacimlerde yapılan çalışmalar için, Cd
+2

 içeren 

endüstriyel atık suların biyosorbent tanelerini içeren kolonlarla muamele edilmesi etkin 

bir biçimde kullanılabilir [185]. 
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1.10 Çalışmanın Amacı 

Zeytin bitkisi, bölgemiz için hem besin hem de ticari anlamda oldukça fazla 

önemlidir. Çalışma konusunun bölgemize faydalı veriler ortaya çıkarması amacıyla 

daha once yapılan zeytin bitkisine ait gen kütüphanelerinin oluşturulması ve önemli 

genlerin tespiti çalışması sonucunda elde edilen genler, bu çalışmada karakterize 

edilerek bu genler tarafından kodlanan proteinlerin özellikleri ortaya çıkartılmıştır.  

Bu çalışma kapsamında zeytin gen kütüphanelerinden elde edilen metalotiyonein 

geni ve databankta bulunan ve yaptığımız literatür taraması sonucu sadece mRNA dizisi 

hariç hiçbir bilgiye rastlamadığımız beta glukozidaz geni moleküler fizyolojik ve 

biyokimyasal olarak karakterize edilmiştir.  

Çalışmaya başladığımız ilk zamanlarda zeytin beta glukozidaz (ZBG) geni ve 

enzimi hakkında gene ait mRNA dizisi hariç hiçbir bilgi bulunmazken [186], daha 

sonraları yapılan literatür taramalarında ise zeytin meyvesinden izole edilen total beta 

glukozidaz proteininin karakterizasyonu hakkında çalışmalara rastlanmıştır [126, 187, 

188].  

 Çalışma süresince zeytin bitkisine ait metalotiyonein geni ve proteini hakkında 

2012 yılında yayınlanan, tip 1 metalotiyonein genine ait kısmi cDNA dizisi [189] 

dışında bir bilgiye rastlanmamış, genin öneminin son yıllarda oldukça fazla artması 

dolayısıyla karakterizasyonu çalışmalarına ağırlık verilmiştir.  

 Doktora tezim kapsamında zeytin beta glukozidaz ve metallotionein genlerinin 

moleküler, fizyolojik ve biyokimyasal karakterizasyonları amacıyla planlanan deney 

basamakları aşağıda detaylandırılmıştır. 

 Zeytin beta glukozidaz geninin; 

I. Moleküler karakterizasyonu 

 Bu genin çeşitli programlar kullanılarak biyoinformatik analizinin yapılması  

 İntron analizinin yapılması  

 Promotör dizisinin belirlenmesi  

 Genom içindeki kopya sayısının belirlenmesi  
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 Zeytin çeşitleri arasında polimorfizminin belirlenmesi  

II. Fizyolojik Karakterizasyonu 

 Anlık gösterimli PZR ile dokusal ekspresyon farklılıklarının belirlenmesi 

 Anlık gösterimli PZR ile zamansal ekspresyon farklılıklarının belirlenmesi 

 Anlık gösterimli PZR ile farklı zeytin çeşitleri arasındaki ekspresyon 

farklılıklarının belirlenmesi 

III. Biyokimyasal Karakterizasyonu 

 Genin PZR ile çoğaltılması 

 Çoğaltılma vektörüne Klonlanması 

 Maya ve E. coli’ de ekspresyon yapabilmek amacıyla ekspresyon 

vektörlerine klonlanması 

 Protein ekspresyonu 

 Proteinin saflaştırılması 

 SDS-PAGE elektroforezi 

 Western blot yöntemi ile proteinin belirlenmesi 

 Saflaştırılan proteinin aktivite tayini 

 Saflaştırılan proteinin rölatif aktivitesinin belirlenmesi 

 Saflaştırılan proteinin aktivitesi için en uygun sıcaklığın belirlenmesi 

 Saflaştırılan proteinin aktivitesi için en uygun pH’ ın belirlenmesi 

 Saflaştırılan proteinin aktivitesini arttıran ya da azaltan metallerin 

IC50 değerlerinin belirlenmesi 

 Saflaştırılan proteinin 4-MUG (4-Metilumbelliferil-β-D-glukuronid) 

substratı kullanılarak native jel elektroforezi yöntemiyle aktivitesinin 

belirlenmesi 

 Zeytin metalotiyonein geninin; 

I. Moleküler karakterizasyonu 

 Bu genin çeşitli programlar kullanılarak biyoinformatik analizinin 

yapılması  
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 İntron analizinin yapılması  

 Genom içindeki kopya sayısının belirlenmesi  

 Zeytin çeşitleri arasında polimorfizminin belirlenmesi  

II. Fizyolojik Karakterizasyonu 

 Anlık gösterimli PZR ile dokusal ekspresyon farklılıklarının belirlenmesi 

 Anlık gösterimli PZR ile zamansal ekspresyon farklılıklarının 

belirlenmesi 

III. Biyokimyasal Karakterizasyonu 

 Genin PZR ile çoğaltılması 

 Çoğaltılma vektörüne Klonlanması 

 E. coli’ de ekspresyon yapabilmek amacıyla ekspresyon vektörüne 

klonlanması 

 Protein ekspresyonu 

 Proteinin saflaştırılması 

 SDS-PAGE elektroforezi 

 Western blot yöntemi ile proteinin belirlenmesi 

 E. coli’ de metal tolerans deneyleri 

 Proteinin ekspresyonu sonrası E. coli’ de tutulan metallerin ICP ile 

ölçülmesi 
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2. MATERYAL VE METOD 

2.1 MATERYAL 

2.1.1 Çalışmada Kullanılan Kimyasallar 

Çalışmada kullanılan kimyasalların moleküler biyoloji çalışmalarında kullanıma 

uygun saflıktadır. Kullanılan kimyasallar, kitler ve enzimler Sigma, Fermentas, Qiagen, 

Roche, NEB, Clontech, Invitrogen, Stratagene, Applichem gibi firmalardan yerli aracı 

kuruluşlar yoluyla elde edildi. 

2.1.2 Çalışmada Kullanılan Cam Malzeme ve Plastik Malzemelerin 

Sterilizasyonu ve Kullanıma Hazırlanması 

Bu çalışmada kullanılan tüm pipet uçları, ependorf tüpleri, PZR tüpleri, otoklava 

uygun çözeltiler, cam malzemeler ve ısıya dayanıklı diğer tüm malzemeler 121 °C’de 

20 dakika süreyle 1 atmosfer basınçta otoklavlanarak steril hale getirildi. Otoklavlanan 

malzemeler kullanılmadan önce 80 °C sıcaklıkta 1 gece bekletilerek kurutuldu. 

Yüksek sıcaklık ile yapısı bozulan, otoklav kullanılarak sterilizasyona uygun 

olmayan solusyonlar için 0,22 μm’lik enjektör ucu filtre kullanıldı. 

2.1.3 DEPC’li Suyun Hazırlanması 

RNA örneklerini nükleazlardan korumak için RNA izolasyonunda kullanılan 

çözeltilerin hazırlanmasında DEPC’li su kullanıldı. DEPC’li suyun hazırlanmasında 0,1 

mL DEPC 100 mL saf suya eklendi ve alt üst edilerek karıştırıldı. 37 °C’de 12 saat 

bekletildikten sonra otoklav yapılarak kullanıma hazır hale getirildi. 
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2.1.4 Örneklerin Toplanması 

Ayvalık zeytin çeşidine (Olea europaea L. cv. Ayvalık) ait yaprak ve meyve 

örnekleri Edremit Zeytincilik Fidan Üretme İstasyonuna ait Gömeç’teki zeytinlikten 

temin edilmiştir. Örnekler toplandıktan sonra vakit kaybetmeden sıvı azot tankına 

aktarıldı ve taşındı. Tüm örnekler, fakültemizde bulunan - 80 °C dondurucuda 

çalışmada kullanılıncaya kadar muhafaza edildi. 

2.1.5 Agaroz Jel Elektroforezi Çözeltileri 

5X TBE (pH:8.00) stok tamponu hazırlamak için, 54 g Tris Baz, 27.5 g Borik 

asit tartılarak 20 ml 0.5 M EDTA(pH 8.00) ve dH2O ile 1 litreye tamamdı. Çalışmalarda 

kullanılan tampon olan 0.5X TBE çözeltisi, 5X TBE stok tampondan 100ml alınıp üzeri 

dH2O ile 1 litreye tamamlanarak hazırlandı. 

2.1.6 Antibiyotikler 

Toz halde ticari olarak temin edilen ampisilin, spektinomisin ve zeozin 

antibiyotikleri, 100 mg/mL stok çözelti şeklinde hazırlandı ve 0.22 μm steril filtre ile 

steril edilerek - 20 °C’de muhafaza edildi. 

2.1.7 Kullanılan Bakteri ve Maya Suşları 

Çalışma sırasında alt klonlama çalışmaları için transformasyonda E.coli DH10B: 

F- endA1 recA1 galE15 galK16 nupG rpsL ΔlacX74 Φ80lacZΔM15 araD139 

Δ(ara,leu)7697 mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) λ
-
, metalotiyonein proteininin 

ekspresyon çalışması için E. coli BL21 (DE3): F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-) 

λ(DE3 [lacI lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]), beta glukozidaz proteininin 

ekspresyon çalışması için Rosetta-gami™ 2(DE3)pLysS:  Δ(ara-

leu)7697 ΔlacX74 ΔphoA PvuII phoR araD139 ahpC galE galK rpsL (DE3) 

F′[lac
+
lacI

q
 pro] gor522::Tn10 trxB pLysSRARE2 (Cam

R
, Str

R
, Tet

R
), Pichia pastoris’ 

te ekspresyon çalışmaları için; Pichia pastoris X 33-yabanıl tip suşları kullanıldı. 
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2.1.8 Çalışmada Kullanılan Vektörler 

Zeytin β glukozidaz geninin alt klonlanmasında kullanılan pBluscript klonlama 

vektörüne ait vektör haritası şekil 2.1’ de gösterilmiştir. (PZR Script cloning kit 

Stratagene Kat. No: #211188). 

 

Şekil 2.1: pBluescript SK klonlama vektörü (PZR Script cloning kit Stratagene 

Kat. No: #211188). 

Zeytin β glukozidaz geninin alt klonlanmasında yararlanılan diğer bir kit olan 

PZR™8/GW/TOPO® TA Cloning® Kit (İnvitrogen,Kat.No: s K2500-20) dahilinde 

kullanılan PZR™8/GW/TOPO® TA vektörüne ait vektör haritası şekil 2.2’ de 

gösterilmiştir. 
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Şekil 2.2: PZR™8/GW/TOPO® vektör haritası PZR™8/GW/TOPO® TA Cloning® 

Kit (İnvitrogen,Kat.No: s K2500-20) 

Zeytin β glukozidaz geninin geninin Pichia pastoris’ te ekspresyonunda Easy 

Select
TM

 Pichia ekspresyon kiti (Invitrogen, Vilnius, CA, Kat. No: K1740-01) 

kullanılmıştır. Ekspresyon vektörü pPICZαC’ ye ait vektör haritası şekil 2.3’ de 

gösterilmiştir. 

 

Şekil 2.3: pPICZαC klonlama vektörü Easy Select
TM

 Pichia ekspresyon kiti (Invitrogen, 

Vilnius, CA, Kat. No: K1740-01) 

Zeytin β glukozidaz geninin geninin E. coli’ de ekspresyonunda kullanılan 

pET21a vektörünün haritası şekil 2.4’ te gösterilmiştir. 
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Şekil 2.4: pET21a vektör haritası 

Zeytin β glukozidaz geninin ve zeytin metalotiyonein (OeMT) geninin bakteriyel 

ekspresyon çalışmasında kullanılan aLICator™ LIC Cloning and Expression Set 1 

(Fermentas Vilnius, Lithuania Kat. No: 1271) kitine ait PLATE 51 vektörünün haritası 

şekil 2.5’ te görülmektedir.  

 

 
Şekil 2.5: pLATE51 ekspresyon vektörü aLICator™ LIC Cloning and Expression Set 1 

(Fermentas Vilnius, Lithuania Kat. No: 1271) 
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2.2 METOD 

2.2.1 Bakteriyel Teknikler 

2.2.1.1 Kültür Ortamlarının Hazırlanması 

LB agar’ın hazırlanması için; 5 g Tripton, 2.5 g yeast ekstrakt, 2.5 g NaCl 200 

mL saf suda çözüldü. 3.75 g agar eklendi ve 500 mL’ye tamamlanıp otoklavlandı. 

Yaklaşık 37 °C’ye kadar soğuduğunda uygun antibiyotik ilave edilerek eklenerek 

petrilere döküldü.  

LB broth hazırlanması için; 5 g Tripton, 2.5 g yeast agar, 2.5 g. NaCl 500 mL saf 

suda çözüldü ve otoklavlandı.  

2.2.1.2 Bakteri Kompetan Hücresinin Hazırlanması 

E.coli DH10B, E. coli BL21 (DE3) E.coli Rosetta-gami™ 2(DE3)pLysS 

(Invitrogen, Vilnius, CA) bakteri suşları, tek koloni elde edebilmek için antibiyotik 

içermeyen LB agar besiyerine ekildi. 1 gece 37 °C inkubasyona bırakıldı. 10 mL sıvı 

LB’ye (antibiyotik içermeyen) tek koloniden alınıp inokülasyon yapılarak 37 °C’de 1 

gece 200 rpm’de çalkalayıcı etüvde bekletildi. 100 mL antibiyotik içermeyen LB 

besiyerine ön kültürden 5 mL inoküle edildi. 37 °C’de çalkalayıcı etüvde inkübe edildi 

ve spektrofotometrede absorbans değeri ölçülerek OD600 = 0.4 absorbans değerine 

ulaşması beklendi. Daha sonraki işlemlere buzda devam edildi. 100 mL bakteri 

solusyonu 50 mL’lik 2 falkona alındı. 3000 rpm’de 5 dakika 4 °C’de santrifüj edildi. 

Supernatant atıldı. 25 mL soğuk 0.1 M CaCl2 eklendi ve yavaşça çözüldü. 25 dakika 

buz üzerinde beklendi. 3000 rpm’de 4 °C’de 5 dakika santrifüj yapıldı. Supernatant 

uzaklaştırıldı. 10 mL 0,1 M CaCl2 ile tekrar çözüldü. 1 - 4 saat arası buzda bekletildi. 

Kompetan hücreler, kullanılmak üzere 10 mL steril %40’lık gliserol eklenerek önceden 

buzda bekletilmiş ependorflara aktarılarak - 80 °C’de saklandı [191].  
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2.2.1.3 Bakteriyel Transformasyon  

Kompetan hücreler - 80 ◦C dolabından çıkarıldı ve buza alındı. 5 μL ligasyon 

ürünü ile kompetan hücre (50 μL) aynı tüpe alındı. 30 dakika buzda bekletildi. Isı şoku 

için 42 °C’de 45 saniye tutuldu. Hemen buza alınarak burada 5 dakika bekletildi. 

Falkona 450 μL antibiyotiksiz LB besiyeri eklenerek 37 °C’de 1.5 saat çalkalandı. LB 

agar (+ uygun antibiyotik) içeren petriye 200 μL yayılarak kurutuldu ve 1 gece 37 °C’de 

inkübe edildi. 

2.2.1.4 Plazmit DNA izolasyonu (Küçük ölçekte- Miniprep)  

Petrilerde büyüyen koloniler uygun antibiyotik içeren LB broth besiyerine 

inoküle edildi. 37 °C’de 1 gece 200 rpm’de büyümesi sağlandı. Gene JetTM plasmid 

Miniprep (K0501, Fermentas, Vilnius, Lithuania) protokolüne uygun şekilde izole 

edildi. Ependorf tüplerine aktarılan kültür, 5 dakika 13 000 rpm’de santrifüj edildi. 250 

μL resuspansiyon solusyonu eklenerek 1 tüp olacak şekilde birleştirilerek çözüldü. 250 

μL liziz solusyonu eklendi ve alt üst edildi. 350 μL nötralizasyon solusyonu eklendi ve 

hemen alt üst edildi ve bulutsu görünümün olması kontrol edildi. 5 dakika 13 000 

rpm’de santrifüj edildi. Supernatant alınıp kolona aktarıldı. 1 dakika 13 000 rpm’de 

santrifüj edildi. 500 μL yıkama solusyonu eklendi ve 1 dakika santrifüj edildi. Bu 

basamak tekrarlandı. 50 μL saf su ile elusyon yapıldı ve – 20 °C’ de saklandı. 

2.2.1.5 Plazmit DNA izolasyonu (Büyük ölçekte – Maksiprep)  

200 mL’lik kültür 50 mL’lik 4 falkona paylaştırıldı ve 15 dakika 4000 x g’de 4 

°C’de santrifüj edildi. Falkonun birine 10 mL solusyon A (50 mM Tris-HCl (pH 8), 10 

mM EDTA) eklenerek pellet çözüldü. Çözülen pellet diğer falkonlara aktarılarak tek 

tüpte birleştirildi ve 5 mL solusyon A tekrar boş falkonlardan geçirilerek en son 10 mL 

lik falkona aktarıldı ve15 mL solusyon B (200 mM NaOH, %1 SDS) eklendi. 30 saniye 

yavaşça alt üst edildi. Oda sıcaklığında 10 dakika bekletildi ve 15 mL solusyon C (3 M 

potasyum asetat KC2H3O2 (pH 5.5) eklenerek 30 saniye yavaşça alt üst edildi. 10 

dakika buzda bekletildi ve otoklavlanmış tülbent ile yeni 50 mL lik bir falkona süzüldü. 

10 dakika 4000 x g’de 4 °C’de santrifüj edildi. Süpernatant, 2 adet steril 50 mL’ lik 
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falkona bölündü (~ 20 mL). Üzerlerine 22 mL solusyon F (izoproponal) eklendi ve 20 

dakika 14 000 rpm’de 22 °C’de santrifüj edildi. Supernatant atıldı, tüpler peçeteye ters 

çevrilerek kurutuldu. Pelletlerin her birine 700’er μL %70’lik soğuk etanol eklenerek 

çözüldü. Toplam 1.4 mL stok elde edildi. Bu çözelti 1.5 mL’lik ependorflara alındı ve 5 

dakika 14 000 rpm’de 22 °C’de santrifüj edildi. Supernatant atıldı ve tekrar 1 mL etanol 

ile yıkandı. 5 dakika 14 000 rpm’de 22 °C’de santrifüj edildi. Supernatant atıldı ve 

tüpler peçeteye ters çevrilerek kurutuldu. Pelleti 700 μL solusyon D (10 mM tris - HCl 

(pH 7,5), 1mM EDTA) ile çözüldü. 5 dakika 14 000 g’de 22 °C’de santrifüj edildi. 

Supernatantı steril 1.5 mL’lik ependorfa alıp üzerine 10 μL RNaz A (10 mg / mL 50 U) 

ilave edildi ve 37 °C’de 1 saat inkübe edildi. 700 μL solusyon E (1.6 M NaCl, %13 

PEG 8000) eklendi 1 - 2 saniye vortex yapıldı. 5 dakika oda sıcaklığında bekletildi. 10 

dakika 14 000 rpm’de 22 °C’de santrifüj edildi. Supernatant atıldı. 3 defa 1 mL %70’lik 

etanol ile yıkandı. 5 dakika 14 000 rpm’de 22 °C’de santrifüj edildi. 15 dakika alkolün 

uçması sağlandı. Etanol iyice uzaklaşınca 50 μL saf su ile çözüldü. Plazmid, miktar 

tayini için; 0.5 μL vektör %0.8’lik agaroz jelde yürütüldü. 

2.2.1.6 Plazmit Stoklarının Hazırlanması  

Sıvı kültürde büyüyen plazmitlerden 1.5 μL’lik ependorflara 150 μL gliserol ve 

850 μL plazmitlerden alınarak stok hazırlandı. - 80 °C’de saklandı. 

2.2.2 DNA İle İlgili Teknikler 

2.2.2.1 Zeytin gDNA İzolasyonu 

Dellaporta ve arkadaşları [190] tarafından geliştirilen gDNA izolasyonu metodu 

modifiye edilerek kullanıldı. -80 °C dolabında saklanan yaprak örnekleri havanda sıvı 

azot kullanılarak toz haline getirildi ve sonra ependorf tüpünün yaklaşık 1 / 5’lik 

seviyesine gelecek kadar dolduruldu. Sıvı azotun uzaklaştığı anda 600 μL ekstraksiyon 

tamponu (33.6 g Üre, 5 mL NaCl, 4 mL Tris-HCl, 3.2 mL EDTA, 8 mL SDS) ilave 

edildi. Üzerine 500 μL fenol-kloroform-izoamil alkol (25:24:1) eklendi ve 5 dakika alt 

üst edildi. 12000 rpm’de 5 dakika santrifüj edildi. Süpernatant steril bir ependorf tüpüne 
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aktarıldı. Süpernatant hacmi kadar 3M sodyum asetat (pH 5.2) eklendi. Süpernatant 

hacmi kadar izopropanol eklendi ve alt üst edildi. 1 dakika 12 000 rpm’de santrifüj 

edildi. Oluşan çökelti 500 μL TE (10 mM, pH 8) ile çözüldü. 5 μL RNAaz A (10 mg / 

mL) eklendi. 30 dakika 37 °C’de inkübe edilerek RNA’nın uzaklaştırılması sağlandı. 

Sonra tekrar 55 μL 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 santrifüj 

edilerek DNA’nın çökmesi sağlandı. Etanol uzaklaştırıldıktan sonra kalan çökelti 

%70’lik etanol ile 3 defa yıkandı. 12000 rpm’de 2 dakika santrifüj edildi. Oluşan 

çökeltiden etanol dikkatlice uzaklaştırılıp çökeltideki alkolün tamamen uçması için 15 - 

20 dakika kağıt havlu üzerinde bekletildi ve 50 μL’lik TE (10 mM, pH 8.0) ya da dH2O 

içerisinde çözüldü ve - 20 °C’ de saklandı. 

2.2.2.2 Maya gDNA İzolasyonu 

Tek bir koloni, 100 μg / mL zeozin içeren 5 mL YPD besiyerinde 250 rpm’ de 

30 ◦C sıcaklıkta 1 gece inkübe edildi. Daha sonra kültür, 5 dakika 3000 rpm’de santrifüj 

edildi ve 1 mL saf su ile yıkandı. 3 dakika 3000 rpm’de santrifüj edildi. 500 μL liziz 

tamponu (100 mM Tris - HCl (pH 8.0), 50 mM EDTA, %1 SDS, eklenerek pellet 

çözüldü. 700 μL kadar cam boncuklar eklendi ve 2 dakika vorteks yapıldı. 10 dakika 12 

000 rpm’de santrifüj edildi. Üstte kalan sıvı yeni ependorfa alındı ve 8 mg / mL’lik 

RNazA’dan 20 μL eklendi. 37 °C’de 20 dakika inkübe edildi. 275 μL 7 M amonyum 

asetat (pH 7) eklendi. 65 ◦C’de 5 dakika inkübe edildi, 5 dakika buzda bekletildi ve 500 

μL kloroform eklendi. Vorteks yapıldı ve ardından 2 dakika 12 000 rpm’de santrifüj 

edildi. Süpernatant steril bir tüpe alındı ve üzerine 1 mL izopropanol ilave edildi. Oda 

sıcaklığında 5 dakika inkübe edildi ve ardından 5 dakika 12 000 rpm’de santrifüj edildi. 

Supernatant atıldı ve kalan pellet %70’lik etanol ile yıkandıktan sonra kurutuldu. 50 μL 

saf suda çözüldüldükten sonar kullanılıncaya kadar - 20 °C’ de saklandı. 

2.2.2.3 DNA Agaroz Jel Elektroforezi 

Örneklerin gözlemlenmesi için %0.8’lik agaroz jel elektroforezi hazırlandı. Jelin 

hazırlanması için, 0.4 g agaroz tartıldı ve 50 mL 0.5X TBE tamponu içinde kaynatılarak 
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çözüldü. Karışım soğutulduktan sonra içerisine 1 μL (0.5 μg / mL) etidyum bromür 

ilave edilerek jel kasetine döküldü ve katılaşması beklendi. Jel katılaştıktan sonra 

elektroforez tankına yerleştirilen kasetin üzerini kaplayıncaya kadar 0.5X TBE tamponu 

eklendi. Örnekler yüklendikten sonra 120 V - 45 dakika yürütüldü. UVP UV 

transillüminatörde gözlendi ve fotoğrafı çekildi. 

2.2.2.4 DNA’ nın Temizlenmesi 

Agaroz jel elekroforezinde yürütülen PZR ürünlerinine ait istenilen DNA 

bantları jelden kesilerek ve Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA Purifikasyon  

Kit (Thermo, A.B.D.) kullanılarak jelden geri kazanıldı. 

StrataPrep® PCR Purification Kit (Stratagene, A.B.D.) kullanılarak alt klonlama 

çalışmaları için jelden geri kazanılma işlemi yapıldı. Dört tane 50 μL PZR tüpü 

birleştirildi. ( ~ 6000 ng). Üzerine 200 μL DNA Binding Solution eklendi. Kit içesirinde 

bulunan Microspin cup’a aktarıldı. 30-35 sn 13 000rpm’de santrifüj edildi. Kolon 

altında kalan solusyon atıldı. Kolona 750 μL wash buffer eklendi. 30-35 sn 

13000rpm’de santrifüj edilir. Altında kalan solusyon uzaklaştırıldı. 30-35 sn 

13000rpm’de santrifüj edildi. Kolon, 1.5 mL ependorfa aktarıldı. Elüsyon için kolona 

50 μL saf su eklendi. 5 dk oda sıcaklığında inkübe edildi. 30-35 sn 13 000rpm’de 

santrifüj edildi.  

2.2.2.5 Jelden Geri Kazanılan PZR Ürününün Küt Uçlu Hale Getirilmesi 

StrataPrep® PZR Purification Kit (Stratagene, A.B.D.) kullanılarak; 10 μL 

jelden geri kazanılmış pzr ürünü, 1 μL 10 mM dNTP, 1.3 μL 10X polishing buffer, 1 μL 

cloned Pfu DNA polimeraz (0.5 U) pipetlenerek iyice karıştırldı. Üzerine steril mineral 

yağdan 20 μL ilave edildi. 30 dk. 72 °C’ de inkube edildi. +4 °C’ de kullanılana kadar 

saklandı. 
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2.2.2.6 Miktar Tayini 

Ligasyon için gerekli olan örneğin miktarını belirlemek için 1 µL örnek %0.8’lik 

agaroz jelde yürütüldü. Markır ile istenilen DNA bantının parlaklığı karşılaştırıldı. 

2.2.2.7 gDNA’nın Etanol ile Saflaştırılması ve Konsantre Edilmesi 

İzole edilen gDNA örneklerinine 1 X 3 M NaAc (pH 5.5) eklenip alt üst edildi 

ve 3 X %100 etanol eklendi ve – 80 °C’de 10 dakika bekletildi. 10 dakika 13 000 

rpm’de santrifüj edildi. Süpernatant uzaklaştırıldı ve 1 mL %70’lik etanol eklendi ve 13 

000 rpm’de 2 dakika santrifüj edildi ve süpernatant uzaklaştırıldı. Alkolün tamamen 

uçması sağlandıktan sonra 10 μL TE ya da steril su ile çözüldü. Elde edilen gDNA 

örnekleri jelde yürütüldü ve miktar tayini yapıldı. 

2.2.2.8 Restriksiyon Enzimleri İle Kesim  

Klonlama ve ekspresyon çalışmaları için kesim uygulanacak plazmidler, 

kullanılan restriksiyon enzimleri (NEB, İngiltere), uygun tampon ile birlikte 3-5 saat 37 

°C’de inkübe edilerek kesim yapıldı. 

2.2.2.9 Ligasyon 

PZR ürünleri, gDNA örnekleri, cDNA örnekleri kullanılacak olan vektörlere ait 

protokolde belirtildiği şekliyle genel olarak 20 μL toplam hacim olacak şekilde, 1 μl 

vektör (50 ng), 15 μL insert, 2 μL 10 x T4 ligaz tamponu (NEB, İngiltere) ve 1 μl T4 

DNA ligaz (NEB, İngiltere) +16 °C’de bir gece inkübe edildi.  

1 μL PZR Script Amp SK(+) vektör (10 ng / μL), 1 μL 10X reaction buffer, 0.5 

μL 10 mM dNTP 6 μL küt uçlu hale getirilmiş ürün (200 – 600 ng), 1 μL srf 1 enzimi, 1 

μL T4 DNA Ligaz  oda sıcaklığında 1 saat inkube edildikten sonra 65 °C sıcaklıkta 

enzim inhibisyonu için 10 dakika bekletildi. Trasformasyon işlemine başlayıncaya 

kadar buz üzerinde bekletildi. 
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PZR™8/GW/TOPO® TA vektörüne klonlama yapmak için istenilen bölgeyi pzr 

ile çoğalttıktan sonra 4 μL pzr ürünü, 1 μL tuz solüsyonu, 1 μL TOPO® TA vektör 30 

dakika oda sıcaklığında inkübe edildi. 

Alicator pLATE51 vektörüne liagasyon basamağ şu şekilde yapıldı; 2 μL 5X 

LIC tamponu, 1 μL T4 DNA polimeraz (1U / μL), 1 μL saf su, 6 μL PZR ürünü oda 

sıcaklığında 5 dakika bekletildi. 0.5 M EDTA’dan 0.6 μL eklendi. 1 μL pLATE51 

vektörü eklendi ve 5 dakika oda sıcaklığında beklendi. 

2.2.2.10 PZR Deneyleri 

PZR reaksiyonları için 2.5 µL tampon (10X), 1.5 µL MgCl2 (25 mM), 1.5 µL 

DMSO, 0.4 µL dNTP (10 mM her biri için), 3.5 µL F primeri (10 µM), 3.5 µL R 

primeri (10 µM), 0.5 µL enzim (5U), 6.6 µL saf su, DNA veya cDNA örneğinden 5 µL 

kalıp kullanıldı. ZBG (Zeytin β-glukozidaz geninin klonlama, polimorfizm ve intron 

dizisinin belirlenmesi amacıyla dizayn edilen uygun primerlerle PZR’de çoğaltıldı. PZR 

programı; 1 döngü; 94 °C’de 5 dakika, 35 döngü; 94 °C’de 1 dakika, 55 °C’de 1 dakika, 

72 °C’de 2 dakika, 1 döngü, 72 °C’de 5 dakika olarak ayarlandı. 

OeMT2 geni, için kullanılan PZR programı; 1 döngü; 94 °C’de 5 dakika, 35 

döngü; 94 °C’de 1 dakika, 55 °C’de 1 dakika, 72 °C’de 2 dakika, 1 döngü, 72 °C’de 5 

dakika koşullarında PZR yapıldı. Elde edilen PZR ürünleri %0.8’lik agaroz jel 

elektroforezinde yürütüldü ve jelden geri kazanıldı. 

. 

2.2.2.10.1 Rekombinant Kolonilerin Belirlenmesi 

Rekombinant koloniler, uygun restriksiyon enzimleri ile kesilerek ve ya 

koloniden pzr yöntemi ile belirlenmişlerdir. Koloni pzr için 2.5 μL tampon (10X), 1.5 

μL MgCl2 (25 mM), 0.5 μL dNTP (10 mM her biri için), 0.5 μL F primer (10 μM), 0.5 

μL R primeri (10 μM), 0.5 μL enzim (5U), 18 μL saf su ve 1 μL sulandırılmış koloni 
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(koloninin 10 μL suda çözünmesiyle elde edilmiştir) ile PZR yapıldı. Elde edilen PZR 

ürünleri %0.8’lik agaroz jel elektroforezinde yürütüldü. 

2.2.2.10.2 TAIL-PZR Protokolü 

TAILPZR’da 3 ardışık reaksiyonda her bir reaksiyon için 1 tane gen spesifik 

primer ve düşük Tm sıcaklığına sahip rastgele bağlanan AD (arbitrary degenerate) 

primerleri (AD1, AD2, AD2a, AD3, AD5 ve tüm AD primerlerinin eşit oranda 

birleştirilmesiyle oluşturulan ADmix) kullanıldı. Çalışmada kullanılan primerler tablo 

3.2’ de belirtilmiştir. 

2.2.2.10.3 TAIL PZR1 Basamağı  

Tail PZR deneyinin 1. basamağında; 2.5 μL NH2SO4 10X PZR tamponu, 1.5 μL 

MgCl2, 0.4 μL 10 mM dNTP, 1 μL DMSO, 1 μL ZBGT1 (5 mM) primeri, 5 μL AD 

primeri, 2 μL gDNA (20 ng), 0.5 μL Taq DNA Polimeraz, 10.1 μL saf su ile 1 döngü; 

92 °C’de 3 dakika, 95 °C’de 1 dakika, 5 döngü; 94 °C’de 30 saniye, 60 °C’de 1 dakika, 

72 °C’de 2 dakika, 1 döngü; 94 °C’de 30 saniye, 25 °C’de 2 dakika, 72 °C’de 2 dakika, 

15 döngü; 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 döngü; 72 °C’de 5 dakika koşullarında PZR yapıldı. (Tüm PZR 

bileşenleri Fermentas, Vilnius, Lithuania’dan temin edilmiştir).  

TAIL PZR1 ürünleri agaroz jel elektroforezi yapılmadan 1 μL TAIL PZR1 

ürününe, 39 μL saf su ilave edilerek 1 / 40 oranında seyreltildi. Her AD primer için ayrı 

reaksiyon kuruldu.  

2.2.2.10.4 TAIL PZR2 Basamağı  

Tail PZR deneyinin 2. basamağında; 2.5 μL NH4SO4 10X PZR tamponu, 1.5 μL 

MgCl2, 0.4 μL 10 mM dNTP, 1 μL DMSO, 1 μL ZBGT2 primeri (5 mM), 5 μL AD 

primeri, 1 μL 1 / 49 seyreltilen TAIL PZR1 ürünü, 0.5 μL Taq DNA Polimeraz, 11.1 μL 
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saf su ile 12 döngü; 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 döngü; 72 °C’de 5 dakika koşullarında PZR yapıldı. (Tüm 

bileşenler Fermentas, Vilnius, Lithuania’dan temin edilmiştir).  

2.2.2.10.5 TAIL PZR3 Basamağı  

TAIL PZR2 ürünleri agaroz jel elektroforezi yapılmadan 1 μL TAIL PZR2 

ürününe, 9 μL saf su ilave edilerek 1 / 10 oranında seyreltildi. Her AD primer için ayrı 

reaksiyon kuruldu. Tail PZR deneyinin 3. Basamağında; 5 μL NH4SO4 10X PZR 

tamponu, 3 μL MgCl2, 0.8 μL 10 mM dNTP, 2 μL DMSO, 2 μL ZBGT3 primeri (5 

mM), 10 μL AD primeri, 1 μL 1 / 10 seyreltilen TAIL PZR2 ürünü, 1 μL Taq DNA 

Polimeraz, 25.2 μL saf su ile 20 döngü; 94 °C’de 30 saniye, 45 °C’de 1 dakika, 72 

°C’de 2 dakika, 1 döngü; 72 °C’de 5 dakika koşullarında PZR yapıldı. (Tüm bileşenler 

Fermentas, Vilnius, Lithuania’dan temin edilmiştir.) 

2.2.2.11 Genomik Kopya Sayısının Belirlenmesi İçin Uygulanan Deneyler 

2.2.2.11.1 Radyoaktif Prob ile Yapılan Southern Blot Deneyleri  

2.2.2.11.2 Radyoaktif Prob ile Southern Blot için gDNA’nın Restriksiyon 

Enzimleri ile Kesimi  

Toplam gDNA konsantrasyonunun 20 μg olması için gDNA kalıbından (~ 250.4 

ng/ μL) 80 μL alındı, 5 μL EcoRI veya 8 μL EcoRV (NEB, İngiltere), 50 μl BSA, 50 μL 

tampon ile son hacim 200 μL olacak şekilde kesim reaksiyonu kuruldu ve 3 saat 37 

°C’de inkübe edilen örneklere 5 μL (20 000 U / μL) enzim eklenerek bir gece bekletildi. 

Tüm kesim ürünü jelde yürütüldü. 
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2.2.2.11.3 Southern Blot için Gerekli Olan Tamponların Hazırlanması  

Radyoaktif izotop kullanarak uygulanan southern blot çalışmasında kullanılan 

tamponlar: 

50X Denhertz Tamponunu; 1 g fikol 400. 1 g BSA, 1 g PVP, 100 mL olacak şekilde saf 

suyla tamamlanarak filtre edildi. 20X SSC Tamponunu; 175.3 g NaCl, 88.2 g 

Na3C6H5O7, 1 litre olacak şekilde saf suyla tamamlandı. Denaturasyon Tamponunu; 

87,7 g NaCl, 20.0 g NaOH, 1 litre olacak şekilde saf suyla tamamlandı. Nötralizasyon 

Tamponunu; 87.7 g NaCl, 60.6 g tris, 2 mL. 500 mM EDTA, 43.25 mL HCl, 1 litre 

olacak şekilde saf suyla tamamlandı. Hibridizasyon Tamponunu; 1.5 mL 20X SSC, 2 

mL 50X denhertz, 200 μL %10 SDS, 16.3 mL saf suyla tamamlandı.  

Yıkama Tamponunu; 100 mL 20X SSC, 10 mL %10 SDS, 9890 mL saf suyla 

tamamlandı. Salmon Sperm DNA solüsyonu; 10 mg / mL (İnvitrogen, kat. No: 15632-

011). Sıyırma Tamponunu; 22.5 mL HCl (%36), 100 mL olacak şekilde saf su ile 

tamamlandı.  

2.2.2.11.4 Southern Blot Düzeneğinin Hazırlanması  

Jelin yıkanma basamakları için örneklerin yürütüldüğü jel bir tepsiye alındı ve 

üzerine 200 mL HCl eklenip 15 dakika çalkalandı. Jel saf su ile yıkandı ve üzerine 200 

mL denaturasyon tamponu eklenip 12 dakika çalkalandı. Bu işlem 2 kere tekrar edildi. 

İkinci yıkamadan sonra saf su ile yıkandı ve 200 mL nötralizasyon tamponu eklenerek 

12 dakika 2 kez çalkalandı.  

3 mm kalınlığındaki Whatman kromotografi kağıtlarıtepsinin hazırlanması için 

jel büyüklüğü kadar (7 - 10cm olacak şekilde) kesildi. Steril bir tepsiye agaroz jel kaseti 

ters çevrilerek kondu. Onun üzerine kaplayacak şekilde ve kağıtların ucunun tepsiye 

eklenecek tampona değmesi sağlanacak şekilde 4 kat, 26 cm uzunluğunda 10 cm eninde 

Whatman kağıtları ile kaplandı. 400 mL 20X SSC tamponu eklendi ve kromatografi 

kağıtlarının ıslanması sağlandı. Bu aşamada kabarcık kalmaması için üzeri plastik bir 

merdane ile düzlendi. Kağıtların üzerine önce jel (jelin kenarı kesildi) ve üzerine 

membran yerleştirildi ve en üstte 7 - 10cm ölçülerinde kesilen kromotografi kağıtları 
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eklendi. SSC tamponu eklendi ve kabarcık oluşumunu engellemek için tekrar düzlendi. 

Üzerine ağırlık yapması için kağıt ve ağırlık kondu. SSC tamponu tekrar eklendi. 1 gece 

bu şekilde beklemesi sağlandı ve üzerindeki ağırlıklar alınarak membran, kurutma 

kağıdının arasına konarak + 80 °C’de 2 saat bekletildi.  

2.2.2.11.5 Probun Jelden Kazanılması ve Miktar Tayini  

Prob PZR ürünleri %1’lik TAE içeren agaroz jele yüklendi. 90 V - 40 dakika 

yürütüldükten sonra jelden kesildi ve (Qiagen Hilden, Germany) jel extraksiyon kiti ile 

jelden geri kazanıldı. Nanodrop cihazı ile ZBG genine ait prob miktarı 87.6 ng / μL 

olarak ölçüldü.  

2.2.2.11.6 Probun Hazırlanması  

Hibridizasyon tüpünün içine yürütülen DNA örnekleri iç yüzeye bakacak şekilde 

membran yerleştirildi. Hibridizasyon tamponu eklendi ve + 64 °C’de dönerek 1 saat 

inkübe edildi.  

Prob için işaretlenecek DNA örneğinden 5 μL (87.6 ng / μL), 2 μL primer karışımı, 1 

μL P
32

 dCTP (0.37 MBq / 10 μC) eklendi. 10 dakika 37 °C’de inkübe edildi. 90 μL TE 

tampon eklenerek hacmi 100 μL tamamlandı. Sephadex 50 kolonuna eklendi. 3 dakika 

2500 x g’de santrifüj edildi. Elue edilen prob yeni tüpe aktarıldı. 500 μL salmon sperm 

DNA’sı (2.5 mg / mL stok) eklendi. Prob karışımı 95 °C’de 5 dakika inkübe edildi ve 

buz üzerinde bekletildi.  

2.2.2.11.7 Hibridizasyon  

Prob karışımı hibridizasyon şişesine eklendi ve 12 - 16 saat dönerek 

inkübasyona bırakıldı.  
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2.2.2.11.8 .Blotun Yıkanması  

Hibridizasyon solusyonu dikkatlice lavaboya döküldü. Blot 2 defa 5’er dakika 

65 °C’de 2X SSC / %0.1 SDS ile yıkandı (150 - 200 mL her yıkama için) ve aynı 

tampon ile 20 dakika 60 °C’de çalkalandı. Membran plastik bir poşet ile kaplandı. 

2.2.2.11.9 Filmin Hazırlanması  

Kaplanan membranın DNA örneklerini içeren yüzü kasetin içine gelecek şekilde 

kasete yerleştirildi ve üzerine Fujifilm Super RX X-Ray film yerleştirildi. - 80 °C’de 2 - 

15 gün bekletildi. Film 30 dakika oda sıcaklığında kurutuldu. 

2.2.2.11.10 Anlık Gösterimli PZR ile Genomik Kopya Sayısının 

Belirlenmesi 

Zeytin gDNA örneği (186.7 ng), 1 / 100 oranında seyreltilerek 2 μL ve 4 μL 

olacak şekilde 3 tekrarlı 2’ şer set olarak kuruldu. Buna göre; 2 μL gDNA, 1 μL F 

primer, 1 μL R primer, 16 μL saf su kullanılarak birinci set, 4 μL gDNA, 1 μL F primer, 

1 μL R primer, 14 μL saf su kullnılarak ise ikinci set anlık gösterimli PZR’ı 1 döngü; 95 

°C’de 1 dakika, 35 döngü; 94 °C’de 15 saniye, 55 °C’de 15 saniye, 72 °C’de 15 saniye, 

1 döngü; 72 °C’ d
  
e 1 dakika koşullarında kuruldu. Ct değerlerinin karşılaştırılmasına 

dayalı olarak grafik hazırlandı. 

2.2.3 RNA İle İlgili Teknikler 

2.2.3.1 Total RNA İzolasyonu 

Zeytin yapraklarından toplam RNA izolasyonu Qiagen, Hilden, Germany 

RNeasy Plant Mini Kit, Kat. No: 74904) kiti kılavuzu takip edilerek aşağıdaki gibi 

yapılmıştır:Sıvı azot kullanılarak iyice soğutulan steril havanda, izolasyon için - 80 °C 

dolabından çıkarılan yaprak örnekleri sıvı azotla toz haline getirildikten sonra ependorf 
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tüpünün yaklaşık 1 / 5’lik seviyesine gelecek kadar dolduruldu. Sıvı azot uçar uçmaz, 

450 μL RLT tamponu ilave edildi. Vortex ile homojen olarak karışması sağlandı. Lila 

renkli kolona aktarılan örnekler, 2 dakika 13 000 rpm’de santrifüj edildi. Dipte kalan 

tabakaya değmeden sıvı kısım alınarak 1,5 μL’lik steril ependorflara aktarıldı. 225 μL 

etanol eklenerek alt üst yapıldı. 650 μL alınarak pembe renkli kolona aktarıldı ve 15 

saniye 10 000 rpm’de santrifüj edildi. Altta kalan tabaka döküldü. 700 μL RW1 

tamponu eklendi.15 saniye 10 000 rpm’de santrifüj edildi. Altta kalan sıvı döküldü. 2 

mL’lik steril toplama tüplerine kolon yerleştirildi. 500 μL RPE tamponu eklendi. 15 

saniye 10 000 rpm’de santrifüj edildi. Bu basamak 2 defa tekrarlandı. En son etanol’ün 

tamamen uçması için kolon 30 saniye boş santifüj edildi. 30 μL DEPC’ li su ilave edildi 

ve 1 dakika 10 000 rpm’de santifüj edildi. Bu basamak tekrarlandı. 60 μL’lik DEPC’ li 

su içinde RNA örnekleri elde edildi. 

2.2.3.2 RNA Örneklerinin DNase I İle Muamele Edilmesi 

Total RNA örneklerinden gDNA’nın uzaklaştırılması için 60 μL RNA (~30 ng), 

10 μL DNAzI tamponu 10X, 30 μL DNazI enzimi (EN0515, Fermentas, Vilnius, 

Lithuania) ile toplam 100 μL olacak şekilde hazırlandı. 37 °C’de 30 dakika bekletildi. 

350 μL RLT tamponu (Qiagen Hilden, Germany, plant RNAeasy izolasyon kitinden) 

eklendi. 250 μL %96’lık etanol ile karıştırıldı. 700 μL lik örnek Plant RNAeasy 

izolasyon kitindeki pembe kolonlara aktarıldı. 8000 x g’de 15 saniye santrifüj edildi. 

Kolon.yeni bir 2 mL’lik toplama tüpüne alındı. 500 μL RPE tamponu eklendi. 8000 x 

g’de 15 saniye santrifüj edildi. Boş santrifüj edilerek altta kalan döküldü. 1,5 mL’lik 

ependorflara kolon alındı. 50 μL RNaz içermeyen saf su eklendi. 8000 x g’de 1 dakika 

santrifüj 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 şu şekilde yapıldı: 5 μL total 

RNA, 1 μL oligonükleotit, 6 μL DEPC’li su ile birlikte 3 - 5 saniye santrifüj edildi. 5 

dakika 70 °C’de inkübe edildi. 4 μL 5X tampon, 1 μL ribonükleaz inhibitörü ve 2 μL 
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dNTP buz üzerinde ilave edildi ve 5 dakika 37 °C’de inkübe edildi. 1 μL Reverse 

Transkriptaz enzimi eklendi. 60 dakika 42 °C’de ve 10 dakika 70 °C’de inkübe edildi. 

Kullanılıncaya kadar buz üzerinde bekletildi. 

2.2.3.4 Anlık Gösterimli PZR Protokolü 

Bunun için ExicyclerTM 96 BIONEER cihazı kullanıldı. Reaksiyon 

hazırlanırken kullanılan tabakalarda bulunan liyofilize halde bulunan içeriğe, 17 μL saf 

su, 1 μL cDNA kalıbı, 1 μL F primer, 1 μL R primer eklenerek; 1 döngü; 94 °C’de 5 

dakika, 35 döngü; 94 °C’de 25 saniye, 55 °C’de 25 saniye, 72 °C’de 30 saniye, 1 döngü; 

72 °C’de 1 dakika olacak şekilde Tablo 3.2’ de belirtilen primerler ile Tablo 3.3’de 

belirtilen kontrol primerleri kullanılarak uygulanmıştır.  

2.2.3.5 Anlık Gösterimli PZR için Standart Çalışması 

ZBG ve OeMT2 genlerinine ait primerler kullanılarak 10 adet örnek 1- 1e
-10

 

şeklinde seyrelterek standart çalışması yapıldı. Bu çalışmadan elde edilen formül 

kullanılarak analiz yapıldı. Kopya sayısı; standart çalışması sonucu elde edilen Kopya 

sayısı = (-0,3909ΔCt +13,8664) formülü ile hesaplanmıştır. 

2.2.4 Bakteriyel Ekspresyon 

2.2.4.1 Ekspresyonun IPTG ile İndüklenmesi  

Ekspresyon amacıyla ilgili geni klonladığımız ekspresyon vektörü, ekspresyon 

suşları olarak metalotiyonein için E.coli BL21 (DE3), beta glukozidaz geni için ise 

E.coli Rosetta-gami™ 2(DE3)pLysS hücrelerine transforme edildi. 100 μg / mL 

ampisilin içeren LB medyuma tek koloniden ekim yapılarak 16 saat 37 °C’de 

inkübasyona bırakılmak suretiyle ön kültür hazırlandı. Hazırlanan bu ön kültürün 10 

mL’si son konsantrasyonda 12,5 μg / mL ampisilin içeren 100 mL LB besiyerine 

inokule edildi. 37 °C’de inkübasyona bırakıldı. Bakteri kültürünün OD600 değeri 0,6 – 
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0,8’e ulaştığında son konsantrasyonu 1 mM olacak şekilde IPTG ile indüklendi. 

İnkübatörün sıcaklığı 25 °C’ye indirilerek 3 saat ve bir gece olacak şekilde 250 rpm’ de 

çalkalanarak inkübe edildi. 

2.2.4.2 Hücrelerin Yıkanması  

İndüklenme süresi sonunda bakteri kültürü 3000 rpm’de + 4 °C’de 20 dakika 

santrifüjlendi. Hücre pelleti yıkama tamponunda (50 mM Tris - HCl, 1 litre saf su) 

çözüldükten sonra tekrar 10 dakika santrifüjlendi. Bu işlem iki kez tekrarlanmak 

suretiyle hücreler yıkanarak kurutuldu ve - 20 °C’ye kaldırıldı.  

2.2.5 Maya İle İlgili Teknikler 

2.2.5.1 Tamponların Hazırlanması  

YPDS + Zeozin Agar Petri Hazırlanması (100 mL) için; 1 g yeast ekstract, 2 g 

pepton, 18.2 g sorbitol (0.1 M), 90 mL saf suda çözülüp, otoklavlandı. Soğuyunca 

üzerine; 10 mL 10X dekstroz 100 μL 100 mg / mL zeozin eklendi. Petrilere döküldü.  

YPD Medyum Hazırlanması (100 mL) için; 1 g yeast extract, 2 g pepton, 90 mL saf 

suda çözüldü, otoklavlandı. Soğuyunca üzerine 10 mL 10X dekstroz ve 2 g agar 

eklendi.  

BMGY Besiyerinin Hazırlanması için; 35 mL saf su (otoklavlanmış, 

soğutulmuş), 5 mL YNB, 5 mL 10X gliserol, 5 mL EDTA, 100 μL biotin eklendi.  

BMMY Besiyerinin Hazırlanması için; 35 mL saf su (otoklavlanmış, 

soğutulmuş), 5 mL YNB, 5 mL 10X metanol, 5 mL EDTA, 100 μL biotin eklendi.  
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2.2.5.2 Maya Kompetan Hücresinin Hazırlanması  

10 mL YPD içine tek koloni Pichia pastoris X 33 suşu ekildi ve 28 - 30 °C’de 1 

gece 2500 -3000 x g’de çalkalandı. Kültür (OD600 ) dalga boyunda 0.1 – 0.2 absorbans 

değerine ulaştığında 1 mL alındı ve 10 mL’lik YPD’ye aktarıldı. 28 - 30 °C’de 1 gece 

200 - 300 rpm’de OD600  = 0.6 – 1.0 absorbans değerine ulaşıncaya kadar çalkalandı. 

500 x g’de 5 dakika santrifüj edildi ve supernatant uzaklaştırıldı. 10 mL solusyon I 

(Invitrogen, Vilnius, CA, EasySelect TM Pichia Expression Kit Kat. No: K1740-01) ile 

çözüldü. 500 x g’de 5 dakika santrifüj edildi. Supernatant uzaklaştırıldı. Pellet 1 mL 

solusyon I ile tekrar çözüldü ve 50 - 200 μL olacak şekilde ependorflara aktarılarak - 80 

°C’de stoklandı.  

2.2.5.3 Mayaya Transformasyon  

50 μL X-33 kompetan Pichia pastoris hücresi oda sıcaklığında 15 dakika 

bekletildi. 5 μL (~3 mg) Pme1 restriksiyon enzimi ile linerize edilen ZBG geninin 

klonlandığı pPICZαC vektör eklendi. 1 mL solusyon II (PEG solusyonu (150 mL) 

eklendi. 2 saniye vortex yapıldı. 1.5 saat 33 °C’de su banyosunda inkübe edildi. 15 

dakika aralıklarla 1 - 2 saniyelik vortex yapıldı. 42 °C’de 14 dakika ısı şoku yapıldı. 525 

μL olacak şekilde 2 tüpe ayrıldı. Herbir tüpe 1’er mL YPD medyum eklendi. 30 °C’de 1 

saat inkübe edildi (çalkalama yok). 3000 x g’de 5 dakika santrifüj edildi. Pelletleri 500 

μL solusyon III’te çözülerek birleştirildi. 3000 x g’de 5 dakika santrifüj edildi. Pellet 

100 - 150 μL solusyon III’te çözüldü. YPDS agar petrilere yayıldı ve 30 °C’de 48 - 72 

saat bekletildi.  

2.2.5.4 Pichia pastoris’ te Ekspresyon 

Ekspresyon için en fazla aktivite veren koloninin seçilmesi için toplam 22 tane 

koloni 2 ayrı 12 well plate’ te bulunan 2 mL BMGY besiyerine ekildi. OD 600 = 2-6 

aralığına geldiği zaman hücreler 3000 rmp ‘ de 5 dk santrifüj edildi ve pellet, OD 600 = 1 

değerine gelmesi için BMM besiyerinde çözüldü. 24 saat 250 rpm, 30 °C indüklendi. 24 

saat sonra besiyerinden 100 µL alınarak 8000 rpm’ de çöktürüldü. Supernatanttan 70 µL 

alınarak enzim aktivitesi tayini yapıldı. Kültür üzerine %0.5 olacak şekilde %100’ lük 
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metanol ilave edilerek çalkalanmaya devam etti. Bu işlem 4-5 gün boyunca her 24 

saatte tekrar edildi. Aktivitenin en yüksek olduğu koloni ve gün belirlenerek ekspresyon 

büyük hacimde yapıldı. 

Büyük hacimde ekspresyon çalışmalarında, 25 mL BMGY besiyerine tek koloni 

ekimi yapıldı ve 300 rpm’ de 30 ◦C 1 OD600 = 2–6’ ya ulaşıncaya kadar çalkalandı. 

Hücreler, 1,500–3,000 × g 5 dakika oda sıcaklığında santrifuj edildi ve supernatant 

dökülerek pellet OD600 1.0 olması için BMMY (100–200 ml) medyumda çözüldü. 

Kültür üzerine %0.5 olacak şekilde %100’ lük metanol ilave edilerek çalkalanmaya 

devam etti. Bu işlem 4-5 gün boyunca her 24 saatte tekrar edildi. 

2.2.6 Protein Teknikleri 

2.2.6.1 Lowry Yöntemiyle Kantitatif Protein Tayini  

Protein miktarı ölçümleri Lowry metoduna göre hesaplanmıştır. Bu yöntem için 

hazırlanan solusyonlar aşağıda belirtilmiştir. 

Solüsyon A: % 2’lik Na2CO3 0,1 M NaOH’da çözüldü.  

Solüsyon B: %1 NaK  

Solüsyon C: % 0,5’lik Cu2SO4  

Solüsyon D: 48 mL solüsyon A, 1 mL solüsyon B, 1 mL solüsyon C alınarak hazırlandı.  

Solüsyon E: Folin - fenol ve saf sudan bire bir oranında alınarak hazırlandı.  

BSA: 5 mg BSA, 5 mL saf suda çözülerek taze olarak hazırlandı.  

Protein tayinininde kullanılacak olan Standard grafiğin hazırlanması için, 1 mg / 

mL protein içeren standart sığır albümin çözeltisinden tüplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 

70, 80, 90, 100 μL alındı ve miktar her tüpte 100 μL olacak şekilde üzerleri saf su ile 

tamamlandı. Kör olarak kullanılmak üzere bir tüpe 100 μL saf su koyuldu. Daha sonra 

her tüpe 2 mL solüsyon D eklendi ve 10 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi. 10 
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dakika sonunda tüplere 0,2 mL solüsyon E eklenip vorteks ile zaman kaybetmeden 

karıştırıldı ve 30 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi. Örnekler 96’lık plakanın 

kuyucuklarına 200’er μL koyularak (OD600) absorbansları köre karşı okundu. Okunan 

absorbans değerlerine karşılık gelen μg protein değerleri ile standart grafik hazırlandı.  

Saflaştırma basamaklarında protein miktarı belirlenecek numunelerden 0,1’er 

mL tüplere alındı ve standart grafik için uygulanan yöntem aynı şekilde numune tüpleri 

için de uygulandı. Daha sonra numuneler içindeki protein miktarı standart grafikten elde 

edilen doğru denklemi kullanılarak hesaplandı. 

2.2.6.2 SDS PAGE Jelinde Örneklerin Yürütülmesi  

SDS-PAGE jelinin hazırlanmasında kullanılan solusyonları için Laemmli 

tarafından geliştirilen metod uygulanmış ve kullanılan çözeltiler aşağıda belirtilmiştir 

[192]. 

SDS PAGE jelinin %10’luk alt jeli (ayırma) için; son konsantrasyonu %10 

olacak şekilde 3.3 mL, %15’lik alt jeli için ise 5 mL %30 Akrilamid / Bis Akrilamid 

karışımı, son konsantrasyonu 357 mM olacak şekilde 1.5 M Tris (pH 8.8), son 

konsantrasyonu %0.1 olacak şekilde %10 SDS ve %10 Amonyum per sülfat (APS), son 

konsantrasyonu %0.4 olacak şekilde %99 TEMED 20 mL toplam hacimde saf su ile 

tamamlandı  

SDS PAGE jelinin %5’lik üst jeli (yığma); son konsantrasyonu %4.875 olacak 

şekilde 1.65 mL %30 Akrilamid / Bis Akrilamid karışımı, son konsantrasyonu 125 mM 

olacak şekilde 1,5 M Tris (pH 6.8), son konsantrasyonu %0,1 olacak şekilde %10 SDS 

ve %10 Amonyum per sülfat, son konsantrasyonu %0.1 olacak şekilde %99 TEMED 20 

mL toplam hacimde saf su ile tamamlandı  

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

konsantrasyonu %0.1 olan %10’luk SDS ile hazırlandı  

SDS-PAGE yürütme 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 β-merkaptoethanol, son konsantrasyonu %10 %100 
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Gliserol ve son konsantrasyonu %20’lik %99 Bromfenol mavisi kullanılarak hazırlandı 

ve + 4 °C’ de saklandı.  

SDS-PAGE boyama çözeltisi; 0.25 g. Coomassie Brillant Blue 250, 100 mL 

%95 Etanol %10 Asetik asit ile karıştırılarak hazırlandı ve +4 ◦C’ de saklandı.  

SDS-PAGE arıtma çözeltisinin hazırlanması; son konsantrasyonu %5’lik %99 

Asetik asit ve son konsantrasyonu %50 olan %99 etanol karıştırılarak hazırlandı ve + 4 

°C’ de saklandı.  

Jelin hazırlanması için, ayırma jelini oluşturan çözeltiler karıştırıldı. APS en son 

eklendikten sonra karışım, jel kasetine çizgi hizasına kadar döküldü. İzopropanol ilave 

ederek Jelin yüzeyini düzgünleşmesi sağlandı. Polimerizasyon tamamlandıktan sonra 

yüzeydeki izopropanol döküldü ve saf su ile yıkandı. Diğer bir erlende %5’lik yığma 

jeli hazırlandı. APS en son eklendikten sonra karışım polimerize haldeki ayırma jelinin 

üzerine döküldü ve jelde kuyular oluşturmak icin tarak yerleştrildi. Jel polimerizasyona 

bırakıldı. Polimerizasyon tamamlandıktan sonra tarak çıkarıldı ve elektroforez tankına 

yerleştirilerek tank tamponu ile dolduruldu. Örnek numune tamponu, proteinle 1 / 1 

oranında karıştırıldı ve 2 dakika 95 °C’de denatüre edildi. Protein örnekleri kuyulara 

yüklendi. Akım, proteinler %5’lik yığma jelinde ilerlerken 80 voltajda, %12’lik ayırma 

jeline ulaştıktan sonra 150 voltaja ayarlandı. Yükleme tamponundaki bromfenol mavisi, 

jelin altına 1 cm kalana kadar işleme devam edildi. Bu işlem bitiminde, düzenek açıldı 

ve cam plakalar birbirinden ayrıldı. %5’lik yığma jeli uzaklaştırıldı. Ayırma jeli, bir 

kesikle işaretlendi ve boyama çözeltisi içine alındı. Protein bantları net bir şekilde 

görünene kadar çalkalayarak boyandı. Daha sonra arıtma çözeltisine alınarak hafifçe 

karıştırıldı. Böylece boyanın fazlası alınmış oldu. Daha sonra UV ışığı altında protein 

bantları incelendi.  

2.2.6.3 Western Blot Basamağı  

Western Blot analizi için 25 mM Tris, 192 mM Glisin, %20 (v / v) Metanol’den 

oluşan bir transfer tamponu ve 10 mM Tris - HCl, 20 mM NaCl, pH 7.4 içeren 10X 

TBS hazırlandı. Proteinlerin elektroforetik transferi için Bio-Rad Trans Blot sistemi 

(BioRad, Almanya) kullanıldı. 
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Jel büyüklüğünde kesilen kurutma kağıtları ve aparatın içerisindeki süngerler 

transfer tamponunda iyice ıslatıldı ve bekletildi.  

PVDF(0,45µM milipore) membrandan 8.5 x 5.2 ebatlarında kesildi ve %100 

metanol içesisinde 1 dk bekelterek membranın aktifleşmesi sağlandı. Daha sonraki 

işlemler tamamlanıncaya kadar transfer tamponunda bekletildi. Jel transfer tamponuna 

alındı ve bekletildi. Tüm malzemeleri taransfer tamponu ile ıslatılmış sandiviç sistemi 

(sünger-kağıt-jel-membran-kağıt-sünger) hazırlandı ve hava kabarcığının oluşmaması 

için hafifçe bastırarak üzeri düzleştirildi. Bloklar tanka yerleştirildi ve tank transfer 

tamponu ile doldurularak + 4 °C buzdolabında bir gece 15 V akımla transfer olması 

sağlandı. 

2.2.6.4 Antikorun Hazırlanması ve Proteinlerin Belirlenmesi 

RGS·His HRP Conjugate Kit (Qiagen, Almanya) kullanılarak antikor membran 

ile muamele edilmeye hazır hale egtirildi. 8 mL 1X reagent ve 8 μL antikor (6 His tag) 

(1 / 1000) hazırlandı. Proteinlerin transfer olduğu PVDF membranlar ilk olarak 20 mL 

bloklama çözeltisinde (0.1 g bloke edici tampon, %0.1 (v / v) Tween20 içeren 1X TBS) 

1 saat horizantal çalkalayıcıda oda sıcaklığında inkübe edildi. Süre sonunda bloklama 

çözeltisi uzaklaştırılarak 5 dakikalık sürelerle 3 kez membran yıkandı, bunun için %0,1 

(v / v) Tween20 içeren 1X TBS kullanıldı. 

Membran primer antikor ile 1 – 1.5 saat oda sıcaklığında inkübe edildi ve 

görüntülemeye geçildi. Membranlar 1 - 2 dakika arasında ECL sistemi Pierce ECL 

(Western Blotting Substrate-Thermo, A. B. D.) substratla muamele edildi. Reagent A ve 

Reagent B çözeltilerinden ayrı ayrı 1.5 mL alınarak membran üzerine uygulandı. 

Ardından karanlık odaya geçilerek membran filme aktarıldı. Membran film üzerinde 5 

ve 10 dakika olmak üzere 2 kez bastırıldı. Film tab edilerek sonuçlar görünür hale 

getirildi.  
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2.2.6.5 Protein Saflaştırma Basamağı  

SDS-PAGE jeline yüklenen ve görüntülenen proteinin saflaştırılması için 

ekspresyon vektörü tarafından proteine ilave edilen N terminal His-tag sayesinde, Ni-

NTA (Qiagen 30210 Hilden, Germany) kolon saflaştırma protokolü ile affiniteye dayalı 

saflaştırma yapıldı. Saflaştırma basamakları için hazırlanan tamponlar:  

Liziz tamponu: 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 5 mM imidazol  

Yıkama tamponu: 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol  

Elüsyon tamponu: 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 250 mM imidazol  

2.2.6.5.1 Liziz Basamağı  

Ön kültürden inoküle edilen ve bir gece büyümede bekletilen 200 mL’lik örnek 

daha önce anlatılan yıkama tamponu ile yıkandı. En son basamakta çöktürülen örnek 

miktarı tartıldı ve 1 g için 2 – 5 mL olacak şekilde yaklaşık olarak 3 mL liziz tamponu 

eklendi. 1mg / mL lizozim eklenerek 30 dakika buzda bekletildi. 200 – 300 W’de 10 

saniye sonikatör de bekletildi. Lizatın vizkozluğu devam ediyorsa RNaz A (10μg / mL) 

ve DNaz I (5μg / mL) eklenerek 10 – 15 dakika buzda bekletildi. 10 000 x g’de 20 – 30 

dakika + 4◦C’de santrifüj edildi. Supernatantı (ham ekstrakt)alındı ve + 4°C’de 

saklandı. 

2.2.6.5.2 Saflaştırma Basamağı  

%50 Ni-NTA agarozundan 1 mL ve 4 mL lizattan alınarak 200 rpm’de + 4 

°C’de 60 dakika 250-300 rpm’ de çalkalandı. Numune, Ni-NTA kolonuna yüklendi. 

Altta kalan çözelti etiketlenerek toplandı. 4 mL yıkama tamponu eklendi (bu işlem 2 

kez yapıldı) ve kolondan geçirilen örnekler saflaştırma basamaklarının konrolü 

amacıyla toplandı. 0.5 mL elüsyon tampon eklenerek saflaştırılan protein solüsyonu 

ependorf tüpünde toplandı. Aynı işlem 4 kez tekrarlandı.  
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Elde edilen tüm örnekler yüklenerek, SDS jel elektroforezi ile saflaştırılan 

proteinin geldiği fraksiyon belirlendi. 

2.2.6.6 Zeytin β-Glukozidaz Proteini İçin Yapılan Karakterizasyon 

Deneyleri 

2.2.6.6.1 Zeytin β-Glukozidaz Proteininin Aktivite Tayini 

Zeytin β-Glukozidaz enziminin aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin edildi. 

Aktivite ölçümü için 70 μL, 5 mM pNPG substrat çözeltisi ve üzerine 70 μL enzim 

çözeltisi 96’lık plakaya (well-plate) koyuldu. Kör olarak 70 μL 50 mM pH 5.5 Na-Ac 

tamponu ve üzerine 70 μL enzim çözeltisi koyuldu. Etüvde 37
 
°C’de, 30 dk inkübe 

edildi. 30 dk’nın sonunda reaksiyon 70 μL 0,5 M Na2CO3 ile durduruldu. 

Spektrofotometrede 410 nm’de köre karşılık absorbans değeri okundu. o-NPG ve o-

NPGal substratalarının reaksiyon sonunda ortaya çıkan ürünleri orto-nitrofenol olduğu 

için bu substratlara karşı enzim aktiviteleri 420 nm’de okundu. 

 Enzim aktivitesi aşağıdaki formüle göre hesaplandı ve 1 Enzim Ünitesi dakikada 

oluşan p-nitrofenolün μmol’ü olarak belirlendi [193]. 

Absorban (A), zamana bağlı değişim (dA/dt), molar ekstinksiyon katsayısı (Є) 

olarak nitelendirildi. 

Є=A/C cm2 mol
-1

 ile formülize edilir. 

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

Enzim ünitesi (EU )=(Vf(ml) x(seyreltme faktörü)/ (Є) (cm2/mol-1)x(Vs)xd) 

Vf= Toplam hacim (ml) 

Vs= Eklenen enzim hacmi (ml) 

d= Işık yolu 
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dA/dt= Dakikada gözlenen absorbans farkı 

 para-nitrofenol için 405 nm’deki Є değeri 552.8 M
-1

 cm
-1

 olarak kullanılırken 

[zeytin VOO], orto-nitrofenolün 420 nm’deki Є değeri 4.55 mM
-1

 cm
-1

 olarak 

kullanılmıştır [193]. 

2.2.6.6.2 4-MUG (4-Methylumbelliferyl-b-D-glucuronide) Substratı ile 

Aktivite Tayini 

Laemmli (1970)’e göre yapılan Native-poliakrilamid jel elektroforezin( N-

PAGE)’de %5’lük yığma jeli ve %8’lık ayırma jeli kullanılmıştır [192]. Nativ-PAGE 

jeli için hazırlanan jelde, yürütme tamponunun ve yükleme boyasınınhazırlanmasında 

SDS kullanılmamış, yerine dH2O ilave edilerek SDS bileşenleri aynen kullanılmıştır. 

Örnekler yüklemeden önce denatüre edilmemiştir. Jel hazırlanırken ayırma jeline %0,1 

4-MUG (4-metilumbelliferil α-D-glukopiranozit) ilave edilmiş, yığma jeline ilave 

edilmemiştir. Örnekler yüklendikten sonra sırası ile 25 ve 30 mA’de, +4ºC’de 

elektroforez işlemi yapılmıştır.  

Yürütme işlemi tamamlandıktan sonra jel, 2 kere 37 °C’ de 10’ ar dakika pH: 5.5 

NaAc tamponunda yıkandıktan sonra, %1’ lik 4-MUG içeren 15 mL pH: 5.5 NaAc 

tamponunda 37 °C’ de 15 dakika inkube edilmiş ve UV ışığı altında aktivite sonucu 

oluşan bantlar şekil 3.37’ de belirtildiği şekilde gözlenmiştir. 

2.2.6.6.3 Amonyum Sülfat Çöktürme Aralığının Belirlenmesi 

Elde edilen protein solusyonuna basamaklı amonyum sülfat çöktürmesi 

uygulanır. Çöktürme işlemleri sırasında kullanılacak katı amonyum sülfat miktarları şu 

formülle tespit edildi.  

g (NH4)2SO4= g(NH4)2SO4 = 1,77 x V(S2-S1) / 3,54-S2 

V=Süpernatantın hacmi  

S1=1’in kesri olarak mevcut amonyum sülfat doygunluğu  
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S2=1’in kesri olarak istenilen amonyum sülfat doygunluğu  

Karışım 50000xg’de 30 dakika santrifüj edilir. Çökelek uzaklaştırılır. Elde 

edilen süpernatanta, süpernatantın miktarı dikkate alınarak amoyum sülfat eklenir. Daha 

once bu enzimin amonyum sülfat çökme aralığı bilinmediğinden; % (0-10), (10-20), 

(20-30), (30-40), (40-50), (50-60), (60-70), (70-80), (80-90), (90-100) aralıkları 

uygulanarak pNPGlu substratına karşı gösterdiği aktivite ölçümü ile belirlenen aralık 

tablo 3.9’ da belirtilmiştir. 

Tablo 2.1: Amonyum sülfat çöktürme aralığının belirlenmesi için yapılan aktivite 

tayininde kullanılan tamponlar 

Kör Numune 

70 μL Aktivite tamponu  

70 μL 0-10 aralığındaki numune 

70 μL Aktivite tamponunda çözülmüş substrat  

70 μL 0-10 aralığındaki numune 

70 μL Aktivite tamponu  

70 μL 10-20 aralığındaki numune 

70 μL Aktivite tamponunda çözülmüş substrat  

70 μL 10-20 aralığındaki numune 

70 μL Aktivite tamponu  

70 μL 20-30 aralığındaki numune 

70 μL Aktivite tamponunda çözülmüş substrat 

 70 μL 20-30 aralığındaki numune 

70 μL Aktivite tamponu 

70 μL 30-40 aralığındaki numune 

70 μL Aktivite tamponunda çözülmüş substrat 

 70 μL 30-40 aralığındaki numune 

70 μL Aktivite tamponu   

70 μL 40-50 aralığındaki numune 

70 μL Aktivite tamponunda çözülmüş substrat   

70 μL 40-50 aralığındaki numune 

70 μL Aktivite tamponu   

70 μL 50-60 aralığındaki numune 

70 μL Aktivite tamponunda çözülmüş substrat   

70 μL 50-60 aralığındaki numune 

70 μL Aktivite tamponu   

70 μL 60-70 aralığındaki numune 

70 μL Aktivite tamponunda çözülmüş substrat   

70 μL 60-70 aralığındaki numune 

70 μL Aktivite tamponu   

70 μL 70-80 aralığındaki numune 

70 μL Aktivite tamponunda çözülmüş substrat   

70 μL 70-80 aralığındaki numune 

70 μL Aktivite tamponu   

70 μL 80-90 aralığındaki numune 

70 μL Aktivite tamponunda çözülmüş substrat   

70 μL 80-90 aralığındaki numune 

70 μL Aktivite tamponu   

70 μL 90-100 aralığındaki numune 

70 μL Aktivite tamponunda çözülmüş substrat   

70 μL 90-100 aralığındaki numune 
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2.2.6.6.4 İnhibitörlerin IC50 Değerlerinin ve Aktivatörlerinin Belirlenmesi 

Enzim aktivitesi üzerine etkisi araştırılan ağır metal maddelerin IC50 değerlerini 

bulmak için, p-NPG substratı kullanılarak çalışıldı. İnhibitör eklenmemiş ortamda 

enzim aktivitesi bulunarak bu değer %100 aktivite olarak alındı. Farklı inhibitör 

konsantrasyonlarında enzim aktivite değerleri bulundu ve % aktivite değerleri 

hesaplandı. %Aktivite-[I] grafikleri çizildi. (Şekil 3.41). Bu grafiklerden yararlanarak 

enzim aktivitesini %50 oranında azaltan inhibitör konsantrasyonu olan IC50 değerleri ve 

aktivatör maddelerin hangileri oldukları belirlendi. 

2.2.6.6.5 Km ve Vmax Değerlerinin Belirlenmesi 

Tablo 3.10’ da belirtilen konsantrasyonlarda enzim ve substrat çözeltileri 

konsantrasyonlarından ve şekil 3.45’ te belirtilen grafikten yola çıkılarak Km ve Vmax 

değerleri hesaplandı.  

2.2.6.7 Zeytin Metallotionein Proteini (OeMT2) İçin Yapılan Metal 

Tolerans Deneyleri 

2.2.6.7.1 Rekombinant Bakterilerin Sıvı Kültürde Metal Toleranslarının 

Belirlenmesi 

OeMT2 geninin klonlandığı PLATE 51 vektörü ve kontrol olarak ta kontrol 

plazmidinin transforme edildiği E. coli BL21 DE3 hücrelerinden 10 mL LB broth 

besiyerine tek koloni ekimi yaparak ön kültür hazırlandı. Ön kültür, 100 mL LB broth 

besiyerine inoküle edilerek bakteri kültürü OD600 0.6 – 0.8 aralığına ulaştığında 

ekspresyonun indüklenebilmesi için 1 mM IPTG eklendi. Aynı anda ortama 0.2 mM, 

0,4 mM veya hiç CdCl2 ilave edildi ve 30 °C’de 250 rpm’ de çalkalandı. Daha sonra 

ortama saat başı alınan örneklerin OD600 değerleri analiz edildi ve rekombinant proteinin 

bakteri büyüme eğrisi üzerindeki etkisi incelendi. 
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2.2.6.7.2 Rekombinant Bakterilerin Katı Kültürde Metal Toleranslarının 

Belirlenmesi 

OeMT2 geninin klonlandığı PLATE 51 vektörü ve kontrol olarak ta kontrol 

plazmidinin transforme edildiği E. coli BL21 DE3 hücrelerinden 10 mL LB broth 

besiyerine tek koloni ekimi yaparak ön kültür hazırlandı. Ön kültür, 100 mL LB broth 

besiyerine inoküle edilerek bakteri kültürü OD600 0.6 – 0.8 aralığına ulaştığında 

ekspresyonun indüklenebilmesi için 1 mM IPTG eklendi. IPTG ile indüklendikten 4 

saat sonra her iki kültürden de numune alınıp OD600 değerini 0.2 olana kadar Lb broth 

ile seyreltildi ve bu kültürden 1,10
−1

, 10
−2

 ve 10
−3

 olacak şekilde seri dilüsyonlar 

yapıldı. Her bir dilüsyondan 5 μL, metal içermeyen, 0.5 mM CdCl2, 1 mM CuSO4  

içeren LB agar petrilere damlatılarak kuruması beklendi ve 37 °C’ de 12 saat sonra 

fotoğrafı çekildi [139]. 

2.2.6.7.3 Rekombinant Bakterilerin Metal İçeriklerinin ICP-OES 

(inductive coupled plasma-optical emission spectroscopy) 

Kullanılarak Belirlenmesi 

OeMT2 proteininin, kontrol plazmidinin (his tag içeren) transfrome edildiği 

recombinant bakterilere nazaran ne kadar metal bağlayabildiğinin belirlenmesi için, 

protein ekspresyonu IPTG ile indüklendi ve 30 °C’de 250 rpm’ de çalkalandı. IPTG 25 

indüksiyonundan 4 saat sonra, her örnek için 1 mM FeSO4, CuSO4, ZnCl2 veya CdCl2 

ilave edildi ve 25 °C’de 250 rpm’ de 1 gece ekspresyonun devam etmesi sağlandı. 

Kültürler, + 4 °C’de, 4000 rpm’ de 20 dakika santrifüj edildi. Pelletler üç kere pH: 8,0 

olan Tris-HCl çözeltisi ile yıkandı ve 80 °C’ de 2 gün kurutuldu. Pelletlerin kuru ve yaş 

ağırlıkları tartıldı. Kuru hücre materyalleri %70 HNO2 ile çözünerek berrak hale 

getirildi ve ICP-OES (Optima-2000 DV, Perkin Elmer, USA). kullanılarak metal 

içerikleri belirlendi.  
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3. BULGULAR 

Bu tez çalışmasında “Ayvalık” çeşidine ait 2 farklı gen karakterize edilmiştir. 

Buna göre; her gene ait bulgular gruplandırılarak anlatılmıştır. 

3.1 Zeytin Beta-Glukozidaz Genine Ait Bulgular 

3.1.1 Moleküler Karakterizasyon Çalışmalarına Ait Bulgular 

3.1.1.1 Zeytin BetaGlukozidaz Geninin Biyoinformatik Analizi 

NCBI databank kayıt numarası AY083162.1 olan ve “Koroneiki” çeşidi için 

tanımlanmış beta glukozidaz geninin nükleotid dizisi gen bankasından referans olarak 

alınarak yapılacak olan çalışmalarda bu referansa göre dizayn edilen primerler 

kullanılmıştır. Tablo 3. 2’ de kullanılan primerler listelenmiştir. 

DNA dizilemesi BigDye Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, Foster 

City, CA) ile ABI 3130XL Genetic Analyser (Applied Biosystems, Foster City, CA) 

cihazını kullanan ReFGeN (Gen Araştırmaları ve Biyoteknoloji, Ankara) adlı ticari 

kuruluşa yaptırıldı. Dijital olarak elde edilen DNA dizileri BioEdit [194] progamıyla 

kromatogam kalitesi ve ortak dizi (contig) yönlerinden 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 araçlarla tail PZR sonucu elde edilen promotör bölgesine ait diziler 

analiz edildi. Hydropathy grafikleri Kyte ve Doolittle algoritmasına [197] göre 

oluşturulurken, translasyon sonrası özelliklerini anlamak için ExPASY [198], 

lokalizasyon tahmini için Predator programı [199] sinyal peptit özelliğini belirlemek 

için TARGET-P programı [200] proteininin yüzey özelliklerinin ve lokalizasyonunu 

belirlemek için SOSUI programı [201] kullanıldı. 
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Şekil 3.1: BioEdit [194] progamıyla elde edilen OebGlu geninin nükleotid 

kompozisyonu 

Şekil 3.1’ de belirtildiği gibi, BioEdit [194] progamıyla elde edilen OebGlu geni 

nükleotid kompozisyonunda, adenin (A) ve timin (T) oranının, guanin (G) ve sitozin (C) 

oranından daha fazla olduğu gözlenmiştir. 

 

 

Şekil 3.2: BioEdit [194] progamıyla elde edilen OebGlu proteininin aminoasit 

kompozisyonu 
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Şekil 3.2’ de BioEdit [194] progamıyla “Ayvalık” çeşidinden elde edilen 

OebGlu proteinine ait aminoasit kompozisyonu belirtilmiştir. Buna göre ZBG proteini, 

genel olarak polar aminoasitler açısından fakir (sistein, histidin, arjinin), apolar 

aminoasitler açısından (glisin, valin, triptofan) zengindir. 

 

 

Şekil 3.3: OebGlu proteinine ait Expasy biyoinformatik araçlarının kullanılması ile 

oluşturulmuş Kyte – Doolittle hidrofobosity analizi [202] 

Şekil 3.3’ te belirtilen Kyte – Doolittle hidrofobosity analizi, OebGlu 

proteinindeki hidrofobik ve hidrofilik bölgeleri belirtmektedir. 

 

Şekil 3.4: OebGlu proteininin Molekül ağırlığı ve izoelektrik noktasının belirlenmesi 

[202] 
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OebGlu proteininin molekül ağırlığı ve izoelektrik noktası, Expasy 

biyoinformatik araçlarının kullanılması ile oluşturulmuş ve Şekil 3.4’ te belirtilmiştir 

[202]. Sonuç olarak OebGlu proteininin teorik izoelektrik pH değeri 6.3 ve moleküler 

ağırlığı ise 62.8 kDa olarak hesaplanmıştır. 

Tablo 3.1: OebGlu proteininin özellikleri 

Özelliği Olasılığı 

Solubulitesi 0.580957 

Transmembran protein özelliği 0.9819 

Alpha Helikal Transmembran protein 0.0154744 

Beta Tabakalı Transembran protein 0.00262551 

 

Özellikle ekspresyon ve karakterizasyon çalışmalarında oldukça fazla 

faydalanılan tablo 3.1’ de belirtilen bu verilere göre, OebGlu proteini solubul bir protein 

olup transmembran protein özelliği göstermemektedir. 

 

Şekil 3.5: OebGlu proteininin I-Tasser programı ile oluşturulan 3 boyutlu yapısı[203]. 

Şekil 3.5’ te belirtilen 3 boyutlu yapı, I-Tasser programı ile oluşturulmuştur 

[203]. Bu yapıda pembe ile gösterilenler alfa heliks, sarı ile gösterilenler ise beta 

tabakaları belirtmektedir 
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3.1.1.2 OebGlu Geninin İntronunun Tespiti 

OebGlu geninin intronunun belirlenmesi amacıyla yapılan PZR analizlerinde 

intronun büyük olası ihtimaline karşılık olarak farklı bölgeleri çoğaltan 2 çift primer 

dizayn edilmiştir. Bu primer çiftleri çapraz olarak kullanılarak yapılan PZR ürünleri 

dizilenmiş, elde edilen dijital verilerden contig oluşturmak sureti ile ham dizi elde 

edilmiştir. Çalışma için kullanılan primerler tablo 3.2’ de belirtilmiştir. 

 

 

 

Şekil 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 yüklenmiştir. 

Şekil 3.6’ da belirtilen intronun tespiti için yapılan PZR çalışmasında, gDNA ve 

cDNA kalıp olarak kullanılarak intronun tespiti jel üzerinde de gösterilmiştir. cDNA ve 

gDNA kalıpları arasında bulunan büyüklük farkı intron olduğunu doğrulamaktadır. Elde 

edilen PZR ürünleri dizilenmesi için REFGEN, Ankara biyoteknoloji şirketine 

gönderilmiştir. 

 

Şekil 3.7: Blast analizi sonucu intronun yerleşimi 

M 1 2 3 4 

https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CC0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.genetimes.hk%2Fgmall%2Findex.php%3Froute%3Dproduct%2Fproduct%26product_id%3D9035&ei=kiIWUs-EEceQhQeg34DoDg&usg=AFQjCNEgNNAJWRAeEmvse-3N5TK1LiTnXw&sig2=03gL7GIrpcfpTRQEIcvvlQ&bvm=bv.51156542,d.ZG4
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CC0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.genetimes.hk%2Fgmall%2Findex.php%3Froute%3Dproduct%2Fproduct%26product_id%3D9035&ei=kiIWUs-EEceQhQeg34DoDg&usg=AFQjCNEgNNAJWRAeEmvse-3N5TK1LiTnXw&sig2=03gL7GIrpcfpTRQEIcvvlQ&bvm=bv.51156542,d.ZG4
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Şekil 3.7’ de NCBI veri bankasından ZBG genine ait cDNA ile, intron analizi 

için oluşturulan ham diziye ait contig, blast analizine tabi tutularak intronların yerleşimi 

belirlenmiştir. Şekil 3.8’ de OebGlu geninin ekzon ve intronlarının tamamını içeren 

gene ait tüm uzunluğunun dizisi belirtilmiştir. OebGlu geninin 9 adet intron içerdiği 

gösterilmiştir. 

 

Şekil 3.8: OebGlu geninin intron ve ekzonlarının dizisi, koyu olarak işaretlenen 

bölgeler ekzonları temsil etmektedir. 
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3.1.1.3 OebGlu Geninin Promotör Bölgesinin Belirlenemesi 

Tail PZR ürünleri, %0.8’ lik agaroz jelde yürütülerek, uygun olan örnekler 

dizilenmiştir (Şekil 3.9). Tail PZR çalışmasında kullanılan primerler Tablo 3’2 de 

belirtilmiştir. 

 

Şekil 3.9: OebGlu genine ait tail PZRgörüntüsü; M: Marker, GeneRuler 1 kb Plus DNA 

Ladder # 1331( Fermentas, Vilnius, Lithuania) 1- AD1 TAİL 1, 2- AD1 TAİL 2, 3- 

AD1 TAİL 3, 4- AD2 TAİL 1, 5- AD2 TAİL 2, 6- AD2 TAİL 3, 7- AD2A TAİL 1, 8- 

AD2A TAİL 2, 9- AD2A TAİL 3, 10- AD3 TAİL 1, 11- AD3 TAİL 2, 12- AD3 TAİL 

3, 13- AD5 TAİL 1, 14- AD5 TAİL 2, 15- AD5 TAİL 3, 16- ADMIX TAİL 1, 17- 

ADMIX TAİL 2, 18- ADMIX TAİL 3 örneklerinden oluşmaktadır. 

3 numaralı örnek olan ve AD1 primeri ile yapılan PZR ürünü, dizilenmesi için 

gönderilmiş ve dizileme sonucu yorumlanmıştır.  Dizi sonucu elde edilen 804 bp 

uzunluğundaki parçanın, 344 bp uzunluğundaki bölümü zeytin beta glukozidaz geni 

cDNA’ sı ile örtüşmeketedir. Kalan 440 bp uzunluğundaki parçası ise ilk defa izole 

edilmiştir ve tahmini promoter bölgesi için biyoinformatik analiz  PROMOTER SCAN 

biyoinformatik aracı kullanılarak belirlenmiştir [196]. 

 

https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CC0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.genetimes.hk%2Fgmall%2Findex.php%3Froute%3Dproduct%2Fproduct%26product_id%3D9035&ei=kiIWUs-EEceQhQeg34DoDg&usg=AFQjCNEgNNAJWRAeEmvse-3N5TK1LiTnXw&sig2=03gL7GIrpcfpTRQEIcvvlQ&bvm=bv.51156542,d.ZG4
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CC0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.genetimes.hk%2Fgmall%2Findex.php%3Froute%3Dproduct%2Fproduct%26product_id%3D9035&ei=kiIWUs-EEceQhQeg34DoDg&usg=AFQjCNEgNNAJWRAeEmvse-3N5TK1LiTnXw&sig2=03gL7GIrpcfpTRQEIcvvlQ&bvm=bv.51156542,d.ZG4
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Şekil 3.10: Promotör bölgesinin belirlenmesi [196] 

Şekil 3.10’ da belirtilen ve online promotör biyoinformatik araçlar kullanılarak 

yorumlanan sonuçlara göre, tail PZR sonucu elde ettiğimiz bölgede olası bir promotör 

bölgesi bulunmakta, ve tahmini transkripsiyon başlangıç noktası ATG kodonundan 156 

bp daha yukarıda olarak PROMOTER SCAN biyoinformatik aracı kullanılarak 

belirlenmiş fakat promotörün dizisinin tamamı elde edilememiştir [196]. 
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Tablo 3.2: ZBG moleküler karakterizasyon çalışmalarında kullanılan primerler 

Primer Adı  
 

Tm Primer Dizisi  

 

Kullanım Amacı 

FL1 F 55 ◦C 5’ TCAGCATGGTTCTTATATTGATTGT 3’ 

 

İntron tespiti 

FL1 R 55 ◦C 5’ ATTGGTACTACGGGTGAATCAAATA 3’ 

 

İntron tespiti 

FL2 F 55 ◦C 5’ ACTTCTAGCTGCTTTCAAGTATGGA 3’ 

 

İntron tespiti 

FL2 R 55 ◦C 5’ TTACCAACTAAGCACCTTATCGAA 3’ 

 

İntron tespiti 

Pol3 R 50 ◦C 5’ GATTCCCTTCATGAGAACTATGCTA 3’ Polimorfizm 

RTF 50 ◦C 5’GTAACTGGAGAGTACCCAGAAAGTATG 

3’ 

Anlık gösterimli PZR ile 

kopya sayısı ve 

ekspresyon profili 

belirleme 

RTR 50 ◦C 5’ GTGTGCGAATCAGTAAAGTAACTATCA 

3’ 

 

Anlık gösterimli PZR ile 

kopya sayısı ve 

ekspresyon profili 

belirleme 

zbgTail1 50 ◦C AAAGTGAAAATCTGTATGCTTTCAAAC Tail PZR ile promotör 

dizinsin belirlenmesi 

zbgTail2 50 ◦C GACAACATCGTCCTTGAACATATTA Tail PZR ile promotör 

dizinsin belirlenmesi 

zbgTail3 50 ◦C GTTGACTCTGTGTAAAGTAATCCCAAT Tail PZR ile promotör 

dizinsin belirlenmesi 

AD1 50 ◦C 5’ NTCGASTWTSGWGTT 3’ Tail PZR ile promotör 

dizinsin belirlenmesi 

AD2 50 ◦C 5’ NGTCGASWGANAWGAA 3’ Tail PZR ile promotör 

dizinsin belirlenmesi 

AD2A 50 ◦C 5’ STTGNTASTNCTNTG  3’ Tail PZR ile promotör 

dizinsin belirlenmesi 

AD3 50 ◦C 5’ WGTGNAGWANCANAGA 3’ Tail PZR ile promotör 

dizinsin belirlenmesi 

AD5 50 ◦C 5’ WCAGNTGWTNGTNCTG 3’ Tail PZR ile promotör 

dizinsin belirlenmesi 

Pol3F 50 ◦C 5’ AAAAAGAGGAGAAGCTAGTGAAAG 3’ Polimorfizm 

Pol3 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 Farklı Zeytin Çeşitleri Arasındaki Polimorfizmi 

Polimorfizm çalışması için yaklaşık 1.5 kb uzunluğunda bir bölge seçilmiş ve 

farklı çeşitler arasındaki polimorfizm incelenmiştir. Dış grup olarak Populus tomentosa 

beta glukozidaz geni (Gen bankası no: JX986597), databank verilerine göre yapılan 

BLAST analizi sonucu yakınlığı nedeniyle seçilmiştir. Polimorfizm için yapılan PZR 

çalışmasında kullanılan primerler tablo 3.2’ de belirtilmiştir.  
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Şekil 3.11: Farklı çeşitlerin OebGlu geni nükleotid dizisi açısından nükleotid 

polimorfizmininin belirlenmesi. Bootstrap değerleri % 50 ve daha az olanlar 

belirtilmemiştir. Bootstrap analizi için 1000 kopya denenmiştir. 

Şekil 3.11’ da belirtilen ve Bioedit biyoinformatik araçları kullanılarak 

hazıorlanan NJ ağacına göre, Ayvalık çeşitlerine en uzak Gordales çeşidi görülmektedir. 

Domat, Picual ve Koroneiki çeşitleri ise OebGlu genini açısından Ayvalık çeşidine daha 

yakın görülmektedir [194].  

3.1.1.5 OebGlu Geninin Kopya Sayısının Belirlenmesi 

OebGlu geninin kopya sayısının belirlenmesi için, radyoaktif prob kullanılarak 

southern blot çalışması yapılmış, bu deneyden sonuç alınamadığı için anlık gösterimli 

PZR kullanılarak genomik kopya sayısı belirlenmiştir.  

3.1.1.5.1 Southern Blot Sonuçları 

OebGlu geninin genomik kopya sayısının belirlenmesi amacıyla Cardiff 

Üniversitesi bünyesinde gerçekleştirilen southern blot deneylerinde, OebGlu geni 1 



66 

 

yerden kesen EcoRV ve iki yerden kesen EcoR1 restriksiyon enzimleri kullanılarak 

şekil 3.12’de belirtlidiği gibi genomik DNA’ nın kesilmesi sağlanmıştır. 

 

Şekil 3.12: Zeytinden izole edilen genomik DNA' nın restriksiyon enzimleri ile 

kesilmesi 

gDNA’ nın başarılı bir biçimde kesildiği şekil 3.12’ de görülmektedir. Kesim 

işlemi tamamlandıktan sonra şekli 3.13’ te belirtilen transfer düzeneğinde DNA’ nın 

membrana transfer olması sağlanmıştır. 
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Şekil 3.13: Southern blot için hazırlanan transfer düzeneği 

Tablo 3.2 ’de görülen primerler ile PZR kuruldu ve Şekil 3.14’deki jel görüntüsü 

elde edildi ve P
32

 ile işaretlemesi yapıldı. 

 

Şekil 3.14: Prob3 primerleri ile southern blot probunun görüntüsü 

Sonuç olarak radyoaktif işaretli pro bile yapılan southern blot çalışmaları sonucu 

OebGlu geninin kopya sayısı net olarak belirlenememiştir. Bu amaçla anlık gösterimli 

PZR analizi ile bu sonuç elde edilmeye çalışılacaktır. 
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Tablo 3.3: Anlık Gösterimli PZR ile Kopya Sayısı Belirleme Analizinde Kullanılan 

Kontrol Primerleri 

Primer İsmi F primer R primer 

DGAT  

(GU357635)  

5’CCAAAATAAATT

CCCCGTGA-3’  

5’TGAGCCAAATGAGA

ACATGAA-3’  

LOX  

(EU678670)  

5’TTTTGTCAAGCC

ATTCATCG-3’  

5’AACCCGGTTTCTCCA

TTTTT-3’  

HPL  

(EUS13350)  

5’GTGGCTTATTTG

TTTCAGAGATATG

AT-3’  

5’ACTTTGTGCAAAGA

TAAGGCATATAAC-3’  

Oep2LOX1  

(EU513352)  

5’TGAACATAGAG

AGGCTTCAGAGTT

T-3’  

5’ATATGGTACGTGTG

GCATATTCTTT-3’  

Oep1LOX2 

(EU513353)  

5’CGGCTAAAACA

ATATACTCAGTGC

T-3’  

5’AAAGCAAGACATTC

TTTTCAACATC-3’  

OepUbq  

(AF429430.1)  

5’AAGACAATTACC

CTTGAAGTTGAGA

-3’  

5’CAAAGTGATGGTTT

TTCCAGTAAGA-3’  

GPDH  

(B2BGU9)  

5’ACAGCTCCTGGT

AAGGGTGA-3’  

5’GGCTTGCGTCAAGA

AGTCTC-3’  

β-aktin  

(Q8GTL3)  

5’GAATTGCCAGAT

GGACAGGT-3’  

5’GAACCACCACTGAG

GACGAT-3’  
  

3.1.1.5.2 Anlık Gösterimli PZR ile OebGlu Geninin Genomik Kopya 

Sayısının Belirlenmesi 

Anlık gösterimli PZR ile genomik kopya sayısının belirlenmesi oldukça 

yaygındır [204, 205]. Yapılan çalışmalara bakıldığında genel olarak daha önceden 

kopya sayısı belirlenmiş genler ile çalışılan genin Ct değerlerinin karşılaştırılma 

prensibine dayanmaktadır [206].Bu çalışmada kopya sayısı bilinen DGAT (GU357635), 

LOX (EU678670) HPL (EUS13350), Oep2LOX1 (EU513352), Oep1LOX2 

(EU513353), OepUbq (AF429430.1), ubikitin (AF429430.1), GPDH (B2BGU9), β-

aktin (Q8GTL3) kullanıldı. Bunlardan tek kopyalı olan genler; LOX [207], DGAT 

[208], HPL [209], Oep2LOX2 [210] çok kopyalı genler; Oep1LOX2 [210], GPDH 

[211], ubikitin [212] β-aktin [213]. Elde edilen Ct değerlerine oranlayarak çizilen 

grafikler Şekil 3.15’te görülmektedir. 
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Şekil 3.15: OebGlu geninin anlık gösterimli PZR ile kopya sayısını belirten grafik 

Bu çalışma verilerine göre, OebGlu geninin Ct değerinin 1 kopya ile zeytin 

genomunda temsil edilen genler ile daha yakın olduğu sonucuna varılmıştır ve sonuç 

olarak OebGlu geninin zeytin genomu içerisinde 1 kopya ile temsil edildiği 

düşünülmektedir. 

3.1.2 OebGlu Geninin Fizyolojik Karakterizasyonuna Ait Bulgular 

3.1.2.1 Anlık Gösterimli PZR İle Dokusal Ekspresyon Seviyelerinin 

Gözlenmesi 

Farklı zeytin dokularından elde edilen cDNA’ ların kalıp olarak kullanılmasıyla 

3 tekrarlı olarak yapılan ve tablo 3.2’ de belirtilen primerler kullanılarak anlık 

gözterimli PZR ile dokular arası ekspresyon seviyeleri arasındaki farklılıklar şekil 3.16’ 

te belirlenmiştir. 
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Şekil 3.16: Farklı dokulara ait anlık gösterimli PZR grafiği 

Şekil 3.16’ te de belirtildiği gibi OebGlu, zeytin bitkisinin tüm dokularında ifade 

edilmektedir. Olgun meyvedeki ekspresyon seviyesi diğer dokulardaki seviyelerden 

oldukça fazladır. Çiçek oluşumunun meyveye dönmeye başladığı temmuz ayından 

olgun meyvenin toplanıp işlenmek için en uygun tarih olan aralık ayına kadar meyve 

oluşumu sırasında OebGlu geninin ekspresyon seviyesinin gözlenmesi için belirtilen 

tarihlerde toplanan meyve örneklerinden elde edilen cDNA’ lar kalıp olarak kullanılarak 

tablo 3.2’ de belirtilen primerlerle anlık gösterimli PZR yapılmıştır. 

 

 

Şekil 3.17: Farklı aylarda toplanan meyve örneklerinde OebGlu geninin ekspresyon 

seviyesinin gözlenmesi 
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OebGlu geni meyvenin en olgun hali olan kasım ve aralık aylarında ekspresyon 

seviyesinin diğer aylara oranla daha fazla olduğu şekil 3.17’ de belirtilmiştir. 

3.1.2.2 Zamansal Olarak OebGlu Geninin Ekspresyon Seviyesinin 

İncelenmesi 

OebGlu geninin zeytin ağacında gözlenen “var” yılı ve “yok” yılı üreme durumu 

açısından nasıl etkilendiği sorusunun cevaplandırmak amacıyla var yılı ve yok yılı 

durumlarında ağaçlardan alınan yaprak örneklerinden elde edilen cDNA’ lar kalıp 

olarak kullanılarak tablo 3.2’ de belirtilen primerlerle anlık gösterimli PZR yapılmış ve 

ekspresyon profili araştırılmıştır. 

OebGlu geninin ekspresyon profili açısından “var” yılına ait yapraklardan alınan 

örnekler arasında bir farklılık bulunmadığı Şekil 3.18’ de gösterilmiştir. 

 

Şekil 3.18: OebGlu geninin ‘‘var’’ yılına ait yapraklarda anlık gösterimli PZR grafiği 

OebGlu geninin ekspresyon profili açısından “yok” yılına ait yapraklardan 

alınan örnekler arasında bir farklılık bulunmadığı Şekil 3.19’ de gösterilmiştir. 
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Şekil 3.19: OebGlu geninin ‘‘yok’’ yılına ait yapraklarda anlık gösterimli PZR grafiği 

 

 

Şekil 3.20: "var" ve "yok" yıllarını beraber gösteren kopya sayısı grafiği 

OebGlu geninin “var” ve “yok” yıllarına ait bazı aylarda alınan örneklere ait 

kopya sayısı grafiği Şekil 3.20’ de belirtilmiştir. Kopya sayısı grafiği, genin periyodisite 

ile ilişkili olmadığı, fakat “var” yılına ait aylarda daha fazla sentezlendiği belirlenmiştir. 

3.1.2.3 Farklı Zeytin çeşitleri Arasında OebGlu Geninin Ekspresyon 

Profilinin Belirlenmesi 

Farklı zeytin çeşitlerinin OebGlu geninin ekspresyon profili açıısndan 

değerlendirilmesi amacıyla farklı çeşitlere ait kasım ayında toplanan meyve 

örneklerinden elde edilen cDNA kalıp olarak kullanılarak tablo 3.2’ de belirtilen 
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primerlerle anlık gösterimli PZR yapılmış ve ekspresyon profili araştırılmıştır ve şekil 

3.21’ da gösterilmiştir.  

 

Şekil 3.21: OebGlu geninin farklı zeytin çeşitleri arasındaki ekspresyon profilinin anlık 

gösterimli PZR grafiği 

OebGlu geninin şekil 3.21’ de belirtilen çeşitler arası ekspresyon profiline göre, 

OebGlu geninin en çok “Gemlik” çeşidinde ifade edildiği belirlenmiştir. 

3.1.3 OebGlu Geninin Biyokimyasal Karakterizasyonu 

3.1.3.1 OebGlu Proteininin Pichia pastoris’ te Klonlama Çalışmaları 

OebGlu geninin protein ekspresyonun belirlenmesi için çalışmalar 3 farklı 

vektör sistemi kullanıldı. İlk olarak Pichia pastoris sistemi kullanıldı, ikinci olarak 

pet21a vektöründe denendi ve en son olarak pLATE51 vektörü kullanılarak sonuç elde 

edildi. Tüm ekspresyon çalışmalarında Tablo 3.4’te görülen primerler kullanıldı ve 

materyal metot bölümünde anlatıldığı gibi uygun restriksiyon enzimlerinin kesim 

bölgelerini içeren primerler ile cDNA kalıbından dehidrin insertü çoğaltıldı. Daha sonra 

uygun restriksiyon enzimleri ile vektör ve OebGlu insertünün kesilip ligasyon yapılarak 

kompetan hücreye transformasyonu gerçekleştirildi.  
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Tablo 3.4: OEBGLU geninin klonlama çalışmalarında kullanılan primerler 

PRİMERİN ADI PRİMERİN DİZİSİ Amacı 

OebGlucla1F:  5’ CA GCC AAA TCG ATC 

AAA GAA AGG ATC AAA 

CGC 3’ 

 

 

Pichia pastoris’ te 

ekspresyon 

OebGlunot1R 5’ C AAG GAA GCG GCC GCT 

TCA TAA GCT AAA CTA G 3’ 

 
 

Pichia pastoris’ te 

ekspresyon 

Şekil 2.3’de görüldüğü gibi pPICZαC vektörüne klonlamak için Cla1 I ve Not I 

restriksiyon kesim bölgelerini içeren primerler ile Şekil 3.22’de görüldüğü gibi PZR 

yapıldı ve aracı vektör olan pblueScript Prep SK (+) vektörüne (şekil 2.1) klonlamak 

için jelden geri kazanılarak miktar tayini yapıldı. 

 

Şekil 3.22: OebGlu geninin pPICZalfaC vektörüne klonlanmak amacıyla 

amplifikasyonu 

Şekil 3.22’ de gözlendiği gibi, OebGlu geni 1690 bp uzunluğunda bir cDNA’ ya 

sahiptir ve başarılı bir şekilde çoğaltılmıştır. Alt klonlama çalışmaları Stratagene PCR 

Script Cloning Kit (Kat. No: 211188) kullanılarak pBlueScript SK+ vektörüne 

yapılmıştır. 

3.1.3.1.1 Koloni PZR İle Rekombinant Kolonilerin Belirlenmesi 

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

Prep SK (+) vektörüne klonlanan OebGlu geni, oluşan kolonilerden rekombinant olanların 

1   2   3   4   5   6   7   8   9   10    11   12 
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tespiti için tablo 3.4’ te belirtilen amplifikasyon primerleri ile taranmıştır. 

 

Şekil 3.23: Koloni taraması sonucu taranan 16 koloniye ait numaralandırılmış PZR 

görüntüsü, Marker, GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder # 1331 (Fermentas, 

Vilnius, Lithuania) 

Şekil 3.23’ te belirtilern koloni taraması sonucunda, 13 nolu kolonide OebGlu 

geninin konlandığı anlaşılmaktadır. 

Rekombinant olduğu düşünülen 13 nolu koloniden plazmid izole edildi ve Cla1 

ve Not1 enzimleri ile kesildi. 

 

Şekil 3.24: Rekombinant plazmidin Cla1 ve Not 1 restriksiyon enzimleri ile 

kesim sonucu agaroz jel elektroforezi görüntüsü: Marker, GeneRuler 1 kb Plus 

DNA Ladder # 1331 (Fermentas, Vilnius, Lithuania) 

Şekil 3.24’ te restriksiyon enzimleri ile kesildikten sonra 1689 bp uzunluğunda 

bant görmemiz bize klonlama işleminin başarıyla gerçekleştiğini göstermektedir. 

https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CC0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.genetimes.hk%2Fgmall%2Findex.php%3Froute%3Dproduct%2Fproduct%26product_id%3D9035&ei=kiIWUs-EEceQhQeg34DoDg&usg=AFQjCNEgNNAJWRAeEmvse-3N5TK1LiTnXw&sig2=03gL7GIrpcfpTRQEIcvvlQ&bvm=bv.51156542,d.ZG4
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CC0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.genetimes.hk%2Fgmall%2Findex.php%3Froute%3Dproduct%2Fproduct%26product_id%3D9035&ei=kiIWUs-EEceQhQeg34DoDg&usg=AFQjCNEgNNAJWRAeEmvse-3N5TK1LiTnXw&sig2=03gL7GIrpcfpTRQEIcvvlQ&bvm=bv.51156542,d.ZG4
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CC0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.genetimes.hk%2Fgmall%2Findex.php%3Froute%3Dproduct%2Fproduct%26product_id%3D9035&ei=kiIWUs-EEceQhQeg34DoDg&usg=AFQjCNEgNNAJWRAeEmvse-3N5TK1LiTnXw&sig2=03gL7GIrpcfpTRQEIcvvlQ&bvm=bv.51156542,d.ZG4
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Örnek, pPICZalfaC vektörüne klonlama çalışmaları için GenScript, A.B.D. 

firmasına gönderilmiştir.  

Ticari olarak pPICZalfaC vektörüne klonlanan OebGlu geni, E. coli Dh10b 

suşuna transforme edildi ve bölüm 2.2.1.5’ te belirtildiği gibi büyük ölçekli plasmid 

izolasyonu yapıldı. 

Miktar tayini sonucu plazmidin ˜500-600 ng / µL olduğu belirlenmiştir. Miktarı 

belirlendikten OebGlu geninin klonlandığı pPICZalfaC plazmidi Pme1 enzimi ile lineer 

hale getirildi ve lineer hale getirilen plazmid etanol ile çöktürülüp temizlenerek 

transformasyondan önce tekrar miktarı kontrol edilmek amacıyla şekil 3.25’ te 

belirtildiği gibi %0,8’ lika garoz jelde yürütüldü. 

 

 

Şekil 3.25: Pme1 restriksiyon enzimi ile lineer hale getirilen OebGlu +pPICZalfaC 

vektörü 

Miktar tayini sonucu transforme edilecek linner plazmidin miktarının, ˜750 ng / 

µL olduğu belirlenmiştir. 

3.1.3.1.2 Pichia pastoris’ te İfade Edilen OebGlu Proteinine Ait Bulgular 

Pichia pastoris’te methanol ile indüklenerek ifade edilen medyuma salınan 

OebGlu proteini, pNPGlu substratına karşı gösterdiği en yüksek aktivitenin hangi 

kolonide olduğunun ölçümü için oluşan kolonilerden taranan 11 koloni, ve boş 
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pPICZalfaC vektörünün klonlandığı örnek, kör olarak kullanılan kontrol kolonisine ait 

protein örnekleri spektrofotometrik olarak aktivite tayinine tabi tutulmuştur. Sonuç 

olarak tablo 3.5’ te de belirtildiği gibi kör ile rekombinant protein aktivitesi arasında 

spektrofotometrik bir fark bulunamamıştır. 

Tablo 3.5: OebGlu proteininin aktivite ölçümüne ait veriler 

 Örnek Adı 

Kör 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

OD 405 

Değeri 
0,167 0,103 0,121 0,104 0,089 0,1 0,088 0,088 0,079 0,143 0,118 0,198 

 

Proteinin üretilip fakat aktif bir protein olmaması durumunun kontrolü amacıyla 

protein numuneleri ile SDS-PAGE elektroforezi yapıldı. OebGlu proteini ile boş 

vektörü içeren kontrol grubu arasında SDS-PAGE elektroforezinde de bir fark 

bulunamadığı şekil 3.26’ da belirtilmiştir. 

  

Şekil 3.26: Pichia pastoris’te ifade edilen OebGlu proteininin SDS-PAGE görüntüsü, 

M: Markır Fermentas Thermo Scientific Unstained Protein Molecular Weight Marker , 

(Fermentas, Lithuania) 

Sonuç olarak OebGlu proteininin Pichia pastoris’te ifade edilemediği kanaatine 

varıldı. 

 

M,   pPICZalfaC, OebGlu 
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3.1.3.2 OebGlu proteininin Escherichia coli’ de ifade edilmesi İle İlgili 

Bulgular 

3.1.3.2.1 pET21a Vektörü Kullanılarak Yapılan Çalışmalara Ait Bulgular 

PZR™8/GW/TOPO® TA Cloning® Kit (İnvitrogen,Kat.No: s K2500-20) 

dahilinde bulunan PZR™8/GW/TOPO® TA vektörüne klonlama yapılabilmesi için 

OebGlu, tablo 3.6’ da belirtilen primerler ile PZR yapıldı.  

Tablo 3.6: pET21a vektörüne klonlamaamaçlı kullanılan primerler 

Primer Adı Dizisi Tm 

OEBGLU ECOR1F  GAGCACCGAATTCTGCAATGGATATCCCAAGC 
 

55 ◦C 

OEBGLU HindIIIR GAAGCACTAGTTTCGAAAGCTAAACTAGGTGC 
 

55 ◦C 

Sonuç olarak şekil 3.27’ de belirtildiği gibi istenilen uzunluktaki PZR bandı 

başarıyla çoğaltılmıştır. 

 

Şekil 3.257: OebGlu PZR jel görüntüsü, Markır: Marker, GeneRuler 1 kb Plus DNA 

Ladder # 1331 (Fermentas, Vilnius, Lithuania) 

PZR™8/GW/TOPO® TA vektörüne yapılan klonlama sonucu oluşan 

kolonilerden PZR ile rekombinant koloniler tarandı. Şekil 3.28’ de pozitif kolonilerde 

OebGlu geni uızunluğunda PZR bandı görülmektedir. 

https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CC0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.genetimes.hk%2Fgmall%2Findex.php%3Froute%3Dproduct%2Fproduct%26product_id%3D9035&ei=kiIWUs-EEceQhQeg34DoDg&usg=AFQjCNEgNNAJWRAeEmvse-3N5TK1LiTnXw&sig2=03gL7GIrpcfpTRQEIcvvlQ&bvm=bv.51156542,d.ZG4
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CC0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.genetimes.hk%2Fgmall%2Findex.php%3Froute%3Dproduct%2Fproduct%26product_id%3D9035&ei=kiIWUs-EEceQhQeg34DoDg&usg=AFQjCNEgNNAJWRAeEmvse-3N5TK1LiTnXw&sig2=03gL7GIrpcfpTRQEIcvvlQ&bvm=bv.51156542,d.ZG4
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Şekil 3.268: Rekombinant kolonilerin belirlenmesi amcıyla yapılan 9 adet koloniye ait 

koloni PZR jel görüntüsü, M: Markır GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder # 1331 

(Fermentas, Vilnius, Lithuania), 1-9 sırayla taranan koloni numaraları 

Şekil 3.29’ da belirtilen pozitif kolonilerden plazmid izole edilerek EcoR1 ve 

HindIII restriksiyon bölgelerine sahip OebGlu geni, aynı enzimlerle kesilerek pET21a 

vektörüne klonlamak için hazır uçlar elde edildi. Kesimin kontrolü olarak halkasal 

plazmid en son sırada jele yüklendi. 

 

Şekil 3.279: Rekombinant Topo TA plazmidinin EcoR1 ve HindIII enzimleriyle 

kestikten sonraki restriksiyon jel görüntüsü, M: Markır GeneRuler 1 kb Plus DNA 

Ladder # 1331 (Fermentas, Vilnius, Lithuania), 1-10 sırayla kesilen aynı plazmide ait 

örnekler, 11: Kontrol olarak kullanılan halkasal plazmid 

OebGlu geninin kesiminin yapıldığı EcoR1 ve HindIII restriksiyon enzimleri ile 

halkasal pET21a vektörü de kesilerek ligasyon için uygun restriksiyon uçları 

oluşturuldu. Kesimin kontrolü olarak halkasal plazmid en son sırada jele yüklendi.  

1500 bp 

M,      1,         2,        3,        4,         5,       6,         7,        8,        9 

M,       1,         2,       3,       4,         5,       6,       7,       8,       9,      10,    11 

M,         1,         2,           3,         4,          5,         6,         7,             8,          9    

https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CC0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.genetimes.hk%2Fgmall%2Findex.php%3Froute%3Dproduct%2Fproduct%26product_id%3D9035&ei=kiIWUs-EEceQhQeg34DoDg&usg=AFQjCNEgNNAJWRAeEmvse-3N5TK1LiTnXw&sig2=03gL7GIrpcfpTRQEIcvvlQ&bvm=bv.51156542,d.ZG4
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CC0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.genetimes.hk%2Fgmall%2Findex.php%3Froute%3Dproduct%2Fproduct%26product_id%3D9035&ei=kiIWUs-EEceQhQeg34DoDg&usg=AFQjCNEgNNAJWRAeEmvse-3N5TK1LiTnXw&sig2=03gL7GIrpcfpTRQEIcvvlQ&bvm=bv.51156542,d.ZG4
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CC0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.genetimes.hk%2Fgmall%2Findex.php%3Froute%3Dproduct%2Fproduct%26product_id%3D9035&ei=kiIWUs-EEceQhQeg34DoDg&usg=AFQjCNEgNNAJWRAeEmvse-3N5TK1LiTnXw&sig2=03gL7GIrpcfpTRQEIcvvlQ&bvm=bv.51156542,d.ZG4
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Şekil 3.30: pET21a vektörünün EcoR1 ve HindIII restriksiyon enzimleri ile kesimine 

ait jel görüntüsü, M: Markır GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder # 1331 (Fermentas, 

Vilnius, Lithuania), 1-8 sırayla kesilen aynı plazmide ait örnekler, 11: Kontrol olarak 

kullanılan halkasal plazmid 

Şekil 3.30’ da görüldüğü gibi halkasal vektör çift bant olarak görülürken kesilen 

pET21a vektörü tek bant olarak görülmektedir. Aynı zamanda halkasla plazmid ile 

lineer plazmidler arasında elektroforezdeki hızlarından dolayı uzunluk farkı varmış gibi 

de görülmektedir. Bu durumda restriksiyonun başarılı bir biçimde gerçekleştiği 

düşünülüp, kesllen ürünlerin jelden geri kazanılması işlemi gerçekleştirilmiştir. 

Qiagen Jel prüfikasyon kiti ile jelden geri kazanılan EcoR1 ve HindII enzimleri 

ile kesilen OebGlu ve Pet21a, miktar tayini için 1 µl örnek kullanılarak Şekil 3.31’ de 

belirtildiği gibi % 0,8’ lik agaroz jelde yürütüldü.  

 

 

https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CC0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.genetimes.hk%2Fgmall%2Findex.php%3Froute%3Dproduct%2Fproduct%26product_id%3D9035&ei=kiIWUs-EEceQhQeg34DoDg&usg=AFQjCNEgNNAJWRAeEmvse-3N5TK1LiTnXw&sig2=03gL7GIrpcfpTRQEIcvvlQ&bvm=bv.51156542,d.ZG4
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Şekil 3.281: Restriksiyon enzimleri ile kesilen OebGlu ve pET21a' nın miktar tayini jel 

fotoğrafı, M Markır GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder # 1331 (Fermentas, 

Vilnius, Lithuania), 1: Kesilen ve saflaştırılmış OebGlu, 2: Kesilen ve saflaştırılmış 

pET21a vektörü 

Sonuç olarak jelden geri kazanılan OebGlu için ≈ 70 ng / µl, pET21a için ≈ 40-

50 ng / µl olduğu belirlendi. 

Farklı koşullarda bir çok ligasyon ve transformasyon denemesi yapılmasına 

rağmen transformasyon sonucu elde edilen koloniler koloni PZR ile taranmış, fakat 

klonlamanın başarısız olduğu gözlenmiştir. 

3.1.3.2.2 pLATE51 Vektörü Kullanılarak Yapılan Çalışmalara Ait 

Bulgular 

pET21a vektörü kullanılarak yapılan klonlama çalışmalarında başarılı 

olunmadığı için toksik genlere ve plasmid kararsızlığı gibi durumlar için özelleşti,rilmiş 

pLATE51 ekspresyon vektörüne yapılacak klonlama çalışmalarında kullanılan primerler 

tablo 3.7’ de belirtilmiştir. 

 

 

 

M      1       2

  

https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CC0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.genetimes.hk%2Fgmall%2Findex.php%3Froute%3Dproduct%2Fproduct%26product_id%3D9035&ei=kiIWUs-EEceQhQeg34DoDg&usg=AFQjCNEgNNAJWRAeEmvse-3N5TK1LiTnXw&sig2=03gL7GIrpcfpTRQEIcvvlQ&bvm=bv.51156542,d.ZG4
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Tablo 3.7: pLATE51 vektörüne yapılacak klonlama çalışmalarında kullanılan primerler 

 

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

reaksiyonuna ait agaroz jel görüntüsü şekil 3.32’ de belirtilmiştir. 

 

Şekil 3.292: OebGlu genini pLATE51 vektörüne klonlama amacı ile yapılan PZR' a ait 

jel elektroforezi görüntüsü, M: Markır GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder # 1331 

(Fermentas, Vilnius, Lithuania) 

PZR sonucu elde edilen bantlar jelden geri kazanılarak saflaştırıldı. Miktar tayini 

sonucu elde edilen ürünün, 75-80 ng / µL olduğu belirlenmiştir. Ligasyon için 7 µL 

PZR ürünü, 1 µL taq polimeraz enzimi, 1 µL ligasyon tamponu ile 5 dakika oda 

sıcaklığında inkübe edildikten sonra, 0,6 µL EDTA ilave edildi. 1 µL PLATE51 vektörü 

eklendi ve 40 dakika oda sıcaklığında inkübe edildikten sonra 5 µL ligasyon ürünü 

Dh10b kompetan hücrelerine transforme edildi. Bir gece 37 ◦C’ de iknübasyondan sonra 

elde edilen kolonilerden, tablo 3.7’ de belirtilen LIC Forward Sequencing primer ve 

LIC Reverse Sequencing primer ile koloni taraması yapıldı. Koloni PZR sonucu 

PRİMERİN ADI PRİMER DİZİSİ 

OEBGLU F 5’ GGTGATGATGATGACAAGATGGATATCCAAAGCAACGTCCTGACG 3’ 

OEBGLU R 5’ GGAGATGGGAAGTCATTAGGTGCTGCCTCTAAGCCTTTTACGAGC 3’ 

LIC Forward 

Sequencing primer, 

5' TAATACGACTCACTATAGGG 3' 

LIC Reverse 

Sequencing primer  

5' GAGCGGATAACAATTTCACACAGG 3' 

OebGlu PZR,   M     

https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CC0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.genetimes.hk%2Fgmall%2Findex.php%3Froute%3Dproduct%2Fproduct%26product_id%3D9035&ei=kiIWUs-EEceQhQeg34DoDg&usg=AFQjCNEgNNAJWRAeEmvse-3N5TK1LiTnXw&sig2=03gL7GIrpcfpTRQEIcvvlQ&bvm=bv.51156542,d.ZG4
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rekombinant kolonilerden OebGlu genine ait1689 bp ve vektöre ait 266 bp olmak üzere 

toplam ~2000 bp uzunluğunda PZR bandı olması beklendi. Şekil 3.33’ te belirtilen jel 

elektroforezi görüntüsünde; M: Markır, taranan 10 adet koloniye ait PZR ürünleri ise 

sırayla yüklenmiştir. 2, 5, 6 ve 7 numaralı kolonilerin Rekombinant olduğu 

düşünülmektedir. 

 

Şekil 3.303: Rekombinant kolonilerin belirlenmesi için yapılan koloni taramasına ait jel 

elektroforezi görüntüsü, M: Markır GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder # 1331 

(Fermentas, Vilnius, Lithuania) 

3.1.3.3 OebGlu Proteininin Karakterizasyon Çalışmaları 

 OebGlu geni pLATE51 vektörüne klonlanıp E. coli’ de ifade edilmesiyle protein 

karakterizasyonu çalışmalarına devam edildi. İfade edilen rekombinant proteinin varlığı 

SDS-PAGE elektroforezi ile görüntülenmek istendi. Şekil 3.34’ te belirtilen protein 

örnekleri eşit yükleme yapıldı. 

 

M              1               2            3               4            5                 6             7               8         9 10 

https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CC0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.genetimes.hk%2Fgmall%2Findex.php%3Froute%3Dproduct%2Fproduct%26product_id%3D9035&ei=kiIWUs-EEceQhQeg34DoDg&usg=AFQjCNEgNNAJWRAeEmvse-3N5TK1LiTnXw&sig2=03gL7GIrpcfpTRQEIcvvlQ&bvm=bv.51156542,d.ZG4
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Şekil 3.314: Rekombinant OebGlu proteininin ifadesine ait SDS-PAGE jel elektroforezi 

görüntüsü, M:Markır Fermentas Thermo Scientific Unstained Protein Molecular Weight 

Marker , (Fermentas, Lithuania),1:İndüklenmemiş OebGlu+pLATE 51, 2: 1saat 

indüklenmiş OebGlu+pLATE 51, 3: 3 saat indüklenmiş OebGlu+pLATE 51 ham 

ekstrakt, 4: 3 saat indüklenmiş OebGlu+pLATE 51 protamin sülfat sonrası süpernatant, 

5: 3 saat indüklenmiş OebGlu+pLATE 51 pellet, 6: İndüklenmemiş kontrol plazmit, 7: 

1saat indüklenmiş kontrol plazmit, 8: 3 saat indüklenmiş kontrol plazmit 51 protamin 

sülfat sonrası süpernatant 

Sonuç olarak OebGlu’ nin ekspresyonu tam olarak ispatlanamamıştır. Proteinin 

varlığının ispatlanması amacıyla Şekil 3.35’ te belirtildiği gibi  western blot yapıldı. 

 

 

  
Şekil 3.325: Rekombinant OebGlu proteine ait Western blot analizi, M: Markır 

PageRuler™ Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Fermentas, Lithuania),1: 

İndüklenmemiş control, 2: OebGlu 

M     1            2          3           4       5    6    7   8

   

     M          1              2 

100 kDa 

70 kDa 

55 kDa ~67 kDa 
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Sonuç olarak OebGlu proteini, his-tag antikoruna affinite göstermiş ve ifade 

edildiği ispatlanmıştır. 

3.1.3.3.1 OebGlu Enziminin Saflaştırılması 

Ni-NTA affinite yöntemi ile Ni-NTA Spin Kit Qiagen, Almanya kullanılarak 

OebGlu enzimi saflaştırılmış, aktivite ölçümleri ve diğer biyokimyasal deneyler saf 

enzim üzerinden yapılmıştır. Şekil 3.36’ de saflaştırılmış OebGlu proteininin SDS 

PAGE jel elektroforezi görüntüsü bulunmaktadır. Örnekler sırayla;  

 

 

Şekil 3.36: Saflaştırılmış OebGlu enziminin SDS PAGE jel elektroforezi görüntüsü, M; 

PageRuler Plus Prestained Protein Markır (10–260 kDa) Fermentas, 1; ham ekstrakt, 2; 

saflaştırılmış rekombinant OebGlu protein olacak şekilde yüklenmiştir. 

Sonuç olarak OebGlu proteininin etkin bir şekilde saflaştırıldığı, ve yaklaşık 67 

kDA moleküler ağırlığa sahip olduğu SDS PAGE elektroforezi sonucu kanıtlanmıştır. 

 

100 kDa 

70 kDa 

55 kDa 

~67 kDa 

M    1          2 
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3.1.3.3.2 OebGlu Enziminin Aktivite Ölçümüne Ait Veriler 

OebGlu enzimi, ticari olarak bulunan substratlar ile pNPGlu substratına karşı 

gösterdiği rölatif aktiviteye ait veriler tablo 3.8’ de belirtilmiştir. 

 

Tablo 3.8: OebGlu enziminin rölatif aktivitesi 

Substrat Relative Aktivite (%) 

pNPGlu 

 

100 

pNPGal 

 

22,5 

oNPGlu 

 

19,5 

oNPGal 

 

20,7 

 

Şekil 3.37’ de OebGlu enziminin 4-MUG substratına karşı ilgisine ait UV ışığı 

altında incelenen native jel görüntüsü belirtilmiş, sonuç olarak rekombinant OebGlu 

enziminin 4-MUG substratına karşı ilgisinin olduğu belirlenmiştir. 

 

Şekil 3.337: OebGlu enziminin 4-MUG substratına karşı aktivitesi 

- 

+ 
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3.1.3.3.3 OebGlu Enziminin Optimum Sıcaklık ve pH değerlerinin 

Belirlenmesine Ait Bulgular 

Sonuç olarak, OebGlu enzimi, en yüksek aktiviteyi pNPGlu substratına karşı 

göstermiştir. En yüksek ilgi duyduğu substrat belirlendikten sonra optimum sıcaklık 

(şekil 3.38) ve pH (şekil 3.39) değerlerinin belirlenmesi için pNPGlu substratı 

kullanıldı. Optimum sıcaklık belirlenmesi için enzim ve substrat p-NPG solusyonu 

karışımı 25–65
◦
C’ de 30 dakika muamele edildi ve reaksiyon 0.5 M NaCO3 ile 

durdurularak 410 nm’ de OD değeri gözlendi. Zeytin beta glukozidaz enzimi üzerine pH 

etkisini araştırmak için 25mM NaAc buffer (3.0–5.8), Sitrat-fosfat buffer (3.0–7.0) ve 

fosfat (6.0–8.5) bufferları kullanılmıştır. 

 

 

Şekil 3.348: OebGlu enzimine ait optimum sıcaklık grafiği 
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Şekil 3.39: OebGlu enzimine ait optimum pH grafiği 

 

Şekil 3.38’ de belirtilen optimum sıcaklık grafiğine göre, OebGlu enzimi en 

yüksek aktiviteyi 37 °C sıcaklıkta, şekil 3.39’ da belirtilen optimum pH grafiğine göre 

ise en yüksek aktiviteyi pH: 8.0’ da göstermektedir. 

3.1.3.3.4 OebGlu Enziminin Amonyum Sülfat Çöktürmesine Ait Veriler 

OebGlu enzimi, amonyum sülfat çöktürmesi % aralığı belirlenmesi için 

uygulanan amonyum sülfat çöktürmesi sonucu, OebGlu proteini tablo 3.9’ da da 

belirtildiği gibi %30-70 aralığında çökmektedir. 
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Tablo 3.9: OebGlu enziminin amonyum sülfat çöktürmesine ait değerler 

Amonyum 
sülfat 
çöktürme 
% aralığı 

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 
miktarı 
 

 

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 Değerlerinin Hesaplanmasına 

Ait Bulgular 

OebGlu enziminin Km ve Vmax değerleri şekil 3.40’ ta belirtilen grafik 

denklemi esas alınarak hesaplanmıştır.  

 

Şekil 3.40: OebGlu enziminin Vmax değerini gösteren grafik 

OebGlu enziminin Km ve Vmax değerlerinin belrilenmesi amacıyla kullanılan 

substrat ve enzim çözeltisinin hacimleri tablo 3.10’ da belirtilmiştir.  

 

 

 

 

 

 

 

y = 0.2036x + 0.0396 
R² = 0.9989 

-3.5 
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Tablo 3.10: OebGlu enziminin pNPG substratı kullanılarak, Km ve Vmax değerlerinin 

tespitinde kullanılan çözeltilerin hacimleri, aktivite, 1/V ve 1/[S] 

 

Sonuç olarak OebGlu enziminin Vmax değeri: 25.25 EU, Km değeri ise 5.14 

mM olarak belirlendi. 

3.1.3.3.6 OebGlu Enziminin İnhibitör ve Aktivatörlerinin Tayini ve IC50 

Değerlerine Ait Bulgular 

Yapılan literatür taraması sonucu OebGlu enzim aktivitesini aktive ya da inhibe 

edebilecek maddeler belirlendi. İnhibitörler için IC50 değerleri hesaplandı. Glukoz ve δ-

glukanolakton beta glukozidaz enzimlerinin genel inhibitörleri oldukları için bu 

maddelerin inhibisyona etkisi pNPGlu substratı kullanılarak incelendi. Ayrıca farklı 

metallerin OebGlu enzimi üzerine etkisi araştırıldı. Tablo 3.11’ de Zeytin β glukozidaz 

enzimi üzerinde inhibisyon etkisi araştırılan maddelerin IC50 değerlerinin bulunmasında 

kullanılan çözelti miktarları ve bunlara karşılık gelen substrat, inhibitör 

konsantrasyonları ile elde edilen veriler belirtilmiştir. 

50 mM 

NaAc 

Tamponu 

(µL) 

Enzim 

çözeltisinin 

Hacmi (µL) 

Substat 

çözeltisinin 

Hacmi (µL) 

Kuyudaki 

toplam 

hacim 

(µL) 

Kuyudaki 

substrat 

kons. [S] 

(mM) 

∆A  

(405 

nm) 

Aktivite 

(U/ml 

dak) 

1/V*10-4 1/[S] 

65  

 

 

 

 

 

 

70 

 

5 

 

 

 

 

 

 

 

140 

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 
0.714286 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  
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Tablo 3.11: Zeytin β glukozidaz enzimi üzerinde inhibisyon etkisi araştırılan 

maddelerin IC50 değerlerinin bulunmasında kullanılan çözelti miktarları ve bunlara 

karşılık gelen substrat, inhibitör konsantrasyonları ile elde edilen sonuçlar.  

 

 

 

. 

50 mM 

NaAc 

Tamponu 

(µL) 

İnhibitör Enzim 

çözeltisinin 

Hacmi (µL) 

Substat 

çözeltisinin 

Hacmi (µL) 

İnhibitör 

çözeltisinin 

Hacmi (µL) 

Kuyudaki 

inhibitör 

kons. [I] 

(mM) 

∆A 

(405 

nm) 

Aktivite 

(U/ml dak) 

% Aktivite 

60  

 

0,05 M 

MgCl2 

 

 

70 

 

 

70 

- 0 0,095 1.977444 99.99998 

50 10 0.0025 0,091 1.877193 94.93027 

40 20 0.005 0,089 1.827068 92.39542 

30 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  

 

0,05 M 

MnCl2 

 
 

70 

 
 

70 

- 0 0,094 1.952381 100 

50 10 0.0025 0,298 7.065163 361.8742 

40 20 0.005 0,389 9.345865 478.6906 

30 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  
 

0,005 M 

CuCl2 

 
 

70 

 
 

70 

- 0 0,102 2.553885 99.99999 

50 10 0.00025 0,114 2.253133 88.22374 

40 20 0.0005 0,106 2.052632 80.37291 

30 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  

 

0,05 M 
Fe2Cl3 

 

 

70 

 

 

70 

- 0 0,104 2.203008 99.99998 

50 10 0.0025 0,244 5.711779 259.2718 

40 20 0.005 0,282 6.66416 302.5028 

30 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  

 

0,05 M 

CdCl2 

 
 

70 

 
 

70 

- 0 0,092 1.902256 99.99998 

50 10 0.0025 0,089 1.827068 96.04741 

40 20 0.005 0,079 1.576441 82.87218 

30 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 44.66402 

- 60 0.015 0,044 0.699248 36.75889 

60  
 

0,005 M 

Ni2NO3 

 
 

70 

 
 

70 

- 0 0,105 2.22807 100 

50 10 0.00025 0,101 2.12782 95.50057 

40 20 0.0005 0,098 2.052632 92.12599 

30 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  

 

0,005 M 
Zn2NO3 

 

 

70 

 

 

70 

- 0 0,094 1.952381 100 

50 10 0.00025 0,090 1.85213 94.86521 

40 20 0.0005 0,079 1.576441 80.74454 

30 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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Farklı metallerin rekombinant OebGlu ve total OebGluenzim aktivitesi üzerine 

etkisi karşılaştırılmalı olarak şekil 3.41’ de belirtilmiştir. Bu çalışma kapsamında daha 

once Kara ve arkadaşları [126] tarafından saflaştırılan total zeytin beta glukozidaz 

enzimi üzerinde etkisi araştırlımış farklı inhibitör ve metaller ile kıyaslama yapılmış, 

ayrıca farklı metallerin enzim aktivitesi üzerine etkileri de araştırılmıştır. Sonuç olarak 

demir ve manganın rekombinant OebGlu enzim aktivitesini arttırdığı tespit edilmiştir. 

Enzimin bilinen genel inhibitörlerinden çalışma kapsamında IC50 değerleri ve etkisi 

araştırılan δ-glukanolakton ve glukoza ilaveten test edilen farklı metallerden MgCl2, 

MnCl2, CuCl2, CdCl2, Ni2NO3 ve ZnNO3’ ün de enzim aktivitesini inhibe ettikleri tespit 

edilmiş ve IC50 değerleri belirlenmiştir (Şekil 3.41). IC50 değerlerinin belirlenmesinde 

kullanılan denklemler tablo 3.12’ de belirtilmiştir. 

 

Şekil 3.41: Farklı metallerin OebGlu enzim aktivitesi üzerine etkisini ve IC50 

değerlerinin bulunmasında kullanılan grafikler 

OebGlu enzim aktivitesi üzerine etkisinin araştırılan maddeler  için kullanılan  

grafikler tablo 3.12’ de detaylı olarak belirtilmiştir. 
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Tablo 3.12: OebGlu enzim aktivitesi üzerine etkisinin araştırılan maddeler için 

kullanılan  grafikler 

IC50 değerleri araştırılan madde Elde edilen grafik 

0,01 M δ-glukanolakton y = -10.38x2 + 7.49x + 100.28 

R² = 0.98  

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

R² = 0.9757  

0,05 M MgCl2 y = -0.1811x2 - 2.0822x + 101.36 

R² = 0.9751  

0,05 M MnCl2 y = 77.407x + 109.03 

R² = 0.9857  

0,005 M CuCl2 y = -42.058x + 99.579 

R² = 0.9783  

0,05 M Fe2Cl3 y = -1.8202x2 + 41.508x + 127.71 

R² = 0.9341  

 
0,05 M CdCl2 

y = -4.5549x + 102.35 

R² = 0.9706  

0,005 M Ni2NO3 y = -41.62x + 106.47 

R² = 0.9484  

0,005 M Zn2NO3 y = -52.815x + 104.22 

R² = 0.9842  

 

3.2 Zeytin Metallotionein Genine (OeMT2) Ait Bulgular 

3.2.1 OeMT2 Geninin Moleküler Karakterizasyonuna Ait Bulgular 

3.2.1.1 OeMT2 Geninin Biyoinformatik Analizi 

cDNA dizisi Dündar ve arkadaşları [167] tarafından elde edilen zeytin bitkisine 

ait metalotionein geni dizisi, biyoinformatik ve moleküler analizler sonucu tip II 

metalotionein proteinini kodladığı belirlenmiştir ve OeMT2 olarak isimlendirilmiştir.  

OeMT2 genine ve proteinine ait Bioedit [194] biyoinformatik aracı yardımıyla 

hazırlanan nükleotid ve aminoasit kompszisyonları şekil 3.42 ve 3.43’ te belirtilmiştir. 
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Şekil 3.42: OeMT2 geninin nükleotid kompozisyonu 

Şekil 3.42’ de belirtilen nükleotid kompozisyonuna göre; OeMT2 geninin A+T 

oranının %49,6, G+C oranının ise %50,4 olduğu belirlenmiştir. Ayrıca bu genin çift 

zincirli halinin moleküler ağırlığının da 153243 dalton olduğu tespit edilmiştir. 

 

Şekil 3.43: OeMT2 geninin ait aminoasit kompozisyonu 

Şekil 3.43’ te belirtilen aminoasit kompozisyonu ise OeMT2 proteininin de 

metallotionein proteinlerinin karakteristik özelliği olan sistein rezidüleri açısndan 
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zengin olduğunu göstermektedir. Ayrıca apolar bir aminoasit olan glisin rezidüleri de 

diğer aminoasit rezidülerine oranla fazla miktarda bulunmaktadır.  

Şekil 3.44’ de TargetP [214] programı ile OeMT2 proteininin hücre içerisindeki 

lokalizasyonunun belirlenmesi gösterilmektedir. 

 

Şekil 3.44: TargetP programı ile OeMT2' nin lokalizasyonunun belirlenmesi [214] 

Buna gore; OeMT2 proteini plastidlerde ya da mitekondride bulunmamakta, 

yüksek oranda sitosolde bulunmaktadır. 

Proteine ait üç boyutlu yapı I-Tasser program ile elde edildi [203]. Yapılan 

polimorfizm çalışmasında, OeMT2 protein polimorfizmi açısından zeytin çeşitleri 

arasdında üç temel grup oluşturdu. Bufarkın incelenmesi için bu farklı gruplara ait 

çeşitlerden  her birinin üç boyutlu yapısı şekil 3.45’ te de belirtildiği gibi belirlendi. 

 

Şekil 3.355: I-Tasser programı ile oluşturulan OeMT proteininine ait üç boyutlu yapısı 

[203] 
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 Uslu, Gordales ve Negral çeşitlerinden oluşan Uslu grubunda 3 adet β-

tabakası, 1 α-heliks ve 2 disülfit bağı, Cormona grubunda (tek çeşit) 1 β-tabakası, 3 α-

heliks ve 2 disulfit bağı ve Ayvalık grunda ise (çalışılan çeşitlerin diğerleri), 2 β-

tabakası, 1 α-heliks ve 4 disulfit bağı bulundurmaktadır.  

Şekil 3.46’ da belirtilen SOSUI sinyal peptid analizine gore, OeMT2 proteini 

sinyal peptid içermemekle birlikte soluble bir proteindir [201]. 

 

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

3.2.1.2 OeMT2 Geninin İntronunun Belirlenmesi 

OeMT2 geninin intronunun belirlenemsi amacıyla kullanılan primerler tablo 

3.13’ de belirtilmiştir. 

Tablo 3.13: OeMT2 deneylerinde kullanılan primerler ve kullanım amaçları 

Primer Adı  
 

Tm Primer Dizisi  

 
Kullanım Amacı 

Ck9FL F 50 

◦C 

5’ GGT GAT GAT GAT GAC AAG ATG TCT TGC AAT 

GGA GGA AAC TGT GGA T 3’ 

İntron tespiti 

Ck9FL R 50 

◦C 

5’ GGA GAT GGG AAG TCA TTA TTT GCA ATT GCA 

TGG ATT GCA AGA GC 3’ 

İntron tespiti 

Ck9pol F 55 

◦C 

5’ CTGACGTAGTGCTCGAGCTTCATTTCG 3’ Polimorfizm 

Ck9pol R 55 

◦C 

5’ GAATCCTTATATCATCCTTGAG 3’ Polimorfizm 

Ck9Alicator 

F 

 5’ 

GGTGATGATGATGACAAGATGTCTTGCAATGGAGGAA

ACTGTGGAT 3’ 

Klonlama ve ekspresyon  

Ck9Alicator 

R 

 5’ 

GGAGATGGGAAGTCATTATTTGCAATTGCATGGATTG

CAAGAGC 3’ 

 

Klonlama ve ekspresyon  

Ck9RT F  5’ GAATTGTATGAATGTTTTGGGTAAATC 

3’ 

Anlık gösterimli PZR ile 

kopya sayısı ve ekspresyon 

profili belirleme 

Ck9RT R  5’ TTGGTTTTTCGGTATATAATTAAGCAG 

 

3’ 

Anlık gösterimli PZR ile 

kopya sayısı ve ekspresyon 

profili belirleme 
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Şekil 3.47’ de belirtilen intronun tespiti için yapılan PZR çalışmasında, gDNA 

ve cDNA kalıp olarak kullanılarak intronun tespiti jel üzerinde de gösterilmiştir.  

 

Şekil 3.377: OeMT2 geninin intronunun belirlenmesi amacıyla yapılan PZR' a ait jel 

elektroforezi görüntüsü, M: Markır, 1: cDNA PZR, 2: gDNA PZR, olarak agaroz jele 

yüklenmiştir. 

Yapılan dizi analizi sonucu OeMT2 geninin 107 ve 117 bp olmak üzere iki adet 

intron içerdiği belirlenmiştir. NCBI very tabanından elde edilen Blast analizi sonucu 

intronlara ait bölgeler şekil 3.48’ de belirtilmiştir. 

 

Şekil 3.388: İntronların varlığını gösteren NCBI blast analizi görüntüsü 

OeMT2 genine ait intron ve ekzonların dizileri şekil 3.49’ da belirtilmiştir.  
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Şekil 3.399: OeMT2 geninin intron ve ekzonlarınına ait nükleotid dizileri, Gri boyalı 

alanlar intronları, siyah kutucuk içerisine alınmış bölgeler ise başlangıç ve bitiş 

kodonlarını göstermektedir. 

OeMT2 proteininde bulunan korunmuş sistein rezidüleri ve OeMT2 proteinin 

farklı bitkilerde bulunan çeşitli metallotionein proteinleri arasındaki polimorfizmi Şekil 

3.50 ve şekil 3.51’ de görsterilmiştir.  

3.2.1.3 OeMT2 Geninin Polimorfizm Çalışmalarına Ait Bulgular 

 

Şekil 3.50: OeMT proteinine ait korunmuş sistein rezidüleri ve farklı bitkilerde bulunan 

metallotionein proteinleri ile kıyaslanması, Sistein rezidüleri “    ” işareti ile belirtilmiştir 

 

 

 

 

 

 

                                tcttaattccagataatacaagcaaagataattcaagcaaaaa 

 

ATGTCTTGCAATGGAGGAAACTGTGGATGTGGCTCTAGCTGTAAGTGCGGCAACGACTGCGTATGGTGAG  

 M  S  C  N  G  G  N  C  G  C  G  S  S  C  K  C  G  N  D  C  V   

GCTTTGTTTTAAAATTTTTATTTAGCTTTTCATTTGCTGTTCCGCTCGTTAATTTTCATGGATAAAAATG  

 

GATTTTATCGGATCAATTTGAATGCATAAATTATGATTGAAGGTGCAAGATGTACCCTGATTTGAGCTAT  

                                         R  C  K  M  Y  P  D  L  S  Y  

ACGGAGGCTACTGCAACCACCGCTGAGACGGTCATCCTTGGCGTTGCACCTCAAAAGAC GTACGTATAT  

 T  E  A  T  A  T  T  A  E  T  V  I  L  G  V  A  P  Q  K  T 

TTAGTTTGAATTTCCCAAATTCTGCTAGTTGACCTCAATTTAATTACTTTTTGCAAAGTAATATGAAATT  

 

AATTTATGAATTTGTTGAATATTTCAGATATTTTGGGGATTCCGAGTCCGAGATGGGTGCTGCTGCAACT  

                             Y  F  G  D  S  E  S  E  M  G  A  A  A  T  

GAGAATGGGTGCAAATGCGGAGATAATTGCACTTGCAATCCATGCAATTGCAAATGAagcactagcacta 

 E  N  G  C  K  C  G  D  N  C  T  C  N  P  C  N  C  K  *  

cgtcagaatcaaaagcagagttgaacaaaaaaaatgagtattagtaatgaattgtatgatgttttgggta 

aatcgtcattattagttgatgatgattaatatgtgcctctataataaagtggccatgagagttgttgatt 

tgtggctggttgaagtctgaagtaatttataatgtttgtaatatcgtctctgcttaattatataccgaaa  

aaccaaaatttctttcaaaaaaaa 

 
 
 

 

 

5’ UTR Forward primer 

Reverse primer 

3’ UTR 
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Şekil 3.51: Farklı bitkilere ait metallotionein proteinleri arasındaki polimorfizmi 

gösteren NJ ağacı 

Şekil 3.50’ da da belirtildiği gibi OeMT proteini 13 adet korunmuş sistein 

rezidüsü bulundurmaktadır. Şekil 3.50 ve 3.51’ de Salvia miltiorrhiza MT2 

(ABR92329.1), Ilex 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 farklı bitkilerde bulunan metallotionein 

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
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proteinleri arasında %44 ile %86 arasında benzerlik bulunmuş ve OeMT oproteini 

amiinoasit dizisi açısından en çok to Ipomoea batatas putatif metallothionin 2a 

proteinine benzer bulunmuştur. 

Farklı zeytin çeşitleri arasında OeMT2 geninin nükleotid dizisi açısından bir 

polimorfizm bulunup bulunmadığını belirlemek amacıyla yapılan çalışmaya ait NJ agacı 

şekil 3.52’ de belirtilmiştir. Sonuç olarak çalışılan çeşitler arasında OeMT2 geni 

açısından temel olarak Cormona grubu ( sadece Olea europaea cv Cormona’ nın 

bulunduğu), Uslu grubu (Olea europaea cv Uslu, Olea europaea cv Negral, Olea 

europaea cv Gordales) ve Ayvalık grubu (çalışılan diğer çeşitler) olmak üzere 3 grup 

oluşturulmuştur.  

 

 
Şekil 3.52: Zeytin çeşitleri arasında OeMT2 geni nükleotid dizisi açıcından görülen 

polimorfizmi gösteren NJ ağacı 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_210061689
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Farklı zeytin çeşitleri arasında OeMT2 proteinine ait amino asit dizisi açısından 

bir polimorfizm bulunup bulunmadığını belirlemek amacıyla elde ettiğimiz genomic 

DNA dizilerinden intronlar tespit edilip çıkartıldı. BioEdit biyoinformatik aracı 

kullanılarak [194]  aminoasit dizileri elde edilerek yapılan çalışmaya ait NJ agacı şekil 

3.53’ te belirtilmiştir. Sonuç olarak çalışılan çeşitler arasında OeMT2 geni açısından 

temel olarak Cormona grubu ( sadece Olea europaea cv Cormona’ nın bulunduğu), 

Uslu grubu (Olea europaea cv Uslu, Olea europaea cv Negral, Olea europaea cv 

Gordales) ve Ayvalık grubu (çalışılan diğer çeşitler) olmak üzere 3 grup 

oluşturulmuştur.  

 

 
 

Şekil 3.53: Zeytin çeşitleri arasında OeMT2 proteini açıcından görülen polimorfizmi 

gösteren NJ ağacı 
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3.2.1.4 Anlık Gösterimli PZR ile OeMT2 Geninin Genomik Kopya 

Sayısının Belirlenmesi 

Anlık gösterimli PZR ile genomik kopya sayısının belirlenmesi daha önceki 

çalışmalarla güvenilirlik kazanmıştır [204, 205]. Yapılan çalışmalarda genel olarak daha 

önceden kopya sayısı belirlenmiş genler ile çalışılan genin Ct değerlerinin 

karşılaştırılarak  [206].Bu çalışmada kopya sayısı bilinen DGAT (GU357635), LOX 

(EU678670) HPL (EUS13350), Oep2LOX1 (EU513352), Oep1LOX2 (EU513353), 

OepUbq (AF429430.1), ubikitin (AF429430.1), GPDH (B2BGU9), β-aktin (Q8GTL3) 

kullanıldı. Bunlardan tek kopyalı olan genler; LOX [207], DGAT [208], HPL [209], 

Oep2LOX2 [210] çok kopyalı genler; Oep1LOX2 [210], GPDH [211], ubikitin [212] β-

aktin [213]. Elde edilen Ct değerlerine oranlayarak çizilen grafikler Şekil 3.54’ te 

görülmektedir 

 

 

 

 

 

 

 

 
Şekil 3.54: OeMT2 geninin kopya sayısının anlık gösterimli PZR ile belirlenmesi 

Sonuç olarak, OeMT2 geninin, referans genler dikkate alındığında zeytin 

genomunda tek kopya ile temsil edildiği düşünülmektedir. 
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3.2.2 OeMT2 Geninin Fizyolojik Karakterizasyonuna Ait Bulgular 

3.2.2.1 Anlık Gösterimli PZR İle Dokusal Ekspresyon Seviyelerinin 

Gözlenmesi 

Farklı zeytin dokularından elde edilen cDNA’ ların kalıp olarak kullanılmasıyla, 

tablo 3.20’ de belirtilen primerler kullanılarak anlık gözterimli PZR ile dokular arası 

ekspresyon seviyeleri arasındaki farklılıklar şekil 3.55’ te belirlenmiştir. 

 

 
Şekil 3.405: OeMT2 geninin farklı zeytin dokularındaki ekspresyon seviyelerinin anlık 

gösterimli PZR ile belirlenmesi 

Sonuç olarak OeMT2 geninin olgun meyvede diğer dokulara oranla daha fazla 

sentezlendiği fakat herhangi bir dokuya spesifik bir özellik göstermediği belirlenmiştir. 

3.2.2.2 Zamansal Olarak OeMT2 Geninin Ekspresyon Seviyesinin 

İncelenmesi 

OeMT2 geninin zeytin ağacında gözlenen “var” yılı ve “yok” yılı üreme durumu 

açısından nasıl etkilendiği sorusunun cevaplandırmak amacıyla var yılı ve yok yılı 

durumlarında ağaçlardan alınan yaprak örneklerinden elde edilen cDNA’ lar kalıp 
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olarak kullanılarak tablo 3.20’ de belirtilen primerlerle anlık gösterimli PZR yapılmış ve 

ekspresyon profili araştırılmıştır. 

OeMT2 geninin ekspresyon profili açısından “var” yılına ait yapraklardan alınan 

örnekler arasında bir farklılık bulunmadığı Şekil 3.56’ da gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 3.416: OeMT2 geninin ‘‘var’’ yılına ait yapraklarda anlık gösterimli PZR grafiği 

OeMT2 geninin ekspresyon profili açısından “yok” yılına ait yapraklardan alınan 

örnekler arasında bir farklılık bulunmadığı Şekil 3.57’ de gösterilmiştir. 

 

Şekil 3.427: OeMT2 geninin ‘‘yok’’ yılına ait yapraklarda anlık gösterimli PZR grafiği 
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Şekil 3.438: OeMT2 geninin ekspresyon seviyesinin "var" ve "yok" yıllarına ait 

kıyaslaması 

Şekil 3.58’ de belirtilen “var “ ve “yok” yıllarına ait tüm aylarda alınan 

örnekelrin bir arada gösterildiği grafik sonucu, OeMT2 geninin periyodisite ile ilişkili 

olmadığını göstermektedir. 

3.2.3 OeMT2 Proteininin Fizyolojik Aktivitesi  

3.2.3.1 OeMT2 Proteininin Saflaştırılması 

Ni-NTA affinite yöntemi ile OeMT2 proteini saflaştırılmış, aktivite ölçümleri ve 

diğer biyokimyasal deneyler saf enzim üzerinden yapılmıştır. Şekil 3.59’ da 

saflaştırılmış OebGlu proteininin SDS PAGE jel elektroforezi görüntüsü bulunmaktadır.  
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Şekil 3.449: Nİ-NTA yöntemi ile saflaştırılmış OeMT proteinine ait SDS PAGE 

elektroforezi, M; PageRuler Plus Prestained Protein Markır (10–260 kDa) Fermentas, 1; 

ham ekstrakt, 2; saflaştırılmış rekombinant OeMT2 proteini olacak şekilde yüklenmiştir. 

Sonuç olarak OeMT2 proteininin etkin bir şekilde saflaştırıldığı, ve yaklaşık 22 

kDA moleküler ağırlığa sahip olduğu SDS PAGE elektroforezi sonucu kanıtlanmıştır. 

Proteinin varlığının ispatlanması amacıyla western blot yapıldı (Şekil 3.60).  

 

Şekil 3.60: Saflaştırılmış OeMT2 proteinine ait western blot görüntüsü, M: 

PageRuler™ Spectra Multicolor Broad Range Protein Markır (10–260 kDa) Fermentas, 

1: OeMT proteininin indüklenmemiş kontrolü, 2: saflaştırılmış OeMT protein olarak 

jele yüklenmiştir 
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Sonuç olarak OeMT2 proteini, his-tag antikoruna affinite göstermiş ve ifade 

edildiği ispatlanmıştır 

3.2.3.2 OeMT2 Proteininin Fonksiyonunun Aydınlatılması 

OeMT2 geninin klonlandığı PLATE 51 vektörü ve kontrol olarak ta kontrol 

plazmidinin transforme edildiği E. coli BL21 DE3 hücrelerinin bulundukları besiyerine 

metal ekleyerek metal toleranslarının ölçülmesi amacıyla yapılan çalışmaya ait bakteri 

büyüme eğrilerini gösteren grafik şekil 3.61-3.63’ te belirtilmiştir. 

Metal içermeyen ortamda kontrol ve recombinant bakterilerin büyüme eğrileri 

şekil 3.76’ te belirtilmiştir. 

 

 
Şekil 3.45: Metal içermeyen besiyerinde bakterilerin büyüme eğrisini belirten grafik 

Şekil 3.61’ de belirtilen grafikte; metal içermeyen ortamda kontrol ve 

rekombinant bakterilerin birbirine benzer büyüme eğrisi oluşturdukları gözlenmiştir. 

0.2 mM CdCl2 içeren ortamda kontrol ve rekombinant bakterilerin büyüme 

eğrileri şekil 3.62’ de belirtilmiştir. 
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Şekil 3.62: 0.2 mM CdCl2 içeren besiyerinde bakterilerin büyüme eğrisine ait grafik 

Şekil 3.62’ de belirtilen grafikte; 0.2 mM CdCl2 içeren ortamda kontrol ve 

rekombinant bakterilerin büyüme eğrilerinin birbirinden farklı olduğu, rekombinant 

bakterilerin metal içerikli ortama daha toleranslı oldukları, kontrol hücreleri 

büyümelerini durdururken rekombinant hücrelerin büyümeye devam ettiği gözlenmiştir. 

0.4 mM CdCl2 içeren ortamda kontrol ve rekombinant bakterilerin büyüme 

eğrileri şekil 3.63’ te belirtilmiştir. 

 
Şekil 3.63: 0.4 mM CdCl2 içeren besiyerinde bakterilerin büyüme eğrisine ait grafik 

Şekil 3.63’ de belirtilen grafikte; 0.4 mM CdCl2 içeren ortamda kontrol ve 

rekombinant bakterilerin büyüme eğrilerinin birbirinden farklı olduğu, rekombinant 

bakterilerin metal içerikli ortama daha toleranslı oldukları gözlenmiştir. 

LB agar petrilere damlatılarak kurulup 12 saat sonra fotoğrafları çekilen metal 

içermeyen (şekil 3.79), 0,5 mM CdCl2 (şekil 3.80), 1 mM CuSO4 (Şekil 3.81) içeren 
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petri plaklarında yetiştirilmiş kontrol ve rekombinant bakterilere ait petri plak 

görüntülerine ait bulgulara göre; metal içermeyen ortamda her iki bakterinin de benzer 

büyüklükte koloni oluşturduğu gözlendi (şekil 3.64). 

 

 

 
Şekil 3.64: Metal içermeyen katı besiyerinde kontrol ve rekombinant hücrelerin petri 

görüntüsü 

0.5 mM CdCl2 içeren petri plaklarında yetiştirilmiş kontrol ve rekombinant 

bakterilere ait petri plak görüntülerine ait bulgulara göre; rekombinant bakterilerin 

belirtilen dilüsyon aralıklarında daha büyük koloni oluşturdukları gözlendi (şekil 3.65). 

 

 

 
 

 
Şekil 3.465: 0.5 mM CdCl2 içeren katı besiyerinde kontrol ve rekombinant hücrelerin 

petri görüntüsü 

1 mM CuSO4 içeren petri plaklarında yetiştirilmiş kontrol ve recombinant 

bakterilere ait petri plak görüntülerine ait bulgulara göre; recombinant bakterilerin 

belirtilen dilüsyon aralıklarında daha büyük koloni oluşturdukları gözlendi (şekil 3.66). 
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Şekil 3.476: 1 mM CuSO4  içeren katı besiyerinde kontrol ve rekombinant hücrelerin 

petri görüntüsü 

OeMT proteininin, daha toleranslı olduğu kontrol plazmidinin (his tag içeren) 

transfrome edildiği rekombinant bakterilere nazaran ne kadar metal bağlayabildiğinin 

belirlenmesi için ICP (Optima-2000 DV, Perkin Elmer, USA). kullanılarak bakteri kuru 

ağırlıklarında bulunan metal içerikleri belirlendi ve şekil 3.67’ de OeMT proteininin 

sırayla; çinko, kadmiyum, bakır ve demir metallerine karşı olan bağlama kapasitesi 

gösterildi. 

 

 

Şekil 3.67: ICP analizi sonucu elde edilen metal iyon içerikleri 

Şekil 3.67’ de belirtilen grafikte çinko, cadmiyum, bakır ve demir gibi çeşitli 

ağır metaller arasında OeMT proteini en çok kadmiyum (1 gram bakteri pelletinde 550-

600 µg) ve bakır (1 gram bakteri pelletinde 500-550 µg) metallerini bağlayabildiği ve 

kontrol grubuna nazaran 3 kat daha fazla metal tutabildiği, fakat demir ve çinko için ise 

kontrol grubundan her ne kadar fazla olsa da kayda değer bir kapasitesinin olmadığı 

belirlenmiştir. 

0 

100 

200 

300 

400 

500 

600 

700 

Zn Cd Cu Fe 

M
e

ta
l i

yo
n

 o
ra

n
ı (

µ
g/

g 
p

e
lle

t 
) OeMT 

Control plasmid 

Kontrol 

OeMT2 

1 mM CuSO4 



111 

 

4. SONUÇ VE ÖNERİLER 

β-Glukozidazlar; prokaryot ve ökaryot canlıların her ikisinde de bulunan, 

glikozidik bağları parçalayan enzimlerdir [123]. Olea europaea L., Akdeniz’ e özgü 

herdem yeşil bir ağaçtır [215]. Zeytin yağı; zeytin ağacının meyvesinden elde edilen ve 

diğer yağ çeşitlerinden içermeyen bir yağ tipidir [216]. Glukozidazlar, oleuropein 

sekonder metabolitinin glikozidik bağını kopararak, secoiridoid bileşiklerin açığa 

çıkmasını sağlar. Bu durum zeytin yağının acı tadı ile oldukça ilişkilidir [125]. 

Günümüzde zeytin β glukozidaz genine ait sadece bir cDNA dizisi gibi oldukça sınırlı 

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

Bu çalışma kapsamında zeytin β glukozidaz geni moleküler teknikler 

kullanılarak karakterize edilmiş, anlık gösterimli PZR ile dokusal, zamansal ve zeytin 

kültivbarları arasındaki ekspresyon seviyesi farkı tespit edilerek fizyolojik 

karakterizasyonu yapılmış ve rekombinant protein elde edilerek biyokimyasal 

özellikleri belirlenmiştir. 

Çalışma sonucunda zeytin β glukozidaz proteininde polar ve apolar 

aminoasitlerin de bulunduğu fakat apolar aminoasitlerin daha yoğun olduğu 

gözlenmiştir. Bu durum insan safrasında bulunan β glukozidaz proteininde olduğu gibi 

[217] çamda bulunan ksilem spesifik β glukozidaz proteinin de de apolar aminoasitler 

çoğunluktadır [218]. 

Zeytin β glukozidaz geninin 9 adet intron içerdiği tespit edilmiştir. Yaklaşık 5 kb 

uzunluğu bulunmaktadır. Arpa tohumunda bulunan bgq60 β glukozidaz geni de yaklaşık 

5 kb uzunluğunda olup 9 adet intron içermektedir [219]. Zea mays L. e ZmBGLU gen 

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

Zeytin β glukozidaz genine ait promoter bölgesinin tespiti için AIL-PZR 

yöntemi kullanıldı. Bu yöntemle genin 5’ ucuna ait yaklaşık 804 bp uzunluğunda dizi 

elde edildi. Bu dizinin yaklaşık 300 nükleotidlik kısmı primerlerin ve dizinin kontrolü 

için cDNA ile çakıştırılarak primerlerin özgünlüğü tespit edildi. Yapılan çalışmada 

dizinin zeytin β glukozidaz genine ait olduğu, olası TATA kutusunu bulundurduğu 

biyoinformatik araçlarla tespit edildi fakat promoter bölgesinin tamamı izole edilemedi. 
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Zea mays L. ZmGlu1 genine ait karakterize edilmiş promotörün uzunluğu yaklaşık 1677 

bp uzunluğundadır. Arabidopsis thaliana’ dan izole edilen AtBXL1 Β-xylosidase genine 

ait promotörün uzunluğu ise yaklaşık 2 kb’ dir [221]. 

Β glukozidz genlerine ait polimorfizm çalışmaları daha öncede birçok β 

glukozidaz geni için yapılmış ve polimorfizm çalışmaları için ayırt edici bir bölge 

olabileceği tespit edilmiştir [222-224]. Bu çalışmada 15 zeytin çeşidi, zeytin β 

glukozidaz geni içerisindeki polimorfizm açısından taranmış ve Ayvalık çeşidinin 

taranan örnekler arasında en fazla ”Hojiplanca” çeşidine yakınlık gösterdiği tespit 

edilmiştir. 

Zeytin çeşitleri arasında zeytin β glukozidaz geni açısından polimorfizm tespiti 

çalışmasında ise Ayvalık çeşitlerine en yakın “Domat”, “Picual” ve “Koroneiki” 

çeşitleri olduğu belirlenmiştir. Ayrıca “Ayvalık “ çeşidi klonları da tek bir dal 

oluşturarak ağacın güvenilirliğini teyit etmiştir. 

Zeytin β glukozidaz geninin moleküler karakterizasyonu kapsamında genin 

zeytin genomunda kaç kopya ile temsil edildiği aydınlatılmak istenmiştir. Bu amaçla 

radyoaktif prob kullanarak Southern blot deneyleri Cardiff Universitesi’nde 

gerçekleştirilmiş fakat sonuçlandırılamamıştır. Anlık gösterimli PZR reaksiyonu ile 

referans genler kullanılarak yaptığımız çalışma ile zeytin β glukozidaz geninin zeytin 

genomöunda 1 kopya ile temsil edildiği sonucuna ulaşıldı. Β glukozidaz genleri 

hakkında yapılan çalışmalarda genin organizmada kaç kopya ile temsil edildiği 

hakkında netlike bulunmazken, Catharanthus roseus striktozidin β-glukozidaz geninde 

olduğu gibi 1 kopyalı [225], pamuk GhBg geninde olduğu gibi 2 kopyalı [226] ya da 

fare glukozidaz 1 geninde olduğu gibi çok kopyalı olabilir [227]. 

Zeytin β glukozidaz genini fizyolojik olarak karakterize etmek amacıyla anlık 

gösterimli PZR reaksiyonları kuruldu. Zeytin bitkisinde gözlenen “var yılı” ve “yok 

yılı” meyve durumları üzerinde bir etkisinin bulunup bulunmadığı tespit edildi. Sonuç 

oalrak zeytin β glukozidaz geninin zeytin yapraklarında hem var yılında hem de yok 

yılında sentezlendiği tespit edildi. 

Anlık gösterimli PZR ile zeytin bitkisine ait farklı dokulardaki ekspresyon 

seviyeleri tespit edildi ve zeytin β glukozidaz geninin zeytin bitkisinin hemen hemen 
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tüm dokularında eşit seviyede ifade edildiği fakat en yüksek ekspresyon seviyesinin 

meyvede olduğu aydınlatıldı.  

Zeytin β glukozidaz geninin en çok meyvede ifade edilmesi ile bu genin meyve 

oluşumunun hangi aşamasında ifade edildiğini, genin ifadesinin meyvede β glukozidaz 

enzimi tarafından zeytinde yoğun olarak bulunan oleuropein maddesinin parçalanması 

sonucu açığa çıkan fenolik maddelerin yoğunluğu ile ilişkisinin tespiti amacıyla 

zeytinin ham olduğu temmuz ayından meyvenin olgunlaşma aşaması olan aralık ayına 

kadar toplanan örnekler incelendi. Sonuç olarak zeytin β glukozidaz geninin en yüksek 

meyvenin en olgun olduğu kasım ve aralık ayı içerisinde en yüksek ekspresyon 

seviyesine sahip olduğu belirlendi. Bu durum zeytinde bulunan fenolik maddelerin 

incelendiği diğer çalışmalarla da desteklenmektedir. Zeytin meyvesinin gelişiminin ilk 

basamaklarında gelişim için gereklilik olduğu Amiot ve arkadaşları tarafından 

belirtilmiştir [228]. Gelişimin sonlarına doğru olan olgunlaşma periyodunda ise 

oleuropein maddesinin miktarının azaldığı, onun türevleri olan fenolik maddelerin ise 

arttığı gözlenmiştir [167, 229-231]. Bu sonuç bize zeytin β glukozidaz geninin 

oleuropeinin parçalanmasında aktif olarak görev aldığını, meyvenin olgunlaşmaya 

başlamasıyla mevcut oleuropeinin parçalanarak türevlerinin oluşturulmasında rol 

oynadığını göstermektedir. Meyvenin olgunlaştığında oleuropeinin miktarının zeytin β 

glukozidaz tarafından parçalanması sonucu azalması zeytin yağının acı tadı ile ilişkili 

olduğundan zeuyin β glukozidazının aktivitesi de Ayvalık çeşidinden elde edilen 

sofralık zeytin ve zeytin yağının ticari önemi açısından değer kazanmaktadır. 

Farklı zeytin çeşitleri arasında anlık gösterimli PZR ile yapılan ekspresyon 

seviyelerinin tespiti sonucunda ise zeytin beta glukozidaz genin (mRNA’sının)  çalışılan 

çeşitler arasında en yüksek ifadesinin Gemlik çeşidinde olduğu sonucuna ulaşılmıştır. 

OebGlu geninin biyokimyasal karakterizasyonu amacıyla OebGlu enzimini 

kodlayan cDNA dizisi NCBI veribankasından temin edilmiştir (Kayıt no: AY083162.1). 

Protein ilk olarak Pichia pastoris’ te ifade edilmek istendi. Yapılan çalışmalar sonucu 

klonlamanın başarılı olduğu fakat protein üretiminin başarısız olduğu gözlendi. Bu 

sonucun, ZBG geninin sık kullanılmayan kodonlar bulundurması nedeniyle olabileceği 

düşünüldü. Düşük olasılıklı kodonlar protein ekspresyonu için kullanılan organizmalar 

tarafından tam olarak ifade edilemeyerek ekspresyonun başarı ile sonuçlanmamasına 

sebep olmaktadır [232]. 
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Pichia pastoris’ te protein üretiminin başarı ile sonuçlanmaması nedeniyle bir 

başka organizma olarak Echerichia coli denendi. Echerichia coli ile protein üretimi 

amacıyla PET21a, PET21b ekspresyon vektörlerine klonlama çalışmaları yapıldı. Fakat 

klonlamalar her denemede hücre ölümleriyle sonuçlanarak başarısız oldu. Bu sonuç 

OebGlu proteininin Echerichia coli için zehirli olabileceğini göstermiştir [233].  

OebGlu proteininin Echerichia coli için zehirli olabileceği nedeniyle bu tip 

proteinler için geliştirilmiş bir sistem olan aLICator™ LIC Cloning and Expression Set 

1 (Fermentas Vilnius, Lithuania Kat. No: 1271) kiti kullanılarak çalışmaya devam 

edildi. N-terminal ucunda histidin kuyruğu bulunan pLATE51 vektörüne klonlama 

yapıldı. E. coli BL21DE3 suşu kullanılarak ekspresyon çalışmalarına devam edildi. 

Western blot ile proteinin işaretlenmesi denendi. Kontrol olarak membranda bulunan 

grubun işaretlenmesi fakat OebGlu proteininin işaretlenmemesi protein üretiminin 

başarı ile sonuçlanmadığını gösterdi. Bunun üzerine sık olarak kullanılmayan kodonları 

içeren proteinler için daha uygun olan E. coli Rosettagami2 PlysS suşu kullanıldı. 

Western blot ile yapılan spesifik işaretleme ile proteinin varlığı tespit edildi [234, 235]. 

 İfade edilen OebGlu eproteini yaklaşık olarak 67 kDa moleküler ağırlığa sahip 

olduğu western blot ile ispatlanmıştır. Yapılan biyoinformatik çalışmalar sonucu 

OebGlu proteininin 62,89 kDa molekül ağırlığında olduğu tespit edilmiştir. 

Rekombinant proteinlerin işaretlenmesinde ve SDS PAGE jel elektroforezi ile 

yürütüldüklerinde bu tür sapmaların olabileceği daha önce yapılan çalışmalar 

tarafoından kanıtlanmıştır [236, 237]. 

 Rekombinant olarak ifade edilen OebGlu proteini Ni-NTA affinite yöntemi ile 

saflaştırıldı, saflaştırılan protein ve saf protein SDS PAGE jel elektroforezi ile teyit 

edildi.  Yapılan elektroforez sonucu proteinin uygun biçimde saflaştırıldığı, moleküler 

ağırlığının Western blot ile işaretlenen 67 kDa’ na denk geldiği belirlenmiştir. Çalışma 

sonucunda elde edilen yaklaşık 67 kDa’ luk ağırlığın daha önce Kara ve arkadaşları 

tarafından saflaştırılan zeytin β glukozidaz enzimi ile benzerlik göstermektedir [126]. 

Farklı organizmalara ait β glukozidaz enzimlerinden l Rhynchophorus palmarum’ dan 

izole edilen β glukozidaz enziminin 60 kDa [238], Trichoderma reesei’ den izole edilen 

fungal bir glukozidaz olan BGLU1 enziminin 117 kDa, [239], Soya fasülyesinden izole 

edilen β glukozidaz proteininin 75kDa [240], Orobanche minor Sm β glukozidaz enzimi 

ise 33 kDa [241] olarak tespit edilmiştir. 
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OebGlu enziminin Ni NTA yöntemiyle saflaştırma çalışmaları devam ederken 

aynı zamanda kontrol amacıyla denemesi yapılan hidrofobik jel ile saflaştırma yöntemi 

için yapılan amonyum sülfat çöktürme aralığı çalışmamızda %30-70 olarak bulunmuş 

ve saflaştırma işlemlerinde ham ekstrakta önce %0-30, daha sonar da %30-70 amonyum 

sülfat tuz çöktürmesi uygulanmıştır. Yapılan çalışmalarda β-glukosidaz enziminin 

saflaştırılması için amonyum sülfat çöktürme aralıkları farklı kaynaklarda eğişik 

aralıklar tespit edilmiştir. Örneğin β-glukosidaz enziminin saflaştırılması için portakal 

meyvesi için %75 [242], kiraz meyvesi için %30-70 Rauvolia serpentina strigtozidin β 

glukozidazında %30-75 [243], Kara ve arkadaşları tarafından zeytin meyvesinden 

saflaştırılan β glukozidaz enzimi ise %0-50 amonyum sülfat çöktürmesi aralıklarının 

uygulandığı görülmektedir [126]. 

 Ni NTA yöntemi ile saflaştırılan protein üzerinden devam edilen biyokimyasal 

karakterizasyon çalışmalarında; OebGlu enziminin göreceli aktivitesi belirlenmiş, en 

yüksek aktiviteyi pNPGlu substratına gösterdiği tespit edilmiştir. oNPGal, oNPGlu, 

pNPGal substratlarına karşı aktivite göstermemiştir. Kara ve arkadaşları tarafından 

saflaştırılan zeytin β glukozidaz proteini de benzer olarak pNPGlu sentetik substratına 

karşı en yüksek aktivite göstermiştir [126]. Vanilya [106], portakal [244] ve pirinç [245] 

gibi farklı bitkilerden izole edilen β glukozidazlarda da benzer sonuç gözlenmiştir. 

Kiraz bitkisinden saflaştırılan β glukozidaz enzimi ise farklı olarak oNPGlu substratına 

yüksek affinite göstermiştir [242]. 

 OebGlu enziminin 4-MUG substratına karşı olan ilgisi native jel elektroforezi ile 

belirlenmiştir. Benzer sonuç Kara ve arkadaşları tarafından zeytin meyvesinden 

saflaştırılan β glukozidaz enziminde de bulunmuştur [126]. 

 OebGlu enziminin karakterizasyon çalışmalarında enzimin optimum sıcaklığı 37 

◦C olduğu belirlenmiştir. Bu sonuç daha once zeytin meyvesinden saflaştırılan β 

glukozidaz enzimi ile örtüşmektedir [126].  

 Optimum pH aralığının belirlenmesi için yapılan çalışmada OebGlu enziminin 

en yüksek aktiviteyi pH: 8.0’ da gösterdiği belirlenmiştir. Spesifik olmayan β 

glukozidaz enzimleri için en uygun pH aralığı olarak pH: 4-5 arası olduğu yapılan 

çalışmalarla ispatlanmıştır [246].  
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 Kinetik parametrelerin belirlenmesi çalışmalarında saflaştırılmış recombinant 

enzimle pNPGlu substratı için Km değeri 5.14 mM ve Vmax değeri 25.25 EU olarak 

bulunmuştur.  Kara ve arkadaşları tarafından zeytin meyvesinden saflaştırılan β 

glukozidaz enzimi için ise bulunan Km degeri 2.2 mM, Vmax değeri ise 370.37 EU 

olarak hesaplanmıştır [126]. Rekombinant olarak sentezlenen OebGlu enziminin tabii 

enzyme oranla pNPGlu substratına karşı olan düşük affinitesi, enzimi kodlayan cDNA’ 

da bulunan sık kullanılmayan kodonlardan ve E. coli’ de ifade edilmesinden 

kaynaklanan katlanma ve 3 boyutlu yapısındaki eksikliklerden dolayı olduğu 

düşünülmekte, enzimin doğal substratı olan oleuropeine karşı çok daha yüksek affinite 

göstereceği tahmin edilmektedir. 

Araştırmamızda β-glukozidaz enzimlerinin genel inhibitörlerinden δ-

glukonolaktonun p-NPG substratı varlığındaki zeytin β-glukozidaz enzim aktivitesi 

üzerine inhibisyon etkisi gösterdiği ve enzim aktivitesini % 50 oranında azaltan 

konsantrasyonu olan IC50 değerinin 2.6 mM olduğu tespit edilmiştir Tabii zeytin β 

glukozidaz enzimi için ise bu değer Kara ev arkadaşları tarafından 0.227 olarak 

bulunmuştur. Çalışmamızda recombinant enzimin tabii olan β glukozidaz enzimine 

oranla çok daha yüksek δ-glukonolakton konsantrasyonda inhibe olduğu belirlenmiştir. 

Ayrıca farklı çalışmalarda bu değerin Pichia pastoris β glukozidaz enzimi için 0,12 mM 

[247], soyada ise çok etkili bir inhibitor olmadığı, 24 mM gibi yüksek bir değer olduğu 

belirlenmiştir [240]. 

β-glukozidaz enziminin genel inhibitörlerinden olan glukozun zeytin β-

glukozidaz enzim aktivitesi üzerine etkisi araştırıldığında IC50 değerinin 2.14 mM 

olduğu bulunmuştur. β-glukozidaz enziminin genel inhibitörleri olarak bilinen glukoz 

ve δ-glukonolakton maddelerinin zeytin β-glukozidaz enzim aktivitesi üzerine etkileri 

karşılaştırıldığında her iki maddenin de enzimi inhibe ettiği fakat glukozun enzim 

aktivitesi üzerine inhibisyon etkisinin δ-glukonolaktona göre çok az da olsa daha 

kuvvetli olduğu belirlenmiştir. Kara ve arkadaşları tarafından saflaştırılan tabii toplam 

zeytin β glukozidaz enzim aktivitesi üzerine glukozun etkisi araştırılmış ve IC50 değeri 

111.96 olarak bulunmuştur [126]. Bu sonuç, recombinant OEBGLU enzimi sonuçları ile 

örtüşmemekte ve rekombinant enzimin inhibisyon özelliklerinin daha farklı olduğunu 

göstermektedir. 
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OebGlu enzim aktivitesi üzerine Cu, Ni, Mg, Mn, Zn, Cd ve Fe’in etkisi 

araştırıldığında demir ve mangan haricindeki kullanılan diğer ağır metallerin enzimi 

inhibe ettiği görülmüştür. pNPGlu substratı varlığındaki enzim aktivitesi üzerine 

yapılan çalışmalarda Mn ve Fe’in enzim aktivitesini arttırdığı belirlenmiştir. Kara ve 

arkadaşlarının yaptığı çalışmada Fe’ nin tabii toplam zeytin β glukozidaz enzim 

aktivitesini arttırdığı tespit edilmiş fakat Mn’ nın etkisi hakkında bir bilgi verilmemiştir. 

Çalışmamızdan elde edilen sonuçlar, Mn ve  Fe içeren bileşiklerin zeytin tarımında β-

glukozidaz enzim aktivitesi açısından zirai ilaç olarak uygun olabileceğini 

göstermektedir. 

Tez çalışması kapsamında karakterizasyonu yapılan diğer gen ise metalotiyonein 

proteinini kodlayan, daha önce Dündar ve arkadaşları tarafından cDNA dizisi elde 

edilen [248] ve moleküler ve fonksiyonel özellikleri belirlendikten sonra OeMT2 olarak 

isimlendirilen zeytin metalotionein genidir. 

OeMT2 proteini 83 adet amino asitten oluşmaktadır ve moleküler ağırlığı 8.4 

kDa olarak belirlenmiştir. Farklı bitkilere ait diğer metalotionein tip 2 proteinlerinden 

Colocasia esculenta CeMT2b proteini 84 amino asitten oluşmakta ve 8,4 kDa 

ağırlığındadır [129], Silene nicaeensis SnMT2 proteini ise 79 adet amino asitten 

oluşmakta ve 7,78 kDa ağırlığındadır [249]. OeMT2 proteini amino asit benzerliklerine 

göre farklı bitkilere ait metalotiyonein proteinleri ile kıyaslandığında en fazla Ipomoea 

batatas MT2 proteinine benzediği görülmektedir. 

 OeMT2 proteininin aminoasit dizisi 13 adet sistein rezidüsü içermektedir. 

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 

rezidüsü içermektedir. 

 Yaptığımız çalışma; OeMT2 geninin 2 adet intron ve 3 adet ekzon içerdiğini 

aydınlatmıştır. Farklı metalotionein proteinlerini kodlayan genler ile ilgili yapılan 

çalışmalarda pirinç [251, 252], Elsholtzia haichowensis [253] ve pamuk metalotionein 

genlerinde de iki adet introna rastlanmıştır [254]. 

 MT proteinlerinin farklı ekosistemlerdeki ağır metallerin tespiti için biyolojik 

işaret olarak kullnılması daha once yapılan çalışmalar tarafından aydınlatılmıştır. [255, 
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256] CgMT1 geninin varlığı ve polimorfizmi bu çalışmalara örnek olarak gösterilebilir 

[255]. CgMT4 geni de benzer şekilde ağır metal varlığının tespiti için yeni bir genetic 

işaretçi olarak belirlenmiştir [256]. Yabani pirinç O. rufipogon metalotiyonein genleri 

üzerine yapılan bir çalışmada, MT2 geninin çalışmada kullanılan diğer 4 genden (MT1, 

MT2, MT5 ve MT6) daha fazla DNA varyasyonu içerdiği tespit edildi [252]. Zeytin 

çeşitleri arasında yapılan polimorfizm çalışması sonucu çalışılan örnekler 3 grup 

oluşturmuştur. Bu çalışmada OeMT2 geninin de polimorfik bir gen olduğu ve çalışmada 

kullanılan çeşitler arasında Olea europaea L cv. Cormona’ nın en fazla DNA 

varyasyonuna sahip olduğu aydınlatıldı. Bu üç gruba mensup birer çeşide ait oluşturulan 

3 boyutlu protein yapıları da yine farklılık göstermektedir. Uslu, Gordales ve Negral 

çeşitlerinden oluşan Uslu grubunda 3 adet β-tabakası, 1 α-heliks ve 2 disülfit bağı, 

Cormona grubunda (tek çeşit) 1 β-tabakası, 3 α-heliks ve 2 disulfit bağı ve Ayvalık 

grunda ise (çalışılan çeşitlerin diğerleri), 2 β-tabakası, 1 α-heliks ve 4 disulfit bağı 

bulundurmaktadır. Daha önceki çalışmalarda 3 boyutlu yapıları aydınlatılan 

metalotiyonein proteinleri de benzer şekilde α-heliksler ve β-tabakalar 

bulundurmaktadır [249, 257-260]. Bu sonuç bize zeytin OeMT proteininin, her ne kadar 

çeşitler arasında yapısal çeşitlilik gösterse de diğer metalotiyonein proteinleri ile 

kıyaslandığında özgün bir yapısının bulunmadığını göstermiştir. 

Anlık gösterimli PZR analizleri genlerin genomik kopya sayılarının 

belirlenmesinde sıklıkla kullanılmaktadır [204, 205, 261]. Bu çalışmada Anlık 

gösterimli PZR analizi ile OeMT2 geninin genomik kopya sayısı belirlenmiştir.  Elde 

edilenveriler OeMT2 geninin zeytin genomunda tek bir kopya ile temsil edildiği 

düşünülmektedir. Farklı bitkilere ait metalotionein tip II genlerinden SbMT2 geni de 

benzer şekilde halofit ve sukulent bir bitki olan Salicornia brachiata genomunda tek 

kopya ile temsil edildiği belirtilmiştir [156]. 

Bitkilerde bulunan tip II metalotiyonein genellikle yaprak, gövde ve çiçek gibi 

bitkinin toprak üstü yapılarında ifade edilir [130, 141, 262]. Yaptığımız çalışmada anlık 

gösterimli PZR analizi ile OeMT2 geninin konstitutif olarak bitkinin analiz edilen tüm 

yapılarında (yaprak, pedisel, meyve, tomurcuk ve çiçek) hemen hemen benzer oranda 

ifade edildiği, zeytin bitkisinde gözlenen “var yılı” ve “yok yılı” meyve durumunun bu 

genin ifede edilmesinde etkili bir parameter olmadığı ispatlanmıştır [248] . 
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Bitkilerde bulunan Tip II metalotiyonein proteinleri daha once yapılan 

çalışmalarda E. coli’ de füzyon proteinler erolarak ifade edilmesi sağlanmıştır [133, 

139, 250, 253]. Bu kapsamda OeMT2 proteini histidin kuyruğu (His-tag) eklenerek 

füzyon protein olarak E. coli’ de ifade edilmesi sağlandı. Yapılan western blot ve SDS-

PAGE sonuçlarına göre yaklaşık 22 kDA moleküler ağırlığında olduğu belirlendi. 

Biyoinformatik araçlar kullanılarak hesaplananan 8.4 kDa olan moleküler ağırlığı ile 

olan bu fark [194], metalotiyonein proteinlerinin SDS analizlerinde sıklıkla karşılaşılan 

bir durum olduğu yapılan literature araştırmalarında tespit edilmiştir [236, 237]. 

Ağır metale maruz kalma durumunda organizmalarda metalotiyonein 

ekspresyonunun arttığı araştırmacılar tarafından belirtilmiştir [263]. Genel olarak 

bitkilerde bulunan tip II metalotiyonein proteinlerinin, yapılan literatur araştırmasında 

bakır ve kadmiyumun bağlanması, oksidatif stress ve detoksifikasyon ile bağlantılı 

biyolojik fonksiyonlarının olduğu belirlenmiştir [249, 250, 257, 263]. Aralarında 

gösterdikleri homolojiye rağmen, farklı bitkilerde bulunan metalotiyonein proteinlerinin 

ekspresyonunun metal ile muameleye verdikleri cevap bitki türleri arasında farklılık 

göstermektedir [264]. Quercus suber tip II metalotionein proteini ile yapılan bir 

çalışmada MT2 proteininin bakır ve çinkoyu bağlayabildiği tespit edilmiştir [250]. Bu 

çalışmada, OeMT2 proteinini ifade edilmesi sağlanan rekombinant E. coli hücreleri 

kullanılarak bakterilerin ağır metal içeren ortama gösterdikelri direnç ölçülmüş, ve 

OeMT2 proteininin bakır ve kadmiyum metallerini etkin bir şekilde bağlayabildiği fakat 

çinkoya karşı böyle bir aktivite göstermediği belirlenmiştir. ICP analizi sonuçları aynı 

şekilde OeMT2 proteininin bakır ve kadmiyum metallerini etkin bir şekilde 

bağlayabildiği fakat çinkoya karşı böyle bir aktivite göstermediği sonucunu 

desteklemiştir.  

Son yıllarda, biyosobsiyon (biyoemilim) çalışmaları oldukça önem kazanmıştır. 

Bu çalışmalarda ucuz, ölü yada canlı mikrobiyal biyokütle endüstriyel atık suılarda 

uygun fiyatlı ve özgün olmalarından dolayı tercih edilmektedir [175-177]. İmmobilize 

edilmiş biyokütleden ağır metali uzaklaştıran sistemin oluşturulması, metal bağlayıcı 

peptide barındıran hücre ya da hücre kalıntılarının uygun bir matrikse bağlanmasıyla 

gerçekleştirilir [177]. Metallerin uzaklaştırılması için kullanılan biyokütle olarak 

bakteri, alg, mantar ve maya gibi bir çok canlıdan faydalanılmıştır [178-182]. Bu 

kapsamda yapılan çalışmalardan ye klonlanan insan metalotionein II genini fade etmesi 



120 

 

için kullanılan recombinant E. coli hücreleri, biyosorbent olarak kullanılmış ve yüksek 

konsantrasyonda kadmiyumu endüstriyel atık suda etkin bir şekilde bağlamıştır [184]. 

Romeyer ve arkadaşları [185] Neurospora crassa metalotiyonein proteinini ifade eden 

E. coli hücrelerinin kadmiyumu etkin bir şekilde bağladığı rapor edilmiştir.  

Bu sonuçlar, daha önce bitki metalotiyonein proteinleri ile yapılan ağır metal 

absorbsiyon çalışmaları ile benzerlik göstermektedir. Bu sonuçlar ışığında, 

metalotionein proteinleri; bitkilerde ve diğer canlılarda bulunan en iyi karakterize 

edilmiş metal bağlayıcı ligandlar olarak nitelendirililebilir [145, 250, 257, 258, 265].  
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