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OZET

GLUKOZ-6-FOSFAT-1-EPIMERAZ VE MiKROTUBUL ILISKILi
PROTEIN GENLERININ BiYOINFORMATIK ANALIZi
YUKSEK LiSANS TEZI
SUNA SANCAR
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI

Zeytin (Olea europaea L.) herzaman yesil, aga¢ boyu 4 ile 8 metre arasinda
degisen her dem yesil, uzun Omiirlii ve Akdeniz iklimine 6zgii bir bitkidir.
Ulkemizin Akdeniz tarimma uygun topraklarinda yetistigi i¢in ekonomik éneme
sahiptir. Bu calismada zeytin mevye cDNA kiitiiphanesinden segilen tahmini
Glukoz-6-Fosfat-1-Epimeraz (UPK 195 ) ve Mikrotiibil Iligkili Protein (UPK 184)
Geninin karakterizasyonu ve genin islevinin tespit edilmesi amaglanmistir.
Biyoinformatik analizi i¢in niikleotid ve protein BLAST, BioEdit, FinchTV,
Primer3 ve SOSUI programlar1 kullanilmis, molekiiler karakterizasyon ¢alismalari
icin ise polimorfizm, anlik gdsterimli (real-time) PCR, klonlama, transformasyon
ve Western Blot yontemleri uygulanmistir. Bioinformatik analizler sonucunda;
gDNA dizisi ile yapilan analizlerde zeytin tahmini UPK 195 kodlu genimizin
Ricinus communis(Hint yagi) bitkisine ve protein benzerligi olarakta Sesamum
indicum bitkisine benzedigi goriilmiistiir. Gen ifadesi ¢alismalarinda cDNA dizisi
pLATES1 vektorii kullanilarak E.coli (DH10B ve BL21) bakteri suslarina
transforme edilip, gen ekspresyonu IPTG ile indiiklenme saglanmistir. UPK 195
kodlu genimizin 174 aa asit kodladig1, yaklagik olarak 20 KDA agirliginda bir
protein oldugu ve en ¢ok serin amino asitini kodladig1 gorildi. UPK 184 kodlu
genin ise 258 aa asit kodladigi, 29 kDA agirliginda bir protein oldugu ve en ¢ok
serin,losin, amino asitlerini igerdigi tespit edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Zeytin, Mikrotiibiil 1liskili Protein, Glukoz-6-
Fosfat-1-Epimeraz



ABSTRACT

BIOINFORMATIC ANALYSIS OF PROTEIN GENES RELATED TO
GLUCOSE-6-PHOSPHATE-1-EPIMERASE AND MICROTUBULA
MSC THESIS
SUNA SANCAR
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF. DR. GULENDAM TUMEN )
BALIKESIR, JUNE 2019

Olives (Olea europaea L.) are always green, long-lasting and unique to the
Mediterranean climate. The length of the tree is between 4 and 8 meters. It has
economic importance because it grows on the land suitable for Mediterranean
agriculture of our country. The aim of this study was to determine the
characterization and function of Glucose-6-Phosphate-1-Epimerase (UPK 195)
and Microtubable Associated Protein (UPK 184) gene selected from olive cDNA
library. Nucleotide and protein BLAST, BioEdit, FinchTV, Primer3 and SOSUI
programs were used for bioinformatics analysis and polymorphism; real-time
PCR, cloning, transformation and Western Blot methods were used for molecular
characterization studies. As a result of bioinformatics analysis; The analysis of the
gDNA sequence revealed that the predicted UPK 195 gene of olives was similar
to Ricinus communis (Sesame oil indicum) and protein similarity. In gene
expression studies, the cDNA sequence was transformed into E.coli (DH10B and
BL21) bacterial strains by using pLATES51 vector and gene expression was
induced by IPTG. Our UPK 195 gene was found to encode 174 aa acid, a protein
weighing approximately 20 kDA, and most likely encoded serine amino acid. It
was found that the gene coded UPK 184 encodes 258 aa acid, is a protein
weighing 29 kDA and contains mostly serine, leucine, amino acids.

KEYWORDS: Olive, Microtubule Related Protein, Glucose-6-Phosphate-1-
Epimeras
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1. GIRIS

1.1  Zeytin (Olea europaea L.)

Zeytin ekonomik 6nemi olan ve Akdeniz Havzasi’nda yetistirilen en eski
meyve tiirlerinden birisidir. Yeryiiziinde ilk kiiltiire alinan agag tiirlerinden birisi olan
zeytin, yazinin kesfinden once yetistirilmeye baslanmistir.  ilk zeytin hasadinin ne
zaman ve hangi uygarlik tarafindan yapildigi bilinmemektedir. Kiiltiire alinmis
zeytinin tarihi, giinimiizden 6000 yil dncesine kadar gittigi var sayilmistir. Bununla
birlikte, yabani zeytinin asiyla “ehillestirilmesinin” ilk kez M.O 4000’lerde Dogu
Akdeniz’de Adana, Gaziantep’ten baslayip, Suriye, Liibnan ve Israil’e inen kiyi
seridi ve hinterlandinda gergeklestirildigi ve bu mucizeyi biiyiik olasilikla Samilerin
basardigi sanilmaktadir. Zeytinyaginin yayginlasmasinm ise M.O 2000’lerde
gerceklestigi tahmin edilmektedir [1].

Zeytin tarth boyunca Akdeniz ¢evresindeki iilkelerde insanlik i¢in dostluk ve
barisin simgesi, refahin kaynagi olmustur. Akdeniz Bolgesi'nin en eski agacindan
biridir [2]. Diinyanin en eski meyvelerinden biri olarak bilinen zeytin, insanlara
tanrinin  bahgettigi bir armagan olarak kabul edilir. Yaradilis ve kurulusg
efsanelerinde, kutsal kitaplarda 6nemi vurgulanir. Anadolu medeniyetlerinde de
oldugu gibi zeytin yapraklari baris, zafer ve zenginlik simgesidir. Zeytinin anavatani
konusunda bir¢ok goriis bulunmakla beraber Kiiciik Asya’da yani buglinkii adi ile
Anadolu’da binlerce yildir yetistirildigi bilinmektedir. Arastirma sonuglarina
bakildiginda zeytinin anavataninin Anadolu oldugunu sdylemek miimkiindiir.
Akdeniz Havzasi’nda binlerce yildir yetistirilen zeytin, bircok iilkenin ekonomik
gelir kaynagi olmustur [3]. Ayrica zeytin agaclar1 yilin her
mevsimi aktif yasamlariyla topragin fiziksel, kimyasal ve biyolojik ortamini iyilesti-
rirler. Bulundugu topragin yapisini ve su tutma kapasitesini gelistirirler. Zeytin
agaglar1 kokleri sayesinde topraktaki patojenleri ve hastaliklar1 engelleyici rol oynar-
lar. Erozyonu 6nleme agisindan yetisme kosullar1 ve toprak segiciliginin az olmasi
nedeniyle 6nemlidir. Bunun yaninda; zeytinin tarimsal faaliyetlerin giiclestigi

engebeli cografik bolgelerde egimin fazla oldugu, taslik, tinli, gorak yerlerde
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yetistirilmesi, buralardaki toprak erozyonun 6niine gegmesine dnemli bir katki yap-

maktadir.

1.1.1  Zeytinin Morfolojisi

Zeytin herzaman yesil, aga¢ boyu 4 ile 8 metre arasinda degisen bir bitkidir.
Yaralandiginda kolayca kendini yenileyebilen zeytin 2n=46 kromozoma sahiptir.

Soguk kislar, kuru ve sicak yazlarda bile gelisimine devam edebilir [4].

Zeytin'in sicaklik istekleri Zeytin agacinin sicaklik gereksinimleri, fenolojik
donemlere gore farklilik gostermektedir. Nitekim normal bir gelisim i¢in ortalama
hava sicakligi, ilk siirgiinlerin goriilmesinden ciceklenmeye kadar olan donem
boyunca 5-10°C, g¢igeklenme doneminde 15-20°C, meyva olusumu ve biiylime
devresinde ise 20-25°C arasinda olmalidir. Zeytin agaciin sicaklik istegi,
meyvalarin olgunlastifit donemde 15°C’dir. Tam olgunluktan hasat sonuna kadar
olan donemde ise sicaklik istegi 5°C civarina diismektedir. Yapragini dékmeyen
agaclardan biri olan zeytin, Ocak ayindan Nisan ayina kadar olan donemde ¢igek
tomurcugu olusumu i¢in belli bir siire soguklamaya gereksinim duymaktadir.
Nitekim tropik bolgelerde zeytinin yetismesine ragmen meyvanin olusmamasi, zeytin
agaciin tropikal iklim bolgelerinde gereksinim duydugu soguklama ddneminin
olmayigina baglanabilir. Vejetasyon donemi diginda veya kis dinlenme doneminde
diisiik sicakliklara karsit oldukca duyarli olan zeytin, glinliik minimum sicakligin
7°C'nin altina diismesi durumunda zarar gormektedir. Agacin soguga Kkarsi
dayaniklilig1 bir¢ok faktdre baglidir. Zeytin agacinda; agacin cinsi, sogugun devam
stiresi, siddeti, riizgarin hizi, havanin nemi, baki, agactaki 6zsu faaliyetleri, toprak

nemi gibi faktorlere bagli olarak, oranlari farkli zararlar meydana getirmektedir [5].

Zeytincilik Arastirma Enstitlisi'’nden alinan bilgilere goére Tiirkiyede
yetistirilen 87 zeytin ¢esidi bulunmaktadir. Anadolu'da yetistiriciligi yapilan bir¢cok
zeytin (Olde europaea L.) c¢esidi bulundugu halde bunlarin morfolojik ve biyolojik

Ozellikleri heniiz tam olarak belirlenmis degildir [6].



Hammadde; zeytin islemesindeki en énemli kalite unsurlarindan biridir. lyi
bir hammadde temin edebilmek i¢in zeytin tariminin da iyi yapilmasi gerekmektedir.
Zeytinliklerin planlanmasi ve plantasyonlarin olusturulmasindan, yetistiriciligi
yapilan zeytin ¢esidine uygun toprak isleme sistemleri, giibreleme, sulama, terbiye ve
budama metotlar1 uygulamasi ve hasat sekli, teknigi ve zamanina kadar tiim islemler
iyi bir hammadde teminine etki etmektedir [7]. Uygun zamanda tam kivamina gelmis
taneleri hasat etmek gerekir. Zeytinlerin olgunlasanlarinin hasat edilmesi ve bunun
belirli bir siire siirdiiriilmesi gerekir. Olgunlagsmamis veya fazla olgunlasmis zeytinler
ayni1 anda toplandigindan gerek sofralik zeytin gerekse elde edilen yag iyi kalitede
olmaz. Bilimsel olgiitlere gére uygun hasat zamani yag kalitesi ve miktar1 arasindaki
dengenin belirlenmesinde 6nemli bir faktordiir [8].

Zeytinyaginda yag asitlerinin bilesimi, 6zellikle oleik asit, linoleik asit ve
linolenik asit gibi dnemli yag asitlerinin varligi, yagin kalitesini ve insan sagligini
onemli Olclide etkileyen unsurlardandir. Dolayisiyla  zeytinin  olgunluk
asamalarindaki yag asitleri bilesimlerinin degisimi bu konuya 6nem veren iireticilerin

de hasat tarihlerini ve kaliteli yag eldesini siiphesiz olumlu etkileyecektir.

1.1.2 Diinya’da ve Tiirkiye’ de Zeytinin Cografik Dagilim

Diinya genelindeki zeytin yetistiriciliginin % 90’lik bir kismu Akdeniz
havzasi, geriye kalan kismi ise Latin Amerika iilkelerinde yapilmaktadir. Diinyada
yaklasik 9 milyon hektar alanda 900 milyon zeytin agacindan yaklasik 17 milyon ton
dane zeytin elde edilmektedir. Diinya sofralik zeytin {iretimi son bes sezon

ortalamasina gore 2,87 milyon ton civarindadir.

Onemli zeytin iiretici iilkeler sirasiyla, ispanya, Italya, Yunanistan, Tunus,
Suriye ve Tiirkiye’dir. Uretimde AB iilkelerinin pay1 yillara gore degismekle birlikte
ortalama % 65 seviyelerindedir. AB iilkeleri arasinda ilk siray1 Ispanya almakta onu
Italya ve Yunanistan izlemektedir. Ispanya’min AB iiretimdeki payr % 55’ler
seviyesindedir. Bunlarin yani sira son yillarda Avustralya, Japonya ve Arjantin gibi

ilkelerde de zeytin iiretimine baslanilmistir. Zeytin, genetik 6zelliginin yanm sira



kiiltiirel islemlerin tam olarak uygulanamayis1 nedeniyle alternans (bir yil iiriin

verme-diger yil az/yok verme) gosterir.
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7%

Tiirkiye

% |
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Tunus

Fas Libya
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Sekil 1.1: Zeytinin diinyadaki iretim oranlar1 [9].

Tiirkiye, Ispanya ve Italya gibi Akdeniz iilkelerinden sonra gelen
diinyadaki biiyiik zeytin lireticisidir. Tiirkiye'de zeytin iilke ekonomisi ve beslenme
yoniinden bilyiik 6neme sahip tarimsal bir iiriindiir. Toplam 81 ilin 36 ’sinda zeytin
liretimine rastlanmaktadir [9]. Sofralik olarak Tiirkiye ve Ispanya, zeytinyaginda ise
Ispanya, Italya ve Yunanistan baslica iireticilerdir ve 2009°da diinyada iiretilen

yaklasik 16 milyon ton zeytinin takribi 1,3 milyon tonu Tiirkiye’de tiretilmistir.

Tiirkiye sahip oldugu zeytin agaci varligi ile diinyanin 6nemli zeytin iireticisi
tilkeleri arasindadir. Sofralik zeytin sektdriinde ortaya cikan kalite sorunlar1 zeytin

yetistiriciliginden ~ ve  sofralik  zeytin  {retiminin  diger asamalarindan

kaynaklanabilmektedir. Ozellikle iiretimde, bélgelere adaptasyonu denenmeyen
cesitlerin se¢iminin yaninda, adaptasyon caligmalar1 yapilmis cesitlerin hatali
da ciddi

uygulamalarla yetistirilmesinden dolay1 kalite kayiplarina neden

olabilmektedir.



Tablo 1.1: Diinya Zeytinyag: Uretimi ( Bin Ton cinsinden ) (UZK) [10].

Zeytinya@t | 90100011 | 201112 | 201213 | 201314 | 201405 | 2015716
liretimi (ng)
ABilkeleri | 22090 | 23951 | 14617 | 24850 | 15355 | 1960.5
ispanya 13919 | 16150 | 6182 | 17815 | 8290 | 12000
italya 4400 | 3992 | 4155 | 4637 | 3025 350.0
Yunanistan | 3010 | 2946 | 3579 | 1320 | 3000 300.0
Portekiz 62.9 762 | 592 916 90.0 920
Diger UZK | 7850 | 8515 | 8595 | 6520 | 7580 861.0
Ulkeleri
Tunus 1200 | 1820 | 2200 | 700 | 2950 1400
Suriye 100 | 1980 | 1750 | 1800 | 500 215.0
Tiirkiye 1600 | 1910 | 2010 | 1350 | 1600 1430
Fas 1300 | 1200 | 1000 | 1200 | 1200 1300
Cezayir 67.0 395 | 660 440 44.0 735
Arjantin 200 20 | 170 300 60 250
{Irdiin 27.0 195 215 19.0 350 390
TOPLAM | 30750 | 33211 | 24017 | 32055 | 23665 | 29095

Tablo 1.1: de goriildiigii gibi zeytinyag: iiretiminde onderlik yapan iilkelere
bakildiginda AB birligine mensup iilkerin 6nde oldugu goriilmektedir. Diger tilkeler
catist altinda gosterilen kisma bakildiginda zeytinyag: liretiminde hafife alinmayacak

sirada Tirkiye yer alir.



Tablo 1.2: Diinya Zeytinyag: Thracati Gosterimi (Bin Ton ) (UZK) [10].

ULKELER 201011 WAL 200203 201304) 200405
AB i 553 915 6007 Sl
lalya KN 133 76 JAK 213
lspanya 196, uoome M) 05
Portekiz 07 )13 303 34 33
Yunanistan 13 15, 1§ 157 116
Fransa 1§ 19 N 23 25
Tunus 108 1295 W 3 303
Suriye 3 % 3l A (
Arjantin 12 AN 12 215 43
Tirkiye 12 ) i 5 R
Fas 305 | 10 I |
Diger % 30 i 208 N
Toplam (AR 803 §3 83 g3

Tablo 1,2°de goriildiigi gibi zeytinyagi ihracatinda iiretimle paralel olarak en
cok ihracat yapan AB iilkeleri olmak iizere iken, akabininde ise Tunus ve Tiirkiye bu
tilkeleri takip etmektedir. Zeytinyag:i ithalatinda gelismis iilkelerin ilk siralar
aldiklar1 goriilmektedir. Ithalatta % 33’lere varan oranla ABD ilk sirayr alirken AB
iilkeleri arasinda dzellikle Italya iiretici ve ihracat¢1 olmasina ragmen ayni zamanda

onemli bir ithalatei iilke olarak goriilmektedir.



Tablo 1.3: Diinya Zeytin ithalat1 ( Bin Ton ) (UZK) [10].

ULKELRR | 200708 | 20009 | 200910 | 00041 | 00002 | 20003 | 200304 | 0043
ABD | M| OB B[] 3B 2% 3025 1945
AB |62 % i i ) 137 5] 195

Brezlya | 40 £ 1 05 | 6l 08 A 125 6.
Jpomya | 1 LA I (AT AR ) i l )
Kamada | 29 i i 0o R i LI 313

Avistralva | 27 3 ) b 313 i i ]

Diger | 104 | 19 | 1% | IBS [ & | 20§ 0y 3
Toplam | 636 | 6005 | o2 | M43 | 79 | 85 | N3 1

Tablo 1.4: Tirkiye'de bolgelere gore agag sayisi, dikim alani, tiretim ve {iretim orani

[11].
BOLGELER | Dikim Alam1 | Dikim Alan | Toplam Uretim | Uretim
(ha) Pay1 (%) (T) Pay1 (%)
Ege 454.290.00 62.0 760.094.00 53.0
Marmara 115.008.00 16.0 260.987.00 18.0
Akdeniz 106.189.00 15.0 328.601.00 23.0
Giineydogu 56.476.00 8.0 68.369.00 6.0
Karadeniz 349.00 0.2 3.236.00 2.2
Toplam 732.314.00 100.0 1.421.288.00 100.0




Tiirkiye’de tarim sektoriine ve bu iliskiden dolay1 iilke ekonomisine katkisi
acisindan ciddi bir 6neme sahip tarimsal iiriinlerden biri olan zeytin, iilkemiz tarim
ekonomisinde en énemli on iiriin i¢erisinde yer almaktadir. Diinyadaki 6nemli zeytin
tireticilerinden biri olan iilkemiz diinya zeytin liretiminin %7.46’sini1, zeytinyagi
{iretiminin %3.54’{inii, gerceklestirmektedir [10]. Ulkemizde zeytin yetistiriciliginin
782 bin ha alan ile toplam tarim arazileri i¢indeki pay1 %3,2’dir. Uretilen zeytinin
%64’ yaghk ¢esitlerden olus- maktadir. Uretiminin %47’si Ege Bolgesinde
yapilmakta ve bunun da %631 yaglik zeytin olarak degerlendirilmektedir. Marmara

Bolgesindeki tiretimin ise %41°1 sofralik zeytindir [11].

Tiirkiye’de Aydin, Izmir, Mugla, Balikesir, Bursa, Manisa, Canakkale,
Gaziantep ve Mersin 0nemli zeytin {iretimi yapilan illerdir. Ege, Marmara, Akdeniz,
Gilineydogu Anadolu Bolgeleri ise 6nemli zeytin iireten bolgelerimizdir. Tiirkiye’de
sofralik zeytin {iretimi, son on yilda ciddi bir artis gostermistir. Sofralik zeytinde
ozelikle giiney marmarada bulunan Gemlik, Izmit ve Mudanya ilgelerinde
tiretilmektedir. Tiirkiye’de sofralik zeytin iiretiminin artmasi ile kiiresel 1sinma gibi
olumsuz iklimsel kosullara ragmen bu ylikselisi, gen¢ niifusun biiyiik sehirlere go¢
etmesi ve arazilerin daha az is gilicii ve bakim istegi olan zeytincilige acilmasina,
sertifikali fidan kullanarak bahge tesisine uygulanan yiiksek destekleme primlerine
baglamak miimkiindiir. Ayrica, zeytin fidanciliginin ¢ok gelismis olmasi ve her
alanda kolaylikla bulunabilmesinin ve en onemlisi de, sofralik zeytin iiretiminin iyi
getiri saglayan bir tarimsal faaliyet kolu olmasmin etkisi oldugundan da s6z
edilebilir.

Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan en 6nemli sofralik zeytin cesitleri Gemlik,
Ayvalik, Domat, Memecik, Erkence, Uslu, Esek Zeytini, Yamalak Saris1 ve Edincik
Su gesitleridir. Bu ¢esitler igerisinde siyah sofralik olarak degerlendirilen Gemlik
cesidi, yliksek sofralik kalitesi ve Tiirkiye icerisindeki yayilis1 bakimindan biiyiik

onem tagimaktadir [12].

Yapilan bir¢cok arastirma zeytininin bilesimine ve sofralik o6zelliklerine,
yetistirildigi yorenin ve isleme yonteminin belirgin bir etkisi oldugunu gostermistir

[13]. Zeytinin orijin merkezlerinden birisi olarak kabul edilen Tirkiye zeytin



cesitliligi bakimindan son derece zengindir [14]. Zeytincilik Arastirma Enstitiisii’niin
1968 yilindan beri yapmis oldugu surveylerde 89 genotip belirlenmis ve tescil
ettirilmistir. Sofralik zeytin kalitesine etki eden en O6nemli zararlilar; “Zeytin Kara
Kosnili” (Saissetia oleae Olivier), “Zeytin Kabuklu Biti” (Parlatoria oleae COLV.),
“Zeytin Sinegi” (Bactrocera oleae Gmelin), “Zeytin Giivesi” (Prays oleae Bern.)’dir.
Ayrica iiretimde karsilagilan en 6nemli zararlilardan dacus zarari; “Akdeniz Meyve
Sinegi” (Ceratitis capitata) adin1 alan bir sinek tarafindan yapilir. Bu sinegin verdigi
zarar Ozellikle yesil sofralik zeytinlerin ticari degerini tamamen yok etmektedir . Bu

zararllarla kiiltiirel ve kimyasal miicadele miimkiindiir [15].

1.1.3 Uslu Zeytin Cesidi

Akhisar’a 6zgili bir ¢esittir [16]. Agac1 olduk¢a genis bir tag olusturur. Bu
nedenle fidan dikim mesafeleri fazladir. Meyve oval ve orta biiyiikliikkte ucu memesiz
ve yuvarlaktir [17]. Soguga karsi oldukca duyarlidir. Meyve kabugu ince ve hassas
oldugu i¢in toplama sirasinda kolay berelenir. Uslu ¢esidi genellikle siyah sofralik
olarak degerlendirilir [3]. Uslu Zeytin kolay tane doken bir yapiya sahiptir.
Meyveleri iri olup mor-siyah arasi renktedir. Yag oran1 %20’dir [8]. Uslu zeytin
cesidi yagmin son derece diisiik bir oksidatif stabiliteye sahip oldugu seklinde
zeytinyagi sektoriinde yaygin bir anlayis vardir [9].

Bu calismada Uslu (Meyvesini kolay birakan) zeytin ¢esidinin iki 6nemli
geni calisilmistir, UPK 184 (Mikrotibiil iligkili protein) ve UPK195( Glikoz 6-Fosfat
1-Epimeraz) Iki z1t karaktere sahip olan bu ¢esidler arasinda meyve pedisellerinden
elde edilen cDNA molekiilleri incelenmis ve bunlarin zeytin ¢esidine veya pedisele
has olup olmadiklarinin ve meyve dokiilmesi ile olan iliskilerinin tespit edilmesi

amaclanmustir.

1.2 Mikrotiibiil iliskili Protein Nedir?

Mikrotiibiiller, alfa ve beta tubulin heterodimerlerinden olusan hiicre iskeleti

polimerleridirler. Hiicre i¢in son derece gerekli olup hiicre taginmasi, hiicre hareketi,



hiicre boliinmesi gibi hiicre i¢in hayati énem tasiyan olaylarda goérevlidirler. Sinir
hiicrelerinde, MTler hiicrenin biiylimesine destek saglamakla beraber hiicresel
yapinin sekillenmesinde, akson ve dendritlerin olusumunda da etkilidirler. Ayrica
MTler organel gibi molekiillerin akson boyunca ¢ift yonlii tasinmasinda da demir

yolu vazifesi gérmektedirler [18].

Mikrotiibiil baglantili protein (MAP90), bitki hiicrelerinin degismesinde
hayati Oneme sahip mikrotiibiillerin hareketlerini ve organizasyonlarini
ayarlamaktadir. Mikrotiibiil ve mikrofilament agindan olusan apikal hiicre iskeleti,
hiicre sitoplazmasindaki silyumun bazal kisimlarinin (bazal cisim ve bazal ayak)
sikica tutulmasindan sorumludur [19]. Silya hayvanlarda, protozoada ve bazi
bitkilerde bulunan ve spermatozoal flagella ile morfolojik benzerlik gosteren
karmagik yapida Okaryotik organellerdir [20]. Silya, 360’in iizerinde proteinden
olusmus, ileri derecede 6zellesmis kompleks organellerdir [21]. Respiratuvar silya 6
um uzunlugunda ve 200-250 nm c¢apindadir [22]. Her bir silyum 2 merkezi
mikrotiibiil etrafinda dizilmis 9 periferik mikrotiibiil ¢iftinden olusan 9+2 aksonem
yapis1 gosterir. Periferik ciftlerin her biri A ve B tiibiillerinden meydana gelir [23].
A tiibiiliinde 13, B tiibiiliinde ise 11 protofilament bulunur. Protofilamentler alfa ve
beta tiibiiliin heterodimerlerinin birlesmesiyle olusurlar. Merkezi mikrotiibiil ¢ifti (C1
ve C2), 13 tiibiilin protofilamentinden olusur ve yapisal ve biyokimyasal olarak

asimetriktir.

Merkezi mikrotiibiil ¢ifti, kom- su silyadaki merkezi ¢ifte gore oryantasyon
gosterir. Bu oryantasyon silyer hareketin koordinasyonunda Onemlidir  [24].
Mikrotiibiiliin  merkezi ¢ifti 23 06zglin polipeptid iceren 13 protofilamentten
olusmakla birlikte, islevsel ve biyokimyasal olarak dis mikrotiibiil ¢iftlerinden ayrilir

[25].

Mikrotiibiil iligkili protein kinaz (MAPK)/ekstraseliiler sinyal-regiile kinaz
(ERK) ve protein kinaz C (PKC) sinyal yolaklar1 aracilig ile kalsiyum alimini ve
protein sentezini iyilestirmektedir [26]. Alzheimer hastalig1 olan beyin dokusunda
norofibrille yumaklarin olusmasi i¢in mikrotiibiil iligkili tau protein rol oynamaktir
[27]. Mikrotiibiiler islevlerle ilgili bir parametre olan tirozinlenmis/tirozinlenmemis
alfa-tubulin oranm (Tyr/Glu-Tub) ve MAP-2 ekspresyonunun hipokampal bolgede

azalmasi yeni obje tanima testi ile saptanan bellek bozukluklarinda belirleyici bir
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bulgudur. Agomelatinin  hipokampal yapyda Tyr/Glu-Tub ve MAP-2 gibi
mikrotiibiiler dinamiklerle iliskili elemanlar1 artirict etkilerinin  antidepresan
etkilerinin yam sira bellek iizerine olumlu etkileri ile de iligkili olabilecegi ileri

strilmustiir [28].

1.2.1 Tau protein

Tau protein, néronlarin aksonlarinda yerlesmis mikrotubul iligkili proteindir.
Aksonal mikrotubullere baglanarak onlari stabilize eder. Tau’nun Serin ve Treonin
kinazlar tarafindan fosforilasyonu, proteinin normal ve patolojik fonksiyonlarin
diizenler [29]. Parkinson hastaligi (PH) yaslilarda Alzheimer hastaligindan sonra
ikinci siklikta goriilen norodejeneratif hastaliktir. PH'nin ¢ogu sporadik olmasina
karsin, zincir analizleri ile c¢esitli mendel genlerinde patojenik mutasyonlar
gosterilmistir. MAPT (mikrotubul iligkili tau) geninde degisimin islev kaybi

mutasyonlariin PH risk faktorii olduklart kanitlanmistir [30].

1.2.2 Mikrotiibil Kesilmesinin Regiilasyonu

Hiicreler “dinamik kararsizlik” adi verilen mekanizma ile MTlerini yeniden
yapilandirmaktadirlar. Ancak sinir hiicrelerinde oldugu gibi, bir¢ok hiicre tipi
karmasik MT agma sahiptir. Bu hiicrelerin MT yapilanmalarin1 dinamik kararsizlik
ile agiklamak, 6zellikle de MTler baska proteinler ile de etkilesim halindeyken
olduke¢a giictiir. Bu bulgular MTlerin hiicre i¢i hareketini agiklamaya calisan bagka
modellerin de mevcut oldugunu diisiindiirmektedir. Uzerinde calistigimiz modele
gore (“kes ve kos” modeli), uzun MTler duragan, kisa MTler ise hareketlidirler. Bu
modele gore, hiicreler MTlerini hareketli hale getirmek i¢in onlarin katanin, spastin
gibi proteinler tarafindan kesilip, kiiciik parcalara ayrilmasini saglamaktadirlar. Kisa
MTler tekrardan uzun hale gegtiklerinde ise hareket yeteneklerini kaybetmektedirler.
Katanin ve spastin MT kesici enzimlerdir. Katanin, karakterizasyonu en giizel
yapilan MT kesen proteinlerinden biridir. Iki alt iiniteden olusur, p60 ve p80. En az
onun kadar popiiler olan diger bir MT bdlme proteini de spastindir ve p60—katanin alt

tinitesi ile biiylik benzerlik gostermektedir. Spastinin en fazla ilgi ¢geken proteinlerden
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biri haline gelmesinin nedeni de bu proteinin MT temel hiicre biyolojisini nérolojik
hastaliklarla birlestirmesidir. Spastinin mutasyonunda kalitsal spastik parapleji

rahatsizligina neden oldugu bilinmektedir.

1.3  Epimeraz Nedir?

Tek bir karbon atomunun konfigiirasyonu (uzaydaki li¢ boyutlu diizenlenisi)
bakimindan farkli olan izomerlere epimer, bu raksiyonlar1 katalizleyen enzimlere ise

epimeraz ad1 verilir.

1.4 Glikoliz Nedir?

Glikoliz, glukozun c¢esitli enzimler yardimiyla birbirini takip eden
asamalardan gegerek piriivata kadar pargalanmasi olayidir [31]. Bir molekiil
glukozun glikolizi sonucunda iki molekiil piiriivat meydana gelir. Glikoliz, birbirini
takip eden dokuz satha sonucunda gergeklesir. Her bir reaksiyon basamaginda ayri
bir enzim gorev yapmak suretiyle, tepkime boyunca dokuz cesit enzim faaliyet

gosterir.

Glikoliz temel basamaklarin yaninda, hiicrenin temel yapitaslarinin
olusumunu saglayan dagilim noktalarini igerir (amino asitler, niikleotitler gibi). Bu
dagilim noktalarindan biri glikolitik yolun pentoz fosfat yolu ile birlestigi glikoz-6-
fosfat dagilim noktasidir. Bu noktada glikoz-6-fosfat fosfoglikoz izomeraz enzimi ile
fruktoz-6-fosfata doniigebilir ya da pentoz fosfat yolunun ilk enzimi olan glikoz-6-
fosfat dehidrogenaz enzimi ile 6-fosfoglukanolaktona doniisiir [32]. Aldolazin
kataliziyle dihidroksiaseton fosfat ve D-gliseraldehit-3-fosfat meydana gelir.
Tersinirdir, regiilasyonu yoktur. Boylece glikolizin ilk asamasi tamamlanir. Bu iki
iriin triozfosfat izomeraz ile birbirine doniisebilir. Reaksiyon daha cok glikoliz

yoniine isleyeceginden, gliseraldehit-3-fosfat daha ¢ok olusur [33].

Glukozun metabolik dongiisiiile ilgili kapsamli bir calisma yiizlerce veya
binlerce doniisiimii igerebilir. Yiiksek bitki, hayvan ve insanlarda glukoz ii¢ temel

yola sahiptir: depo edilebilir (polisakkarit veya sukroz olarak), glikoliz yoluyla ii¢
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karbonlu bilesiklere oksitlenebilir (piriivat), veya pentoz fosfat (fosfoglukonat)

yoluyla pentozlara oksitlenebilir.

Glikojen
nisasta, sukroz
A
dipo
Glukoz
pentozfosfat
yoluyla oksidasyon glikoliz yoluyla
oksidasyon
Riboz 5-fosfat Pirtivat

Sekil 1.2: Glikozun kullanilma yollar1 [33].

1.5  Glukoz 6-fosfatin glukoza doniisiimii

Glukoz 6-fosfatin defosforillenmesiyle glukoz olusur. Reaksiyonun enzimi
glukoz 6-fosfataz ‘dir. Glukoz 6-fosfat H20 — Glukoz + Pi AGo0=-13,8
kj/molKofaktér: Mg+2Bu enzim glukoneogenezin goriilmedigi beyin ve kas
hiicrelerinde bulunmaz. Bunun yerine karaciger veya bobrekte glukoneogenezle
tiretilen veya besinlerle alinan glukoz kan dolagimiyla beyin ve kasa gotiiriiliir [34].
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0O ATP ADP
H

N
OH H hexokinase
OH

HO

H OH

Glucose Glucose 6-phosphate

AG"™ = -16.7 kd/mol

Sekil 1.3: Glukoz ve Glukoz-6-Fosfatin agik formiilii [34].

Glukoz-6-fosfatin, fruktoz-6-fosfata doniisiimii;

Glukoz-6-fosfatin, fruktoz-6- fosfata izomerizasyonudur (Sekil 1:3 ) .Aldehid
grubu keto grubuna degisir, aldoz seker ketoz sekere doniisiir. Bunu saglayan enzim
Glukoz 6- fosfat izomeraz= fosfoheksoz izomerazdir ve bu olay geri doniigiimlii bir

reaksiyondur [35].

4 2
H OH
Glucose 6-phosphate Fructose 6-phosphate

AG" = 1.7 kJ/mol

Sekil 1.4: Fruktoz 6-Fosfat ve Glukoz 6-Fosfatin agik gosterimi [35].
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1.6 Pentoz fosfat yolu ve Glikoz-6-Fosfat-1-Epimeraz

Pentoz fosfat yolu ile yag asidlerinin sentezi, kolesterol sentezi, safra asidi
sentezleri reaksiyonlar1 yapilmaktadir. Steroid hormonlar dedigimiz testesteron,
Ostrojen gibi hormonlarin sentezinde pentoz fosfat yolu reaksiyonlar1 neticesinde
sekillenmektedir. Pentoz fosfat yolu ile yaglarin sindirimi yapilmakta,
norotransimetter madde dedigimiz sinir sistemi ile alakali elektronlarin verici olarak
gorevlerde kullanilmaktadir [36]. Escherichia coli ile yapilan pentoz-fosfat yolu
calismalarinda, glikoz veya pentoz gibi sekerlerin parcalanmasina yonelik bir yol
olarak roliine ek olarak, hiicreye amino asitlerin, vitaminlerin, niikleotitlerin ve hiicre
duvar bilesenlerinin anabolizmasi i¢in ara maddeler saglar. . Oksidatif dali sayesinde
NADPH'nin ana kaynagidir. NADP'ye bagimli 6-fosfo-glukonat dehidrojenaz (gnd)
icin genin ifadesi, Escherichia colinin biiyiime orani ile diizenlenir [37]. Pentoz fosfat
yolunda dedigimiz durum karacigerde, yag bezleri, siite bezleri ve adrenal korteks de
gerceklesen bir olay olup, bu yol ile enerji sentezi ( NADPH, Riboz fosfat sentezi, 3-
7 karbonlu sekerlerin utilizasyonu) elde edilir. Pentoz fosfat yolu reaksiyonlari,
oksidadif ve non-oksidatif reaksiyonlar olarak ikiye ayrilirlar. Pentoz fosfat yolu ile
oksidatif reaksiyonlar NADPH ve Riboz fasfat sentezidir. Pentoz fosfat yolu ile non-
oksidatif reaksiyon ise 3-7 karbonlu sekerlerin kullanilmas: ile enerji elde
edilmesidir. Pentoz fosfat yolu, her ikisi de pentoz fosfat olusumuna dogru ¢aligan iki
ayr1 yol olarak islev goriir. Iki yolun kontrolii tartigtlmuistir [38]. Tarif edilen
enzimlerin bazilart dogada genis Olgiide dagilmamakta, ancak yalnizca belirli
hiicrelerde veya dokularda, 6rnegin; glukoz dehidrojenaz, glukoz oksidaz, aldoz 1-
epimeraz ve glukoz-6-fosfat 1-epimeraz ve arastirilan enzimler farkli biyolojik
kaynaklardan gelmektedir. Bu nedenle, reaksiyon semasi, bir veya tiim hiicreler i¢in

temsili olarak kabul edilmemelidir.

Salas ve arkadaslari, glukosfosfat izomerazin spesifik olmayan bir sekilde D-
glukopiranoz-6-fosfatin [39] izomerizasyonunu Katalize ettigi ve izomerizasyon
reaksiyonuna ek olarak, bu enzim ayrica 3-D-glikopiranoz6-fosfat'nin anomerizasyon
reaksiyonlarini katalize ettigini; dahas1 mayadan glukosfosfat izomerazin D-mannoz-
6-fosfata dogru anomeraz aktivitesi gosterdigi bildirilmistir [40]. D-glukoz-6-fosfata
kars1 anomeraz etkinligi tavsan kasi, E. coli, Rhodotorulagr cilis, patates yumrulari,

sican karacigeri, sican bobregi ve sigan kasi glukosfosfat izomerazi igin de
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gosterilebilir. D-glukoz ig¢in, aldoz I-epimeraz, glukoz-6.fosfat I-epimeraz ve
glukosifosfat izomeraz ile katalizlenen D-glukoz-6-fosfat ve D-fruktoz-6-fosfat
anomerizasyon reaksiyonlart meydana gelir. Keston tarafindan one siiriildiigi gibi

seker tasinmasinda 1-epimerazin olas1 bir islevi tartismalidir [41].

Arastirilan tim hiicrelerde ve dokularda, D-glukoz-6-fosfatin
anomerizasyonunun, glukosfosfat izomeraraz ile katalize edildigi gosterilmistir.
Glukozfosfatin mayadan ve tavsan kasindan izomeraz oldugu gosterilmistir. D-
glukoz-6-fosfata karsi anomeraz aktivitesi gosterdigi, glukosfosfat olup olmadigi

arastirtlmaktadir [42].

CH O H
|
_ C=0
Efitmerase |
x::—-I:—H
CH O H / H—'|3—C'H
t—o CHOF 032"
| wlulose-5-
H—'f|3—':'|—| phosphate
H—-I:—r::uH H'I3=C'
CHp O PO E \ H—CI:—C:IH
ribulose-5- H—— o H

phosphate Iszsomerase
H—EI—C:IH
CHe O PO
rhozse-5-
phosphate

Sekil 1.5: Riboz 5-Fosfat gosterimi [42].

Pentoz fosfat yolunda glukoz 6-fosfat, riboz 5-fosfata ve CO>'ye oksitlenirken
NADPH fiiretilir. Bu bes karbonlu seker ve onun tiirevleri, ATP, CoA, NAD+, FAD,
RNA ve DNA gibi hayati 6neme sahip biyomolekiillerin bilesenleridir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1  Biyoinformatik Analiz

Balikesir Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii'nde daha
onceden olusturulan cDNA kiitiiphanesinden temin edilen “UPK 184" ve “UPK 195
kodlu dizinin benzerlik gosterdigi niikleotit dizilerini saptamak i¢in; NCBI veri
tabanindaki BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) [43] programinin
“nBLAST” (Nucleotide Basic Local Alignment Search Tool) sekmesi kullanilarak
benzerlik gosteren diziler her gen igin ayr1 ayri tespit edildi. Daha sonra cDNA
dizisinin BioEdit [44] programindaki “Sorted Six - Frame Translation” sekmesi ile
acik okuma cergevesi (ORF) belirlendi. Bulunan amino asit dizisine gore; NCBI veri
tabanindaki BLAST [43] programinin “pBLAST” (Protein Basic Local Alignment
Search Tool) sekmesi yardimiyla protein dizisine benzerlik gosterenlerin
belirlenmesinin yani sira her iki dizi i¢in en yakin benzerlik gosterdigi gen ailesi

tespit edildi.

lear Query subrange &)

From
To
Or, upload file Dosya Seg |Dosya segimedi
Job Title Upk184-Microtubule associated protein
Enter a descriptive fitle for your BLAST search )
Align two or more sequences
Choose Search Set
Database Human genomic + transcript ''Mouse genomic + transcript ® Others (nr ete.)
Mucleotide collection (nrint)
Organism
Exclude .=
Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown
Exclude Models (XM/XP) " Uncultured/environmental sample sequences
Limit to Sequences from type material
Entrez Query YoullllT Create

Enter an Entrez query to fimit search @

Program Selection
Optimize for Highly similar sequences (megablast)

Mare dissimilar sequences (discontiguous megablast)
*' Somewhat similar sequences (blastn)

Choose a BLAST algorithm @)

Sekil 2.1: UPK 184 geni i¢in niikleotit blast.
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BLASTN programs search nucleotide databases using a nucleofide query. more... Resel page  Bookmark

QLEASTA cequence(s) ¢ Clear  Querysubrange

. O kT TGCAGAACAAGCAGCETT From
A TEACAGGGATECATTACTTTGUTCAGAMGTGGACMATATACCTCAGCACACCCACAMEAT
TGCGATCCTGGAT CATGAMAGAMAC GRACAT TTGTGATCCGT ANAGATGGGC T TCCTGATGCAGT TGTATEE TI]
AATCCT ARAGGCALTGGCTGATTT ACAAGCACATECTTTETGTTG ﬁ

e o

Or, upload file Dosya Seg | Dosya segimedi ]
Job Tile Upk 195-glucose-6-phosphate 1-epimerase-iie

Enter a descripive fitle for your BLAST search &

Align two or more sequences i

Choose Search Set
Database ini_® Others (nr efc.)
Nucleotide collection (nrint) Tg
Organism
Optional Exclude *
Enter organism common name, binamial, or tax id. Only 20 top taxa vill be shown &
Exclude Wodels (XMIXP) - Uncultured/environmental sample sequences
Optional
Limitto Sequences from type material
Optional
Entrez Query You{fT Create costom datzbase
Optional Enter an Enlrez query fo imil search @
Program Selection
Optimize for Highty similar sequences (megablast)

More dissimilar sequences (disconfiguous megablast)

* Somewhat similar sequences (blastn) G
Choose a BLAST aigorithm

LBU\S[ )| Seatch database Nucleofide collecton {nrnt)usig Blast (Optimize for somewhat simiar sequences)

Show results in a new window

Sekil 2.2: UPK 195 gen dizisi i¢in niikleotit blast gosterimi.

2.2 Kullanilan Cam Malzeme ve Plastik Malzemelerin Hazirlanmasi

Bu calismada kullamilan PCR tiipleri, beher, erlen, pipet uglari, ependorf
tiipleri gibi malzemeler ve 1s1ya dayanikli diger tiim malzemeleri ¢alisma Oncesinde
121 °C’de 20 dakika 1 atmosfer basingta otoklavlanarak olas1 mikroorganizmalardan
arinik edildi. Daha sonra uygun deney kosularinda kullanilmak iizere hazirlanilip

muhafaza edildi.
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2.3 Polimorfizm I¢in Bitki Materyali Toplama

Polimorfizim deneyleri yapmak i¢in zeytin (Olea europaea L.) ¢esitlerinin
yaprak ornekleri toplandi. Bu &rnekler, Edremit Zeytincilik Fidan Uretme
Istasyonu’nun zeytin bahgesinden temin edildi. Toplanan &rnekler Balikesir Ili
Damizlik Sigir Yetistiriciligi Birligi’nden alinan sivi azot icerisinde laboratuvara

getirildi ve uzun siire muhafaza edebilmek igin -80 °C dolabina yerlestirildi.

Tablo 2.1: Polimorfizim deneyleri i¢in toplanan zeytin gesitleri.

Olea europaea cv. Hojiblanca

Olea europaea cv. Domat

Olea europaea cv. Cormona

Olea europaea cv. Hermandos

Olea europaea cv. UB10

Olea europaea cv. Negral

Olea europaea cv. Memecik

Olea europaea cv. Cakir

© © N o g & W N

Olea europaea cv. Verdial

[EY
©

Olea europaea cv. UB1

[EEN
[EEN

. Olea europaea cv. UB3

[y
N

. Olea europaea cv. Kiraz

[y
w

. Olea europaea cv. Gemlik

[y
&

Olea europaea cv. Ascolana

[y
(S}

. Olea europaea cv. Leccino

[y
[op)

. Olea europaea cv. Izmir sofralik

[EY
~

. Olea europaea cv. Uslu

[EY
(o]

. Olea europaea cv. Ayvalik

[EY
©

. Olea europaea cv. Erkence

)
©

Olea europaea cv. Memeli

N
[y

. Olea europaea cv. Samanh

N
N

. Olea europaea cv. Gordales

N
w

. Olea europaea cv. Edincik su
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2.4  Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Tasarlanan primerlerin ¢alisip c¢alismadigini  ve niikleotit dizisinin

dogrulugunu kontrol etmek i¢in PCR [45] deneyleri yapildi.

PCR 25 pL’lik total hacimde manuel ve mix (kompotentlerin hazir karigimi)
olarak iki gesitte yapildi. Manuel PCR i¢in; 3uL gDNA, 1 uL Forward primer, 1 pL
Rewerse primer, 2.5 uL. NH4SOg4, 0.5 pL dNTP (A, T,G,S ), 2 uL DMSO, 1.5 uL
MgCL2, 13 uL dH20 ve 0.5 puL Tag DNA polimeraz kullanildi. Mix PCR igin; 2 uL
gDNA, 1 pL F primer, 1 pL R primer, 8.5 pL dH20 ve 12.5 pL mix (OneTaq®
Quick-Loader 2X MM w/Std Buffer) kullanildi. Primerlerin ¢alistig1 sicakliga gore
belirtilen PCR programi kullanildi.

M;WM@@@@“‘ / Kalip DNA

thfmmmlmmnmmm‘rﬁf'ﬁﬂrwm 1. Asama
Mwﬂwmimw Denatiirasyon

(94°C’de 1 dakika)
S Y T AT »
TﬂrrrrﬂTﬂ'TT A

¥ Ll » 2. Asama
‘”\J.LLIUJ.ILL : ;.% Primer Baglanmasi
(50-54°C"de 1 dak)

"‘Tﬂﬂrr-m-mﬂ
MMWLM|flU|IJ)lL(Ww| W s
¥ WWWmnmmrmm‘i‘n‘m
Bl T il H; b Yeni Zincir Sentezi
MM T P 11~ (72°C'de 2 dakika)
I gt g

Sekil 2.3: PCR ¢alisma asamasi [45].
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2.5  Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi i¢in Thermo Scientific (Waltham, Massachusetts,
ABD) firmasinin OWL EASYCAST™ B2 sistemi kullanildi. Elektroforozde
kullanilan agaroz Lonza (Massachusetts, ABD; Katalog No: 50004) markasindan,
TAE tamponu igin gerekli olan Tris-Base MERCK (Darmstadt, Almanya; Katalog
No: K41623287 118, Katalog No: K42846187 144) markasindan, EDTA ise
AppliChem (Darmstadt, Almanya; Katalog No: A5097,0250), MERCK (Darmstadt,
Almanya; Katalog No: K35629118 606 ) markalarindan temin edildi. 50X TAE
hazirlamak igin 242 gr Tris-Base, 57.1 mL Glocial asetik asit, 22 gr EDTA, 1L dH.0O
karistirildi ve karisim otokavlandi. Agaroz jel elektroforezinde kullanmak iizere 100
mL 50X’lik TAE, SL dH20 karistirilarak 1X TAE hazirlandi. Bu tampona alternatif
olarak 54 gr Tris-Base, 27,5 gr borik asit ve 20 mL 0.5 M’lik EDTA pH’1 8 olacak
sekilde 5X TBE tamponu hazirlandi. Bu tampon stok olarak kullanildi. 200 mL 5X
TBE’den alinarak iizerine 800 mL distile suyla tamamlandi ve 1X TBE hazirlandi.
Fakat yiiriitme tamponu i¢in 1X TBE’den 50 mL alinip tizeri 50 mL distile suyla
tamamlanarak 0.5 X TBE’ye seyreltilerek her defasinda taze hazirlandi. PCR
tirtinlerini yiriitmek i¢in % 1.2°lik agaroz jel hazirlandi. Bunun i¢in 1.2 gr agaroz
tartildi, erlene konuldu ve tizerine 150 mL 1X TAE eklendi ve mikrodalgada 2
dakika kaynatildi. Jel soguyana kadar jel sistemi ve kullanilacak taraklar saf su ile
yikandi. Jel 1lik hale geldiginde tizerine 1.5 pL EtBr (Etiidyum bromiir) eklendi ve 1-
2 dakika sonra taraklar1 takilmis olan jel kasetine dokiildii ve polimerlesmesi
beklendi. Jel polimerlesip Orneklerin yiiklenecegi kuyucuklar olustuktan sonra
taraklar ¢ikarildi. Sonrasinda jelin iizerini kaplayacak sekilde tanka 1X TAE eklendi.
Ilk kuyucuga DNA standardi olan Fermentas / Thermo Fisher Scientific (Waltham,
Massachusetts, ABD; Katalog No: #SM1333) firmasinin GeneRuler™ 1kb Plus
DNA Ladder raedy-to use 6 pL marker yiiklendi. Mix ile yapilan PCR sonucu elde
edilen iirinlerden boya ile karistirllmadan 5 pL, manuel PCR sonucu elde edilen
tirtinlerden ise 1 pL Fermentas / Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts,
ABDWaltham, Massachusetts, ABD Katalog No: R021)ile karigtirildiktan sonra 5
uL yiiklendi. Ornekler 140 volt, 200 amper 35 dakikada yiiriitiildii. Yiiriitiilen

ornekler UV transilliiminatoriinde goriintiilendi ve goriintii kaydedildi.
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Sekil 2.4: Agoroz jel hazirlama aparatlari

2.6 Genomik DNA (gDNA) izolasyonu

UPK184 ve UPK195 kodlu genlerimizin zeytin ¢esitleri arasinda polimorfizm
gosterip gostermedigini anlamak i¢in polimorfizm deneyleri kuruldu. Bunun ig¢in
oncelikle polimorfizm amaciyla toplanan zeytin yaprak orneklerinden QIAGEN
(Venlo, Hollanda) firmasinin DNeasy® Plant Mini Kiti ( Katalog No: 69104)
kullanilarak gDNA izolasyonu oncelikle yapilmak tizere su sekilde gergeklestirildi:
-80 °C’de s1v1 azot igerisinde saklanan yaprak ornekleri steril bir havanda iizerine
tekrar s1v1 azot eklenerek tokmak ile toz haline getirildi ve ependorfa alindi. Uzerine
400 uL AP1 tampon ve 4 uL RNase A eklendi. VVorteks yapilarak karigtirildi. Daha
sonra uygun ortam saglanarak, 65 °C’de 10 dk olmak iizere inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon devam ederken karisimin birbirilerine ge¢mesi igin ependorf 2-3 kez alt
st edildi. 130 uL P3 tampon ilave edildi, pipetajla karigtirildi ve 5 dk buzda
inkiibasyona birakildi. Ardindan 14000 rpm’de +4 °C’de 5 dk santrifiij yapildi.
Stipernatant mikropipet yardimi ile QlAshredder Mini Spin kolona (lila kolon)
aktarildi. Kolana aktarilan siipernat 14000 rpm’de +4 °C’de 2 dk santrifiij yapildi.

Kolon atildi ve supernatant mikropipet ile yeni bir ependorfa alindi. Uzerine
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stipernatantin 1.5 kati kadar AW1 tampon eklendi ve pipetaj ile karistirildi. Bu
karistmin 650 pL ‘si DNeasy Mini Spin kolona aktarildi. 8000 rpm’de +4 °C’de 1
dk santrifiij yapildi. Kolonun altindaki tiipteki sivi dokiildii ve karigimin geriye
kalan1 da DNeasy Mini Spin kolona aktarildi ve 8000rpm’de +4 °C’de 1 dk santrifijj
yapildi. Kolonun altindaki tiipteki sivi dokiildii. Kolona 500 uL. AW2 tampon
eklendi. 14000 rpm’de +4 °C’de 2 dk santrifiij yapildi. Kolon yeni bir ependorfa
alind1 ve kolona 100 uLL AE tampon eklendi. 5 dk oda sicakliginda beklendi. 8000
rpm’de +4 °C’de 1 dk santrifiij yapildi. Biitiin bu islemlerden gecildikten sora elde
edilen gDNA 6rnekleri kalip olarak kullanilmak iizere ; UPK 184 ve UPK195 genleri
icin Ozel tasarlanan primerler ile birlikte kullanilarak PCR [27] yapildi. PCR {irlinleri
agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii ve goriintiilendi. Goriintiileme sonucu markera
gore olmasi gereken biiyiikliikte tek ve parlak bant veren PCR iirlinii Ligand
Biyoteknoloji ticari firmasina dizilemeye gonderildi. Elimize ulasan dizileme
sonuclar1 BioEdit [28] programi kullanilarak hizalandi ve polimorfik bolge saptamasi
yapildi. Sonrasinda Phylogeny.fr (phylogeny.lirmm.fr) programi ile filogenetik agag
dizayn edildi.

2.7 RNA lzolasyonu

Zeytinin yaprak, meyve, ¢icek, siirglin, tomurcuk ve pedisel organlarindan
QIAGEN (Venlo, Hollanda) firmasinin RNeasy® Plant Mini kiti (Katalog No:
74904) kullanilarak RNA izolasyonu yapildi. RNA izolasyonu su sekilde yapilds;
oncelikle 450 pL RLF ve 5 pL B-merkaptaetanol karistirilarak lizis tampon
hazirlandi. Sonra zeytinin ilgili boliimlerindeki 6rnekler hi¢ sivi azot bitmeden
havanda ezildi. Sivi azotla birlikte ependorfa alindi ve ependorfun kapagi agik
birakildi. Uzerine lizis tampon eklendi. Sonrasinda bu karigim kolona aktarildi ve
14000 rpm’de 2 dk +4 °C’de sogutmali santrifiijde santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasinda kolon atildi ve kolonun altindaki tiipte bulunan karistmin yaris1 kadar
etanol eklendi. Daha iyi karigmalar i¢in pipetaj yapildi ve hemen bagka bir kolona
aktarildi. 10000 rpm’de 1 dk +4 °C’de sogutmal1 santrifiijde santrifiij edildi. Kolonun
altindaki tiipteki sivi dokiildii ve kolonun {izerine 700 pL. RW1 tampon eklendi.
10000 rpm’de 1 dk +4 °C’de sogutmali santrifiijde santrifiij edildi. Kolonun altindaki
tiipteki s1v1 dokiildii ve kolonun tizerine 500 uL RPE eklendi. Tekrar 10000 rpm’de 1
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dk +4 °C’de sogutmali santrifiijde santrifiij edildi. Bu islem bir kez daha tekrar
edildi. Bu sefer 10000 rpm’de 2 dk +4 °C’de sogutmali santrifiijde santrifiij edildi.
Bunun akabininde temiz bir tiipe kolon yerlestirildi ve 10000 rpm’de 1 dk +4 °C’de
sogutmal1 santrifiijde santrifiij edildi. Sonrasinda kolona 50 pLL RNase free water
eklendi ve 14000 rpm’de 1 dk +4 °C’de sogutmali santrifiijde santrifiij edildi. Bunun
sonucunda 1. Eliisyon elde edilmis oldu. Kolon bagka bir tiipe aktarildi ve yine 50 pL
RNase free water eklendi ve 14000 rpm’de 1 dk +4 °C’de sogutmali santrifiijde

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

2.8 Tamamlayici (Complementary) DNA (CDNA) Sentezi

Gergek zamanli PCR (RT-PCR) [29] i¢in RNA’dan Fermentas (Vinius,
Lithuania) firmasinin RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis kiti (Katalog
No: K163) kullanim kilavuzu kulanilarak cDNA sentezi yapildu.

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

2.9  Ger¢ek Zamanh PCR (RT-PCR)

UPK184 ve UPK195 kodlu genlerimizin zeytinin hangi organinda, ne zaman
ve ne kadar sentezlendigini tespit edebilmek i¢in RT-PCR [29] yapildi. RT-PCR i¢in
BIONEER (Kore) firmasinin AccuPower® GreenStar™ qPCR PreMix kiti (Katalog
No: K-6210) kullanildi.
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RT-PCR’da UPK 184 ve UPK 195 kodlu genlerin zeytinde ne kadar
sentezlendigi tespit edildi. RT-PCR [46] yapmak icin ; 1 uL ¢cDNA, 0.5 pL RT
primer F, 0.5 uL RT primer R, 18 uL DEPC su kullanildi.

RT-PCR [46] sonuglar1 Microsoft Excel’e aktarildi ve gerekli hesaplamalar

yapildi. Sonuglar dogrultusunda grafik olusturuldu ve yorumlandi.

2.10 Klonlama ve Transformasyon

Genin zeytindeki islevini belirlemek i¢in geni protein olarak tiretmek gerekir.
Bu amag¢ dogrultusunda oncelikle geni bir vektore klonlamak, vektdre klonlanan geni
bakteriye aktarmak, bakteriyi uygun sartlarda protein sentezi yapabilecek kapasiteye
kadar biiyiitmek gerekmektedir. Bu nedenle bir dizi deneyler yapilarak klonlama ve

transformasyon yapildi.

2.10.1 Klonlama i¢in Primer Dizaym

Klonlama 6ncesinde i¢inde hem vektoriin gen dizisinin bir kismin1 hem de
UPK184 ve UPK195 kodlu gen dizisinin bir kismini bulunduran bir ¢ift primer

tasarland1 (Tablo ) ve Macrogen firmasindan temin edildi.

Tablo 2.2: UPK 184 igin vektorlere klonlamak i¢in hazirlanan primerler.

Primerler Niikleotit Dizileri (5°-3°) Tm
Derecesi
UPK 184-F | GGTGATGATGATGACAAGATGATTTATCCTGGGT | 57.86
TTTATTA

UPK 184-R | GGAGATGGGAAGTCATTACTTTGCCCGAGTCGTC | 59.6
TGATGAC
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Tablo 2.3: UPK 195 geni i¢in vektorlere klonlama amaciyla hazirlanan primerler.

Primerler Niikleotit Dizileri (5°-3) m
Derecesi

UPK 195-F | GGTGATGATGATGACAAGATGCCATCTTTGTAC | 59.86
AAAAGCAG

UPK 195-R | GGTGATGATGATGACAAGATGCCATCTTTGTAC | 60.88
AAAAGCAG

2.10.2 Jelden Kazanim

Vektoriin geni igine alabilmesi i¢in ortamda sadece istenilen gen olmalidir. Bu
nedenle klonlama igin tasarlanan primerler ile kurulan PCR [45] sonucu elde edilen
irtinden saf/piirifiye DNA elde etmek gerekir. Bunun igin Thermo Fisher Scientific
(Waltham, Massachusetts, ABD) firmasinin GeneJET Gel Extarction kiti (Katalog
No: K0691) kullanim kilavuzu kullanilarak jelden kazanim yapildu.

Jelden kazanim i¢in Oncelikle tasarlanan primer ile zeytin meyve cDNA’s1
kalip olarak kullanilarak total hacmi 50uL olan bir PCR [45] kuruldu. Kalip olarak
meyve cDNA’st kullanilmasinin nedeni geninin RT-PCR [46] sonucunda en ¢ok
meyvede sentezlendiginin bulunmasidir. PCR {irliniinden SpL kuyucuga yiiklenerek
agaroz jel elektroforezinde yliriitiildii ve goriintiilendi. Beklenen yerde tek ve parlak
bant veren PCR iirliniiniin tamami1 agaroz jel elektroforezinde tekrar yuriitiildii ve
goriintiilendi. Goriintiilemeden sonra drnegin yiiklii oldugu kuyucuk UV 151k altinda
kesildi ve bir ependorfa konuldu. Sonra iizerine 350 pL Binding tampon eklendi ve
55 °C’de 10 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibe olan karistmdan 800uL kolona
konur ve 14000 rpm’de 1 dk santrifiij yapildi. Kolonun altindaki sivi dokiildii ve
kolona 100uL Binding tampon eklendi. Yine 14000 rpm’de 1 dk santrifiij yapildi.

26




Kolon yeni bir tiipe kondu ve kolona 700 pL yikama tamponu eklendi. 14000 rpm’de
1 dk santrifiij yapildi. Kolonun altindaki sivi dokiildii ve kolona higbir sey
eklenmeden tekrar 14000 rpm’de 1 dk santrifiij yapildi. Sonra kolona 50uL Eliisyon
tampon eklendi. 5 dk oda sicakliginda bekletildi. 14000 rpm’de 1 dk santrifiij yapildi.
Saf/ piirifiye DNA elde edildi.

Klonlama ve transformasyon asamasina gegmeden Once biitiin malzemelerin
hazir halde bulunmasi1 gerekir. Ciinkii klonlama asamasindan hemen sonra hig
beklemeden transformasyon asamasina gegilir ve yine hemen sonra inkiibasyon

asamasina gecilmelidir.

2.10.3 PCR Piirifikasyonu

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

Oncelikle 50 pL total hacimde hazirlnan PCR iiriinii agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiildii. Istenilen yerde bant gdsteren PCR iiriiniine 55 pL dH20
ilave edildi. toplam hacim 100 pL olarak ayarlandi. Uzerine 200 uL NT1(Baglanma
tamponu) ilave edildi ve bu karigim kitin igindeki kolona yiiklendi. 11000 rpm’de 30
saniye +4 °C’de santrifiij yapildi ve kolonun altindaki tiipteki sivi dokiildii. Kolona
700 uL NT3 (Yikama tamponu) eklendi ve 11000 rpm’de 30 saniye +4 °C’de
santrifiij yapildi. Kolonun altindaki tiipteki sivi dokiildii ve yine kolona 700puL NT3
(Yikama tamponu) eklendi ve 11000 rpm’de 30 saniye +4 °C’de santrifiij yapildi.
Kolonun altindaki tiipteki sivi dokiildii. kolona hicbir sey ilave edilmeden 11000
rpm’de 1 dakika +4 °C’de santrifiij yapildi. Kolonun altindaki tiip atildi ve kolon
yeni bir tiipe koyuldu. Kolona 30 uL NE (Eliisyon tamponu) konuldu. 1 dakika oda
sicakliginda bekletildikten sonra 11000 rpm’de 1 dakika +4 °C’de santrifiij yapildi.
Bu sefer kolon atild1 tiipte kalan s1v1 piirifiye DNA olarak -20 °C’de saklandi.
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2.10.4 Ampisilin Hazirlama ( 50 mg/mL)

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

2.10.5 LB Agar ve LB Broth Hazirlama

Mikroorganizmalarin ya da hiicrelerin biliylime ya da kiiltiir ortami1 kat1 ya da
stvi olabilir. LB (Luria — Bertani) broth biiylime LB (Luria — Bertani) agar ise kiiltiir

i¢in kullanilmaktadir.

LB agar hazirlanisinda Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, ABD)
firmasinin LB Agar1 (Katalog No: BP1425-500) kullanildi. 4 gr LB agar ve 100 mL
dH20 karistirildiktan sonra otoklavda steril hale getirildi. Otoklavdan sonra

sogumaya birakildi ve 1liyinca tizerine 100 pL ampsilin eklendi. Petrilere dokiildii.

LB broth i¢in 10 gr Triptone (Conda; Kat. No: 1612,00), 5 gr Yeast Extract
(Conda; Kat. No: 1702,00) ve 5 gr Sodyum Klorid (Chem Cruz; Kat. No: sc-
203274A) tartild1 ve tizeri 1 L saf su ile tamamlandi. ardindan otoklavlanarak steril

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

2.10.6 Kompetan Hiicre Hazirlama

E.coli DH10B, E. coli BL21 bakteri suslar1 tek koloni elde edebilmek i¢cin LB
agara [amp(-)] ekildi ve 1 gece 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Sonrasinda tek
koloni secilip 5 mL’lik LB brotha [amp(-)] aktarildi ve 1 gece 37 °C’de inkiibasyona
birakildi. 80 mL’lik LB brotha 2 mL onkiiltiirden eklendi. OD (canl1 hiicre sayis1) 0.2
olana kadar 37 °C’de ¢alkalamali inkiibatérde inkiibasyona birakildi. OD 0.2 olunca
1M MgCly’den 1.6 mL ve 1M glikozdan 888uL eklendi. OD 0.5 oluncaya kadar

28


https://www.google.com.tr/search?espv=2&biw=1347&bih=617&site=webhp&q=st+louis&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDMHhGVQwAAAA&sa=X&sqi=2&ved=0ahUKEwiNn4-Q2c7KAhWFcRQKHauCCIMQmxMIfigBMBI
https://www.google.com.tr/search?biw=1346&bih=617&q=waltham+ma&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&sqi=2&ved=0CIEBEJsTKAEwEWoVChMI7LPa8cumyAIVA90sCh1yvQcT

37°C’de calkalamali inkiibatdrde inkiibasyona devam edildi. OD 0.5 olunca buz
icinde +4 °C’de buzdolabina kaldirildi ve 2 sa. bekletildi. Bekleme agamasinda pH
5.5’te 23 mL IM CaCly, 17 mL 1M MnCl; ve 10 mL 1M NaAc karistirilarak 50
mL’lik tritalasyon tampon hazirlandi. Bekleme siiresi bittikten sonra 5000 rpm’de 5
dk santrifiij yapildi. Siipernatant atildi. Pellet 40 mL tritalasyon tamponda ¢oziildii.
Pellet ¢oziilince 5000 rpm’de 5 dk santirifiij yapildi. Siipernatant atildi ve pelletin
tizerine higbir sey eklemeden tekrar 5000 rpm’de 1 dk santrifiij yapildi. Pellet 3,4 mL
tritalasyon tampon ve 0.6 mL % 15°lik gliserol igeren 4 mL’lik tritalasyon tamponda
¢oziildii. Her bir ependorfa 50 pL dagitildi. - 80 °C’de muhafaza edildi.

2.10.7 Klonlama

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

ve klonlama kullanim kilavuzuna uygun yapildi.

Bunun i¢in bir ependorfa 7uL piirifiye DNA, 2uLL LIC tampon, 1uL T4 DNA
Polimeraz eklendi. 5 dk oda sicakliginda bekletildi. Sonra 0,6ul. EDTA ve
kullanilacak olan vektorden (pLATE 51) [37] 1uL ilave edildi.

2.10.8 Cogaltma Susuna Transformasyon

Transformasyon igin E. coli’nin bir ¢ogaltma susu olan DH10B kullanildi.
Bunun i¢in yaklasik 13 pL’lik hazirlanan vektor - piirifiye DNA karisimi -80 °C’de
ependorfta muhafaza edilen DH10B’ye aktarildi. 30 dk buzda bekletildi. Sonra 1s1
soku icin 42 °C’de 90 sn bekletildi. Tekrar 1-2 dk buzda bekletildi. Uzerine 450 pL
LB Broth yavas yavas eklendi ve 37 °C’de 1 sa 30 dk calkalamali inkiibatorde
inkiibasyona birakildi. Sonra 14000 rpm’de 1-2 dk santrifiij yapildi. Yaklagik 400 puL
kadar s1v1 atild1. Kalan s1v1 ile pellet pipetajyoluyla iyice karigtirild1 ve hazirlanan LB

agara yayma ekim yontemiyle ekildi. 37 °C’de 1 gece inkiibasyona birakildi.
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2.10.9 Koloni PCR ve Koloni Tarama

Bu islemin amac1 biiyliyen kolonileri daha ¢ok biiyiitmek ve protein sentezi
yapabilecek duruma getirmektir. Bunun i¢in 1 gece inkiibasyon sonrasi biiyliyen
bakteri kolonileri tarandi. Tek tek biiylimiis olan kolonilerden 10 tanesi se¢ildi. Ayri
ayrt PCR tiiplerine alind1 ve tizerlerine 10’ar pL saf su eklendi. Hazirlanmis olan
sulandirma oOrneklerinden 1 pL alinip kalip olarak kullanildi ve Thermo Fisher
Scientific (Waltham, Massachusetts, ABD) firmasinin aLICator LIC Cloning and
Expression kiti (Katalog No: K1251) primerleri ile PCR [27] kuruldu. Ornekler
agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii ve goriintiilendi. Goriintiilleme sonucunda tek
ve daha parlak bant veren PCR f{iriinii Ligand Biyoteknoloji ticari firmasina
dizilemeye gonderildi. Dizileme sonucu i¢inde gen tarandi yani vektdr geni igine
almis m1 ve DH10B susuna aktarim gergeklesmis mi diye kontrol edildi. Dizilemeye
gonderilen PCR iirlinlinde kalip olarak kullanilan sulandirma &rneginin tamami,
icinde 10 mL LB broth, 10 pL ampsilin bulunan 50 mL’lik falkona eklendi.
Falkonun agz1 hafif agik kalacak sekilde calkalamali inkiibatore yatay olarak kondu.
37 °C’de 1 gece inkiibasyona birakildi.

2.10.10 Plazmit izolasyonu

Plazmit izolasyonu i¢in Fermentas (Litvanya) firmasimnin GeneJET Plasmid

Miniprep kiti (Katalog No: K0502) kullanild:.

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

Falkonda kalan pelletin iizerine 250 pL Resuspansion solution eklendi ve
pipetaj yoluyla iyice karistirildi. Sonra 250 pL lizis soliisyon eklendi ve yavas yavas
pipetaj yoluyla karistirildi. Bu karisim ependorfa aktarildi. Uzerine 350 pL
neutralization solution eklendi ve 3-5 kez alt iist edildi. Sonra 14000 rpm’de 5 dk
santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 s1v1 kisim kolona aktarildi ve tekrar 14000 rpm’de 1
dk santrifiij yapildi. Kolonun altindaki siv1 atildi ve kolona 500 pL. Wash solution
eklendi, 14000 rpm’de 1 dk santrifiij yapildi. Yine kolonun altindaki siv1 atild1 ve
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kolona 500 pL. Wash solution eklendi, 14000 rpm’de 1 dk santrifiij yapildi. Kolonun
altindaki sivi atildi ve kolona bir sey eklenmeden 14000 rpm’de 1 dk santrifiij
yapildi. Kolon bos bir tiipe aktarildi. Uzerine 50 pL eliisyon tampon eklendi. 5 dk
oda sicakliginda bekletildi. 14000 rpm’de 2 dk santrifiij yapildi. 1. Eliisyon elde
edildi. Sonra kolon baska tiipe aktarildi ve bu sefer iizerine 20 pL eliisyon tampon
eklendi. 14000 rpm’de 2 dk santrifiij yapildi. 2. Eliisyon elde edildi.

2.10.11 Spektrometre Ile Plazmit DNA Miktar Olciimii

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

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

2.10.12 Ekspresyon Susuna Plazmit Transformasyonu

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

Bir gece inkiibasyona birakilan hiicrelerin iiremesi sonucunda tek bir koloni
secildi ve i¢inde 10 mL LB broth ve 10 pL ampsilin [Sigma (Kat. No: A9518-5G)]
bulunan 50 mL’lik falkona eklendi. Falkonun agz1 hafif a¢ik kalacak sekilde yatay
olarak ¢alkalamali inkiibatore yerlestirildi. 37 °C’de 1 gece ¢alkalamali inkiibatorde
inkiibasyona birakildi. Ureme sonucunda bir erlene 90 mL LB broth, 12.5 pL
ampsilin [Sigma (Kat. No: A9518-5G)] ve 10 mL 1 gece inkiibasyona birakilmis
onkiltir eklendi. OD 0.6 oluncaya kadar 37 °C’de ¢alkalamali inkiibatérde
inkiibasyona birakildi. OD 0.6 oldugunda {izerine 1 mL laktozun kiikiirtlii bir
analogu olan IPTG (isopropil p-D-1-tiyogalaktopiranosid) [Thermo Scientific
(Lithuania; Kat. No: R0392)] eklenerek indiiklendi. 37 °C’de 1 gece galkalamali

inkiibatorde inkiibasyona birakildu.

2.12 IPTG Hazirlama

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

saklandi.

2.13 Hiicreleri Coktiirme ve Lizis

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

tiretilen protein hiicre artiklarindan uzaklastirilir.
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2.13.1 Hiicreleri Coktiirme

Coktiirme iglemi i¢in hiicreler 50 mL’lik falkonlara paylastirildi. 4000 rpm’de
20 dk santrifiij yapildiktan sonra siipernatant kismi atildi. Pellet ise lizis isleminin

hazirliklar yapilirken -20 °C’de saklandi.

2.13.2 Protamin Siilfat Hazirlama

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

¢Ozildi.

2.13.3 PMSF Hazirlama

PMSF (Fenilmetilsiilfonil florid) bir serin proteaz inhbitoriidiir. Hiicre
parcalanmasindan yani lizisinden sonra ilgilenilen proteini sindiren proteazlar
etkisiz hale getirmek i¢in kullanilir. Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri, ABD,
KatNo: P7626) firmasindan temin edilen PMSF’den 17,4 gr bir falkona eklendi ve 10

mL izopropanol ile ¢oziildii. -20 °C’de saklandi.

2.13.4 5 mL’lik Lizozim Hazirlama

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

paylastirildi. Aliiminyum folyo ile sarilarak -20 °C’de saklandi.
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2135 Lizis

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

Bu lizis yontemine alternatif olarak baska bir lizis yapilmistir: 1 pellet igin 2
mL buffer A ve 20 pL PMSF karisimi hazirland1 ve -20 °C’de saklanan pellet bu
karisim ile ¢oziildii. 1 spatiil kati lizozim bu karisim ile ¢oziilen 6rnegin tam
ortasinda dokiildii ve ¢ok kisa bir vorteks yapildi. Bu asamada lizozim yerine
ultrasonik banyo kullanilarak da pargalama islemi yapildi. Ardindan 20 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Bu esnada 1 mL’lik protamin siilfat hazirland1 (1 mL i¢in
0.03 gr protemin siilfat). Bekleme siiresi bittikten sonra bu karisimin {iserine 200 pL
protamin siilfat eklendi ve 15 dakika buzda bekletildi. sonrasinda artik siimiiksii bir
yapt kazanan karigim 2 ependorfa paylastirilarak 14000 rpm’de 5 dakika +4 °C’de
santrifiij yapildi. Protein elde edildi.

2.14 Buffer A Hazirlama

50 mM Hepes, 300 mM NaCl, 5 mM imidazol, 0.5 mM TCEP pH 7.5 olacak

sakilde karigtirilarak hazirland.

2.15 Protein Saflastirma

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

bir ependorfa alind1 ve {izerine "E2" (eliisyon) yazildi.

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

Bu islem bir kez daha yapild1 ve falkonun iizerine "E2" yazild1.

2.16 Tampon B Hazirlama

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

35



2.17 SDS Page Jel Elektroforezi ve Western Blot

SDS Page jel elektroforezi (Sodium Dodecyl Sulfate - Poly Acrylamide Jel
Elektroforez) [47]; SDS ile denatiire olan proteinlerin molekiiler agirliklarina gére
[48] poliakrilamid jelde ayrilmasi prensibine dayanir. Western blot [49] ise bir
protein sollisyonunda aranilan proteini 6zel antikorlar ile tespit etmek i¢in kullanilir.
Bu islemler i¢in BIO-RAD (Hercules, Kaliforniya, ABD) firmasinin Trans-Blot®
Turbo™ RTA Transfer kit, Nitrocellulose (Kat. No: 170-4270) kullanildi.

2.17.1 %15’lik Ayirma Jeli Hazirlama

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

karistirilarak hazirlandi.

Bisakrilamid iki akrilamid zinciri arasinda ¢apraz baglanmalar olusturur.
Bisakrilamid miktar1 arttik¢a jelde 1sinma fazlalagir, kirllganlik artar ve daha kolay
yikanir. APS polimerlesmeyi baslatirken TEMED ise bu olay1 katalizler. Bu nedenle
jel dokiilmeden hemen 6nce APS ve TEMED eklendi. Jel dokiildiikten sonra hava
kabarciklarini gidermek ve jeli diizeltmek i¢in jelin iizerine bir miktar izopropanol
dokiildii. Jel donduktan sonra izopropanol kurutma kagidi veya saf su ile

uzaklagtirildi.

2.17.2 Lower Tampon Hazirlama

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

Uzeri otoklavli su ile tamamlandi.
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2.17.3  %10’luk APS Hazirlama

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

otoklavli su ile hazirland.

2.17.4 Yigma Jeli Hazirlama

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

[Fermentas(Vinius, Lithuania; Kat. No: 111383)] karistitilarak hazirlandi. Jel

dokiildiikten sonra kuyucuklarin olusmasi i¢in tarak takildi.

2.17.5 Ust Tampon Hazirlama

1 Llik Upper tampon igin 6.6 gr Tris [MERCK (Darmstadt, Almanya;
Katalog No: K41623287 118, Katalog No: K42846187 144)], 0.4 gr
SDS[AppliChem (Darmstadt, Almanya; Katalog No: 151-21-3)] karistirildi ve tizeri

otoklavli su ile tamamlandi

2.17.6  Yiiriitme Tamponu Hazirlama

1 L’lik yiiriitme tamponu i¢in 100 mL 10X Tris-Glisin SDS tampon [BIO-
RAD (Hercules, Kaliforniya, ABD; Kat. N0:161-0732)] ve 900 mL otoklavli su
kullanild.
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2.17.7 Ornek Hazirlama

25 uL’lik ya da 50 pL’lik 6rnek hazirland1. 25 pL’lik 6rnek i¢in 20 pL 6rnek,
5 uL boya karistirildi. 50 uL’lik 6rnek i¢in ise; 45 pL 6rnek, 5 pL boya karistirildi.
Ornek yiikleme boyasi [BIO-RAD (Hercules, Kaliforniya, ABD) 4X Laemmli 6rnek
tampon; Kat. N0:161-0747] Betamerkaptoetanol (Sigma Kat. No: 125K0165) ile

muamele edilip kullanildi. Boya 6rnek sayisi ile orantili olacak sekilde hazirlandi.

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

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

molekiiler agirliklarina gore ayrilmasi i¢in 120 voltta 90 dk yirtitildi

2.17.8 Commasie Blue Boyama Teknigi

Bu boyama teknigi lizis isleminden sonra gerceklestirildi. Yiiriitiilen jel bir
kaba kondu ve Commasie Blue ile boyandi. 25°C’de ¢alkalamali inkiibatorde 45 dk
bekletildi. Boya once su ile sonra SDS renk agma soliisyonu (75 mL asetik asit
glicial, 50 mL metanol karistirilarak tizeri dH20 ile 1 L’ye tamamlandi) ile yikandi.
Renk a¢ma soliisyonu icinde 25°C’de 1 gece ¢alkalamali inkiibatoérde bekletildi. UV
transilliiminatoriinde molekiiler agirliklarina gore ayrilan proteinler goriintiilendi ve

goriintii kaydedildi.

2.17.9 Giimiis Boyama Teknigi

Commasie Blue boyama yontemine alternatif olarak protein saflastirildiktan
sonra yapilan glimiis boyama teknigi uygulandi. Yiiriitiilen jel 10 mL asetik asit, 40
mL etil alkol ve 50 mL dH2O ile hazirlanan ¢6zelti iginde 1 saat bekletildi.
sonrasinda jel dH20 ile 1 gece yikandi. Ertesi giin jel %0.02°lik sodyumtiyasilfat
(0.04 gr NaS20st, 200 mL dH20) iginde sadece 1 dakika tutuldu ve 3 kez 30 saniye
dH20 ile yikandi. Sonrasinda jel +4 °C’de soguk %0.1°lik glimiis nitrat ¢ozeltisinde
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(0.2 gr AgNO3, 200 mL dH20 ve 40 pL formaldehit ) 20 dakika bekletildi. Jel tekrar
3 kez 30 saniye dH20 ile yikand: ve yikanan jel yeni bir kaba alindi. 1 dakika dH20
ile yikandi. Jel %3 ‘likk sodyumkarbonat ¢ozeltisinde (15 gr Na2CO3, 250 mL dH20
ve 125 uL formaldehit) konuldu.

(Cozelti sar1 renk alinca yenisiyle degistirildi ve bu islem boyama belirgin
olana kadar devam etti. Jel 20 saniye dH2O ile yikandi. Yikandiktan sonra son islem
olarak jel %5 ‘lik asetikasit icinde 5 dakika bekletildi. %1°lik asetikasit icinde +4
°C’de saklanda.

2.18 Western Blot

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

gerceklestirilmistir.

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

membran gorilintiilendi ve goriintii kaydedildi.
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Sekil 2.5: Western Blot hazirlama asamasi.

2.19 Primerlerin Tasarim ve Sulandirilmasi

PCR [45] deneylerinde kullanilan spesifik primerler (Tablo 2.1) Primer3
Input Version 0.4.0 (bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0) programi kullanilarak tasarlandi.
Primerler Macrogenfirmasindan konsantre halde temin edildi. Temin edilen primerler
stok olarak saklamak igin tlizerinde yazan miktar kadar otoklavli su ile sulandirildi.
Sulandirilan primerlerden (100 reaksiyon igin) 10uL ependorfa alind1 tizeri 90 pL saf

su ile tamamlanarak PCR‘da [45] kullanilmak tizere hazir hale getirildi.

2.20  Polimorfizm icin Bitki Materyali Toplama

Var yil1, yok yili arastirmalart i¢in ve zeytinin c¢esitli organlar1 iizerinde
genimizi aramak, gerekli olan DNA ve RNA orneklerini elde etmek igin Balikesir,
Altieyliil Ilgesi civarinda yer alan iki aga¢ daha onceden belirlendi ve bu agaglar
tizerinden toplanan bitki dokularindan DNA ve RNA izolasyonlar1 yapildi. Doku
ornekleri meyve, yaprak, tomurcuk, cicek ve polen olacak sekilde sivi azotun igine

atilarak toplandi.
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3. BULGULAR

Calisilan bu tezde zeytin Glukoz-6-Fosfat-1-Epimeraz geni karakterize

edilmistir. Elde edilen bulgulara asagida yer verilmektedir

3.1 Bionformatik Analiz

Balikesir Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii’nde daha
onceden olusturulan cDNA kiitliphanesinden temin edilen “UPK184” ve “UPK195”
kodlu dizinin benzerlik gosterdigi niikleotit dizilerini saptamak ic¢in; NCBI veri
tabanindaki BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) [43] programinin
“nBLAST” (Nucleotide Basic Local Alignment Search Tool) sekmesi yardimiyla
benzerlik gosteren diziler her gen icin ayr1 ayri tespit edildi. Daha sonra cDNA
dizisinin BioEdit [44] programindaki “Sorted Six - Frame Translation” sekmesi ile
acik okuma cergevesi (ORF) belirlendi. Bulunan amino asit dizisine gore; NCBI veri
tabanindaki BLAST [43] programimin “pBLAST” (Protein Basic Local Alignment
Search Tool) sekmesi yardimiyla protein dizisine benzerlik gosterenlerin
belirlenmesinin yani sira her iki dizi i¢in en yakin benzerlik gosterdigi gen ailesi

tespit edildi.

Tahmini UPK184 ( mikrotiibiil iliskili proteinler) ve UPK195 (Glukoz-6-
Fosfat-1-Epimeraz) dizisinin zeytin taslak genom ve cDNA klon kiitiiphanesindeki
akrabalar1 ve kopyalarin1 bulabilmek igin CLC Genomics Workbench 7 [50]

programi kullanildi.

Mikrotiibiil iliskili proteinin ve Glukoz-6-Fosfat-1-Epimerazin aktif bolgesini
ve bu bolgenin 6zelligini tespit etmek icin NCBI veri tabanindan CDD (Conversed
Domain Database) programi kullanildi. Bu proteinlerin olasi {i¢ boyutlu yapisi ve

domain dizilerini belirlemek iginse Cn3D [51] programi kullanildu.
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MAP90 ve Glukoz-6-Fosfat-1-Epimerazin cCDNA dizisinin dogrulugunu tespit
etmek ve intron analizi yapmak i¢in Ligand Biyoteknoloji ticari firmasindan gelen

dizileme sonuglar1 BioEdit [44] programinda islenip, hizalandi.

Tahmini gen dizilerinin translasyon sonrasi Ozelliklerini tespit etmek igin
ExXPASy (www.expasy.org) [52] web sayfasindaki programlar kullanildi. SOSUI

programi ile genin tahmini hiicre i¢i lokasyonu belirlendi.

311 Mikrotiibiil iliskili proteinin ( UPK 184) icin Blast

Mikrotiibiil iligkili protein geninin niikleotit dizileri ~ NCBI veri
tabanindaki BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) [26] programinin
“nBLAST” (Nucleotide Basic Local Alignment Search Tool) sekmesi yardimiyla
benzerlik gosteren diziler her gen i¢in ayr1 ayri tespit edildi. Asagidaki sekillerde
goriildiigii gibi; Solanum lycopersicum(domates), Nicotiona benthamiana(tiitiin
bitkisi), Ricinus communis (Hint yagi bitkisi) ve Sesamum indicum (susam) gibi

canlilarla en ¢ok benzesme gosterdigi soylenilebilir.
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Color key for alignment scores
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Sekil 3.1: UPK 184 kodllu gen dizisinin BlastNCBI ' daki niikleotit blast sonuglari.
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Sekil 3.2: UPK 184 kodlu genin benzerlik gosterdigi canlilarin Blast sonuglari

UPK184:

En yuksek benzegme:

0b|FJ914316.1] Nicotiana benthamiana microtubule-associated protein (MAP90)
mRNA, complete cds

Length=3204

Score = 226 bits (250), Expect = Be-56

| dentiies = 314/435 (72%), Gaps = 16/435 (4%)

Strand=Plus/Plus

Sekil 3.3: UPK 184 kodlu genin en ¢ok benzesme gosterdigi canli tiirli 6rnegi.
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3.1.2 Glukoz -6- Foafat-1-Epimeraz (UPK 195 ) icin Blast

Mikrotiibiil iliskili protein geni igin yapilan ayni asamalar glukoz-6fosfat-1-
Epimeraz gen dizisi i¢inde yapildi. Soyleki; niikleotit dizileri NCBI veri tabanindaki
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) [43] programinin “nBLAST”
(Nucleotide Basic Local Alignment Search Tool) sekmesi yardimiyla benzerlik
gosteren diziler her gen i¢in ayri ayri tespit edilip; Ricinus communis (Hint yagi
bitkisi) ve Sesamum indicum (susam) gibi canlilarla en ¢ok benzesme gosterdigi

sOylenilebilir.

Color key for alignment scores
M =40 W 40-50 W s0-80 Ws0-200 MW ==200

| | | | | 1
1 60 120 180 240 300

Sekil 3.4: UPK 195 kodlu gen dizisi i¢in Blast.
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XM_011071626 PREDICTED: Sesamum indicum putative glucose-6-phosphate . 5=64

Color key for alignment scores

4050 80-200

I I I I I I
1 200 400 600 800 1000

Sekil 3.5: UPK 195 gen dizisinin susam bitkisine benzerligi.

Max ' Total Query E

|dent  Accession
score score cover value

Description

[J PREDICTED: Sesamum indicum putative glucose-8-phosphate 1-epimerase (LOC10515570¢ 392 392 100% 3e-105 89% XM_0110716262

[J PREDICTED: Daucus carota subsp. sativus putative glucose-8-phosphate 1-epimerase (LOC 365 365 100% 4e-97 87% XM_017387410.1
[J PREDICTED: Helianthus annuus putative gluccse-6-phosphate 1-epimerase (LOC11086554 360 360 99% 2e-95 87% XM_022114824.1
[J PREDICTED: Juglans regia putative glucose-8-phosphate 1-epimerase (LOC108979686).tra 360 360 99% 2e-95 87% XM_018950406.1
[J PREDICTED: Juglans regia putative glucose-8-phosphate 1-epimerase (LOC108979686).tra 360 360 99% 2e-95 87% XM_018950405.1
[J PREDICTED: Juglans regia putative glucose-8-phosphate 1-epimerase (LOC108979686). tra 360 360 99% 2e-95 87% XR_001994249.1
[J PREDICTED: Juglans regia putative glucose-8-phosphate 1-epimerase (LOC108979686). tra 360 360 99% 2e-95 87% XR_001994248.1
[J PREDICTED: Juglans regia putative glucose-8-phosphate 1-epimerase (LOC108979686).tra 360 360 99% 2e-95 87% XM_018950404.1
[J PREDICTED: Juglans regia putative glucose-8-phosphate 1-epimerase (LOC108979686).tra 360 360 99% 2e-95 87% XM_018950403.1

[J PREDICTED: Juglans regia putative glucose-8-phosphate 1-epimerase (LOC108979686).tra 360 360 99% 2e-95 87% XM_018950402.1
356 100% 2e-94 86% X\M_014637317.2

356 100% 2e-94 86% XM_022778170.1

356 100% 2e-04 86% XN 0227781651
|| _PREDICTED Vigna radiata var, rgdiaia oufative dlucose-S-ohosphate f-eoimerase (L0C1061 396306 _100% 2e:04 B86% X1 022778168.1 ]

Sekil 3.6: UPK 195 kodlu gen dizisinin Blast sonucu en ¢ok benzedigi canlilarin
goruntisi.
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— _
FREDICTED: Sesamum indicum putative glucose-6-phosphate 1-epimerase (LOC1051557
sSequence 1D: reflXM 011071626 1] Length: 1822 Number of Matches: 1

Range 1: 703 to 1313 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
641 bits{710) Ge-180 517/614(84%:) 18/614(2%) Plus,/Plus
Query &6 tEEACATTTGCATATCATACCTATTTCTCTGTTTCAGATATCAGTGAAGTTCGAGTCGAS 125

AR A EnninnInImian
Sbjct 783 TTTACATTTGCTTATCACACCTATTTCTCTGTTTCTGATATCAGTGAAGTACGGGTTGAA 762

Query 126 GOATTGGAARCTTTGEATTATCTTGATAATCTECAGRACAAGCAGCGTTTTACTGAACAA 1B

. PLELTERD B0 BURER Rt ee e e e vt eeet Peeng 1Rremneiens
Sbjct 763  GGATTGGAGACACTGGATTATCTTGATAATCTGCAGAACAAACAGCGATTTACTGAACAA 822

Query 188  GOGGATGCAATTACTTTTGAATCAGAAGTGOACAAAATATACCTCAGCACACCCACAAAG 245

. PLOLERRRUED A0 B0 T0 REORVRLEN 0 PEret CRRTELer 10 Fenttl
Sbjct 823  GGGGATGCAATCACCTTCGAGTCAGAAGTGGATAAGATATATCTCAGCACGCCTACARAG B82

kdaliihwstimimrmbaniibaiiimuimiiii s
S‘le:t 883 ATTGCAATTCTGRACCACGAAAAGAAGCGAACATTTGTCATTCGTARAGATGETCTTCLT o942

Query 386 GATGCAGTTGTATGGAATCCTTGOGATAAGAAGGCAAAGGCAATGOCTGATTTTGGAGAT 365

. PLLEE LEEER TELELEEE D EEEE L L EEEERERELE LT LEE] ]
Sbjct 943 GATGCCGTTGTCTGGAATCCTTGGGATAAGAAGGCARAGGCAATGGCTGATTTTGGAGAT 1002

Sekil 3.7: UPK 195 gen dizisinin Sesamum indicum ile ortiistiigti niikleotit dizileri.

UPK 195:
En yuksek benzesme:

ref XM 011071626.1| Ricinus communis aldose 1-epimerase, putative, mRNA
Length=726

GENE ID: 8269030 RCOM 0121410 | aldose 1-epimerase, putative [Ricinus communis]
Score =434 bits (480), Expect = 4e-118

Identities = 348/420 (83%). Gaps = 0/420 (0%)

Strand=Plus/Plus

Sekil 3.8: UPK 195 adli gen dizisinin en yiiksek benzesme gosterdigi canli.
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¢d09020 Sequence Cluster Sub-family Hierarchy

Zoom In | Interactive Display with CDTree IEI

©cdil08l  Aldose_epin
-.cd[lﬂ[llﬂ galactose_nutarotase_like

v D=hex=b=P=epi_like
-. cd03021  Aldose_epin_Ec_YphB
-.cd[lﬂilEE Aldose_epin_Ec_YihR
-Ocd09023 Aldose_epin_Ec_cdil1d
H()cd0902d  Aldose_epin_Lack
-.cd[lH[lEE Aldose_epin_51r1438
-’ cd09269  deoxyribose_mutarotase

Sekil 3.9: Glikoz-6-1-Epimeraz enzimin yakin oldugu filogenetik diyagrami.

3.1.3 Mikrotibiil Iliskili Proteinin i¢in BioEdit Program

Zeytin tahmini mikrotiibiil iliskili protein geninin (UPK 184) cDNA dizisinin
niikleotit kompozisyonu analiz sonuglar1 asagidaki sekilde 3:15 ‘de goriilmektedir.
Bu sonuclara gore 1105 niikleotit uzunlugundaki UPK184 kodlu dizinin %43.08
G+Cve

%356,92 A+T niikleotitleri igerdigi belirlendi. Bu kompozisyona bakildiginda Adenin

niikleotitinin daha fazla oldugu goriildii.
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DMA molacule: upk 184 GeC content: 4308%

Langth: 1105 basa pairs
Moleculsr weght 335025,00 Dakons, single stranded AT content: 56.92%

Miolecalar weight: BF0AE500 D.altors, double siranded

Nucleotide Composition
upk184

Sekil 3.10: Mikrotiibiil iliskili proteinin cDNA dizisi niikleotit kompozisyonu.

Mikrotiibiil iliskili protein geninin cDNA dizisini, Bioedit [44] programi
kullanilarak tespit edilen agik okuma cercevesi (ORF) sekil 3.9 gosterildi.Mikrotiibiil
iligkili protein geninin acik okuma g¢er¢evesinin amino asit kompozisyonu bakildi
(Sekil 3.10). Burada; serin ve 16sin amino asit igerigi sirastyla %13 ve %9 oldugu ,
glutamat ve lizin amino asitlerinin her ikisininde % 7 oldugu bunun yam sira;
glutamat gibi asidik o6zellikte, lizin gibi bazik ve serin gibi hidrofilik aminoasitleri-
nin bir arada bulunmasi kompleks amino asitlerin oldugu dikkati ¢ekmektedir.
BioEdit [44] programinin Kyte & Doolittle Scale Mean Hydrophobicity Profile [53]

sekmesi kullanilarak hidrofobisite gosterildi.
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yopkL8d: 3 to T76: Frame 3 258 8

A E oA RS L L L LA A ST R YRGS TGS SLILTSPRT PR DG
B RGeS R LRSS G DG R L LA S RS DE BTV DG VeV E TORNECUSERRYLG
AT SEE S ANE RS SPINCACHOTTRAK

Sekil 3.11: Mikrotiibiil iliskili protein geninin agik okuma gergevesi.

Amino Acid Composttion pr—

U184-PCR8F: 310 776: Frame 3 258 aa SERIN
ot S it it i i R
L L o TETRLSIRRL SRR SUSN SUPSR AR ¥ SN SRR S
1 B O SOal] RN SERMURNRE oz rrrer RS SIIITIRIERNSN  RELERUS RN BRCRL SO |
12, ----------------------------------------------------------------------------------------------- |
[T YO TR UL RPPUL FUUU PO Nt YR O PR SR DN JRRS RRPTRLANE Y RN SR S S
) el e e e e ] L UL ™ el el loe) bbbl
2N BESH ¥ B % H N B EeEN 8 ¥ B N R E [ _ |
|

Ala Cys Asp Gl Phe Gly Hs e Lys Leu l.fet Asn  Pro Gln Arg Ser Thr Val Trp Tyr
Amino Acid

Sekil 3.12: Mikrotiibiil iigkili protein geninin amino asit kompozisyonu.
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3.1.4 Glikoz-6-Fosfat-1-Epimeraz icin icin BioEdit Programm

Zeytinde tahmini Glikoz-6-Fosfat-1-Epimeraz (UPK195) geni igin CDNA
dizisinin niikleotit kompozisyonu analiz sonuglar1 asagidaki sekilde goriilmektedir.
Sekle bakildiginda 1100 niikleotit uzunlugundaki UPK195 kodlu dizinin %40,91
G+C ve %59,09 A+T niikleotitleri i¢erdigi belirlendi. Timin amino asidi % 31’ lik
yogunlukla daha ¢ok oldugu goriilmiistiir.

OMNA molecule; upk135 - - G+C contert: 40,91%

Length: 1100 base pairz . o
tolecular weight; 332738,00 Daltons, single stranded A+T content: 53.13%

Molecular weight; B57026,00 D altons, double stranded

Mucleotide Composition
upk195

fal %

A c G T

Sekil 3.13: Glikoz-6-1-Epimerazin cDNA dizisi niikleotit kompozisyonu.

Glikoz-6-Fosfat-1-Epimeraz geninin  cDNA dizisinin , Bioedit [44] programi
kullanilarak tespit edilen agik okuma gergevesi (ORF) sekil 3.9 gosterildi. Glikoz-6-
Fosfat-1-Epimeraz geninin agik okuma ¢ergevesinin amino asit kompozisyonuna

bakilip asagida gosterilen Sekil 3.10 ‘deki gibidir. Burada; 16sin amino asidinin en
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¢ok bulundugu goriilmiistiir.Losin aminoasiti valin ve izolosin ile birlikte dalli
zincirli amino asitler grubunda yer alir. Losin amino asitinin fazla ¢ikmasi ve
proteinlerin yapisina en fazla katkita bulunan amino asit olmasi1 Glikoz-6-Fosfat-1-

Epimeraz geni i¢in disiindiiriiciidiir.

Glutamat , aspartat , lizin ve serin amino asitlerinin hepsinin yaklasik olarak %
7,5 oldugu goriilmiistiir. Glutamat ve aspartat asidik o6zelikteki amino asitlerken ,
lizin bazik aminoasit ve serin ise hidrofilik aminoasit olduklarindan Glikoz-6-Fosfat-
1-Epimeraz genininde kompleks amino asitlerinin oldugunu gostermektedir. BioEdit

[44] programinin Kyte & Doolittle Scale Mean Hydrophobicity Profile [53] sekmesi

kullanilarak hidrofobisite gosterildi.

upki95: 3 oo Sid: Prame 3 170 ma
G R R TS E T oL L KR T A TP T YL ST T AL LR P TR ADGL PRV EWTRCRK
A AT L TR R R L AV L DBV

Sekil 3.14: Glikoz-6-1-Epimeraz geninin agik okuma gergevesi.

Amino Acid Composition
upk195 protein

Mol %

Ala Cys Asp Glu Phe Gl Hie e Lys Leu Met Asn Pro Gl Arg Ser Thr Wal Trp Twr

Sekil 3.15: Glikoz-6-Fosfat-1-Epimeraz geninin amino asit komposizyonu.
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3.1.5 Aminoasit Dizisi ve Tahmini Protein Yapisi

UPK 184 kodlu genimizin biyoinformatik ¢aligmalar1 yapildiginda , genin
tahmini olarak 258 aa asit kodladig1 goriildii. Yaklasik olarak 29 kDA agirliginda
bir protein oldugu ve en ¢ok “SERIN” ,”LOSIN * ve “LIZIN” amino asitlerini
kodladig1 goriildii. Bu konuda detayl bilgi Bioinformatik analizi béliimiinde verildi.

Ayrica Sekil 3.3 ¢ te protein hidrofobiste diyagrami gdsterilmistir.

* >U184-PCR8F: 3 to 776: Frame 3258 aa | <=

* LNAIFVQKQAPNSPFFFFFSFILHLRSQVLATENATACLQRLLNFPDDIDLVKLL
VKAKSLOALAIDANNSTSPMIYPGFYYRSKSVSTRGHSLSLDLTSPRTPPNVVP
DSYWEEKWRDLHKEGEHEEGVVEKLHKSRKGWSERVRLRLSRTESDQSSSKV
GKIQKDQKSSVRRTLLKDLASQLRSDEDTEKTVCDGDIGHQDPVEVNGQEITD
KNFGSMSEPRYLSGNAESEENSPNFSDSSSPINGSNCHQTTRAK

Sekil 3.16: UPK 184 i¢in amino asit dizisi.
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Protein: U1l84-PCRS8F: 3 to 776: Frame 3

Length = 258 amino acids
Molecular Weight = 29059,81 Daltons
Amino Acid NMumber MNMol26

Ala A 12 1,65
Cys C 3 1,16

Asp D 17 6,59

Glu E 18 6,98

Phe F 11 14,26

Gly G 12 14,65

His H 7 2,71

e 1 = 3,49

Lys K 18 6,98

Leu L 24 9,30

Met M 2 0,78

Asn N 14 5,43

Pro P 13 5,04

Gln Q 1z 14,65

Arg R 16 6,20

Ser S 34 13,18 el ——)
Thr T 13 5,04

Val W 15 5,81

Trp W 3 1,16

Tyr Y L 1,94

Sekil 3.17: Proteinin agirhig1 ve icerebilecegi aminoasitler.

Amino asit analizi sonucunda tahmini proteinin 258 amino asitten olustugu
ve Serinin yiiksek oranda bulundugu tespit edildi (Sekil 3.19 ).Serin amino asitinin
polar oldugu ve O-linked glikolizasyon yaptigin1 dikkate aldigimizda proteinin
sitoplazmik veya hidrofilik bir ortamda calistigi , ayn1 zamanda bir bolgesi ile

glikolizasyonda gdrev yaptig1 tahmini olarak sdylenebilir.
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ke A (il % e Urar HBabigdaln i) S
Pt e w1

Sekil 3.18: Protein hidrofobiste diyagrama.

UPK 195 kodlu genimizin biyoinformatik c¢alismalar1 yapildiginda ise |,
genin tahmini olarak 174 aa asit kodladig1 goriildii. Yaklasik olarak 200072.82
Dalton agirliginda bir protein oldugu ve en ¢ok “SERIN” amino asitini kodladig
goriildii. Bu konu i¢inde detayli bilgi Bioinformatik analizi boliimiinde verildi.
Ayrica Tablo 3.3 ¢ te UPK 195 gen dizisinin Protein agirlig1 ve igerdigi aminoaitler
gosterilmistir. Sekil 3.4 ‘de protein hidrofobiste diyagrami ve Sekil 3.5‘te ise genin
kodladig1 proteinin tahmini 3D yapis1 gosterildi
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fdmino Acid FNurber

Bla
S
=]
&lua
Fhe
=1
Hi=
Ile
Lwrs
Leu
Met
2%}l

EFro
=l

omzZEpPpENHITMM@MOnH

11
2
13
13

]

(T I T VI ol e I
i L

Mol%:
f, 37

1,72

TedT
7,47
&, D0
1, &0
1,72
4, a0
7,47
o, Z0
1, T2
1, T
2,17
3,45

Tablo 3.1: UPK 195 gen dizisinin Protein agirligi ve igerdigi aminoaitler.

hite b (i e Ui Babplidn iy Fiiee
a0

Sekil 3.19: UPK 195 gen dizisi i¢in Protein hidrofobisite diyagrami.
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Sekil 3.20: UPK 195 geninin kodladig1 proteinin tahmini 3D yapisi.

3.2 Molekiiler Klonlama ve Protein Ekstraksiyonu Calismalari

Klonlama deneylerine basalamdan 6nce PCR, polimorfizim analizi ve primerler
tasarlanip bir dizi klonlama deneyleri yapilmistir.

3.2.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

UPK195 dizisini bagtan sona ¢ogaltacak 1 ¢ift primer tasarlandi (bkz. Tablo
2.1). Tasarlanan primerlerin kontrolii i¢in gDNA kalip olarak kullanilarak PCR
kurulup yaklasik 1100 nt‘lik bir bolgede bant gézlendi.
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Sekil 3.16: UPK 195 geninin PCR sonucu. M: Marker, 1: gDNA PCR
sonucunun 1100 nt’lik bolgedeki goriintiisii.

3.21 Polimorfizm Analizi

UPK195’in polimorfik olup olmadigini anlamak i¢in gDNA 6rnekleri kalip
olarak kullanilarak PCR kuruldu. PCR diriinleri sirayla jele yiiklendi. Sonrasinda
istenilen yerde parlak bant veren Ornekler dizilemeye gonderildi ve dizileme
sonuclar1 FinchTV programiyla kramotogramlar degerlendirildi ve zeytin ¢esidinden
16 tanesinin sonucu giivenilir oldugu i¢in polimorfizm analizi 16 tane zeytin
cesidiyle yapildi. BioEdit programiyla saglam olan diziler arasinda contig yapildi,
polimorfik bolgeler saptand: .
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GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder

1100 nt

Sekil 3.17: Polimorfizim igin yapilan PCR: M: Marker, GeneRuler™ 1 kb Plus
DNA Ladder #1331 (Fermentas, Vilnius, Lithuania), 1: 1100 nt’lik bant.

3.2.2 Tasarlanan Primerler

UPK184 ve UPK195 kodlu gen dizilerini tam uzunlukta ¢ogaltmak amaciyla
oncelikle Primer 1, gercek zamanli PCR ¢alismalarinda kulanilmak iizere Primer 2
ve genimizi ifade vektorlerine klonlamak i¢in ise His-Tag kuyruklari iceren Primer 3
olarak isimlendirilen primerler tasarlandi. Primerler amacina gore farkli uzunluklarda
tasarlandi. UPK 184 i¢in ¢ogaltma ve var / yok tespiti primerleri 20 nt , dizileme
primerleri 27 nt, klonlama primerleri ise 40 nt olarak tasarlandi. Ozelikle
laboratuarimizda yapilan ¢alismalarda primerlerin amaca yonelik uzunluk
farkliliklar1 verimli sonuglar dogurmus ve bu olumlu sonuglar bu tezde de
dogrulanmistir. Siparis edilen primerler elimize toz halinde ulasti. Kullanim
talimatinda belirlenen miktarlar dogrultusunda primerler otoklavlanmis su ile
sulandirildi. Daha sonra sulandirilmig primerler deneylerde kullanilmak {izere,
primerlerden 100 uL reaksiyon olusturmak igin, 10 uL ependorfa primer konulup,

tizeri 90 pL saf su eklenerek tamamlandi.
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Tablo 3.2: UPK 184 gen dizisi i¢in hazirlanan primerler.

Primer Adi Forward Dizi Reverse Dizi
Primer 1 TTTCCCGATGATATAGA | TTCAACAAAGTTCTTCTAACAG
TCTTGTTAAG ATGAC
Primer 2 CTCGGGCAAAGTAGCAT | AATGCAAGCTCACCGAGAGT
AGC
Primer 3 GGTGATGATGATGACAA | GGAGATGGGAAGTCATTACTTT
GATGATTTAT | GCCCGAGTCGTCTGATGAC
CCTGGGTTTT
ATTA

Tablo 3.3: UPK 195 i¢in tasarlanan primerler.

Primer Forward Dizi Reverse Dizi
Adi

Primer1 | GTTTCAGATATCAGTGA | ACCTGTACATGATATA
AGTTCGAGTC ATGGGCATATC

Primer 2 | AAAGGCAATGGCTGATT | CTCCTTGGCAGCTGAA
TTG AATC

Primer 3 | GGTGATGATGATGACAA | GGAGATGGGAAGTCA
GATGCCATCTTTGTACA | TTAGCTGCCAAGGAG
AAAGCAG GACTCTCTGAG

Tablo 3:2°de gorildiigii gibi UPK 195 igin Primerler amacma gore farkh
uzunluklarda tasarlandi. UPK 195 i¢in ¢ogaltma ve var / yok tespiti primerleri 27 nt ,

dizileme primerleri 22 nt, klonlama primerleri ise 40 nt olarak tasarlandi.
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3.2.3 DHI10B’ye Transformasyon

His- Taq kuyruklu gen bolgesini igeren recombinant plazmitimizin
cogaltilmas1 amaciyla FE.colinin DHI10B susuna transforme edildi. Basarili bir
transformasyon sonrasi rekombinant plazmit ¢ogaltildi. Koloniler olusturan petriler

transformasyonu teyid amaciyla fotograflandi.

Sekil 3.23: Rekombinant DH10B susunun koloni goriintiisii.

3.2.4 Koloni PZR

Plazmit DH10B ye transforme ettik. Sonra E.coli’ nin plazmiti biinyesine alip
almadigini ya da plazmiti iretip tiretmedigini kontrol etme amaciyla, ig¢inde
rekombinant plazmitimizin de oldugunu diisiiniilen E.coli’nin DH10B susunun LB-

agarli petrilerde olusturmus oldugu kolonilerden biri secildi. 1/20 oraninda
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seyreltildi. Daha sonra bu koloniler PZR kalib1 olarak kullanildi. PZR kuruldu ve
sonuglar gozlemlendi. Agaroz jelde kosturulan oOrneklerin yaklasik 1100 nt’lik
bantlar verdigi gozlemlendi. Sonu¢ Sekil :35°de gosterildi. Bu sonuglar, daha 6nce
plate 51 vektoriine klonladigimiz genin verdigi bant uzunluguyla uyustugu goriildii.
Burada basarili bir transformasyon isleminin gerceklestirildigi bir kez daha

perginlendi.

GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder

Sekil 3.24: Koloni PCR goriintiisii. M: Marker, GeneRuler™ 1 kb Plus DNA
Ladder #1331 (Fermentas, Vilnius, Lithuania), 1: 1100 nt’lik bant.
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3.2.5 Rekombinant Plazmit’in E. coli’ nin Ekspresyon (ifade) Susuna
Transformasyonu

E. colinin BL21 susuna transforme edilen rekombinant plazmitten basarili
sonuclar alind1. Sekil 3.21°da da gosterildigi gibi, petri kaplarinda bakteri kolonileri
saptandi ve bu kolonilerden protein ifadesinin saglanmasi amaciyla IPTG ile
indiiklendi. Ayrica bu kolonilerden daha sonraki asamalarda kullanilmak iizere

kompetan hiicreler olusturuldu.

Sekil 3.21: Rekombinat BL21 susunun kolonileri.

3.2.7  SDS-Page ve Western- Blot Analizi Sonuclari

Elde edilen proteininin degrede olup olmadigini anlayabilmek i¢in proteini
meteryal metot boliimiinde anlatildigi gibi uygulanmistir ama SDS PAGE jel elde
edilemedi. Ozel his-tag antikorlar ve blokajlamalar ile western deneyi gerceklestirildi

lakin ¢oklu denemelere ragmen bantlagsma goriilemedi.
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kDa

~250

~130
~100
- = "'_l”:l
~B5

~35

=10

Sekil 3.26: Commasie Blue ile yapilan SDS PAGE jel goriintiisii. 1: Ham
ekstrakt, 2: Flowthrough, 3: Wash-1, 4: Wash-2, 5: Elution-1.

E. coli rekombinant protein sentezi i¢in kullaniliginda bir takim problemler
ortaya c¢ikar. Bunlardan ilki: Rekombinant proteininin uygun c¢alismamasidir.
Genellikle canlilarin proteinleri translasyon sonrasinda aminoasitlerinin kimyasal
modifikasyonu ile islenirler. Bakterilerin proteinleri bu sekilde islenmezler. Bazi
hayvansal proteinler translasyon sonrasi glikozillenirler. E. coli’de rekombinant
proteinlerde glikozillenme dogru bir sekilde gergeklesmez. Ikincisi: E. coli
rekombinant  proteinlerinin  dogru  katlanmamast ve  disiilfit baglarinin
iiretilememesidir. Bundan dolay1 bakterilerde inkliizyon cisimcikleri olusur, ¢iinkii
protein uygun bir tersiyer yapi alamaz ve ¢oziinemez. Deney tiipiindeki proteinin
dogru katlnmis haline déndiiriilmesinin imkam yoktur. Ucgiinciisii: Rekombinant

protein E. coli tarafindan pargalanip bozulabilir [53].
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4. SONUC VE TARTISMA

Sonu¢ ve tartisma kismini yiiksek lisans boyunca yapilan ¢aligmalar1 g6z
onilinde bulundurarak toparlarisek su sekilde 6zetleyebiliriz. UPK184 ve UPK195
kodlu gen dizilerini tam uzunlukta ¢ogaltmak amaciyla 6ncelikle Primer 1, gercek
zamanli PCR caligmalarinda kulanilmak iizere Primer 2 ve genimizi ifade
vektorlerine klonlamak icin ise His-Tag kuyruklari iceren Primer 3 olarak
isimlendirilen primerler tasarlandi. Primerler amacina gore farkli uzunluklarda
tasarlandi. Primerler ile ilgilili ¢ok sdylenecek bir sey yok ama “primerler normaldan
daha uzun (27-30 nt arasi) tasarlandigi i¢in beklendgi gibi amplikon 6zgilinligii ve
verim yiiksek oldu.” dyebiliriz. UPK 184 i¢in ¢ogaltma ve var / yok tespiti primerleri
20 nt , dizileme primerleri 27 nt, klonlama primerleri ise 40 nt olarak tasarlandi. UPK
195 icin Primerler amacma gore farkli uzunluklarda tasarlandi. UPK 195 i¢in
¢ogaltma ve var / yok tespiti primerleri 27 nt, dizileme primerleri 22 nt, klonlama
primerleri ise 40 nt olarak tasarland1 Ozelikle laboratuarimizda yapilan calismalarda
primerlerin amaca yonelik uzunluk farkliliklart verimli sonuglar dogurmus ve bu
olumlu sonuglar bu tezde de dogrulanmustir. Zeytin tahmini mikrotiibiil iliskili
protein geninin (UPK 184) cDNA dizisinin niikleotit kompozisyonu analiz sonuglari
bakildiginda bu sonuglara gére 1105 niikleotit uzunlugundaki UPK184 kodlu dizinin
%43.08 G+C ve %56,92 A+T niikleotitleri icerdigi belirlendi. Bu kompozisyona
bakildiginda ise Adenin niikleotitinin daha fazla oldugu goriildii.

UPK 184 kodlu genimizin biyoinformatik ¢aligmalari yapildiginda bu genin
en ¢ok benzesme gosterdigi canli tiiriiniin Nicotiana benthamiana oldugu ve genin
tahmini olarak 258 amino asit kodladigi goriildii. Yaklasik olarak 29 kDA
agirhginda  bir protein oldugu ve en ¢ok “SERIN” ,”LOSIN “ ve “LIiZIN” amino

asitlerini kodladig goriildii.

Mikrotiibiil iligkili protein geninin acik okuma cergevesinin amino asit
kompozisyonuna bakildiginda. Burada; serin ve 16sin amino asit igerigi sirasiyla %13
ve %9 oldugu , glutamat ve lizin amino asitlerinin her ikisininde % 7 oldugu bunun

yani sira; glutamat gibi asidik ozellikte, lizin gibi bazik ve serin gibi hidrofilik
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aminoasitlerinin bir arada bulunmasi kompleks amino asitlerin oldugu dikkatini
¢ekmektedir.,Amino asit analizi sonucunda tahmini proteinin 258 amino asitten
olustugu ve Serinin yiliksek oranda bulundugu tespit edildi (Sekil 3.2 ).Serin amino
asitinin polar oldugu ve O-linked glikolizasyon yaptigimi dikkate aldigimizda
proteinin sitoplazmik veya hidrofilik bir ortamda ¢alistig1 , ayn1 zamanda bir bolgesi

ile glikolizasyonda gorev yaptig1 tahmini olarak sdylenebilir.

Zeytinde tahmini Glikoz-6-Fosfat-1-Epimeraz (UPK195) geni igin ¢cDNA
dizisinin niikleotit kompozisyonu analiz sonuglarini ise su sekilde yorumlayabiriz.
Soyleki 1100 niikleotit uzunlugundaki UPK195 kodlu dizinin %4091 G+C ve
%359,09 A+T niikleotitler1 igerdigi belirlendi. Timin amino asidi % 31’ lik
yogunlukla daha ¢ok oldugu goriilmiistiir.

Glikoz-6-Fosfat-1-Epimeraz geninin agik okuma g¢ergevesinin amino asit
kompozisyonuna bakilidiginda genin tahmini olarak 174 aa asit kodladig1 goriildii.
Yaklasik olarak 200072.82 Dalton agirhginda bir protein oldugu ve en ¢ok “LOSIN
“ kodladig1 goriildii. Bu konu iginde detayl1 bilgi Bioinformatik analizi boliimiinde
verildi. Burada; 16sin amino asidinin en ¢ok bulunmasini sdyle yorumlarisek:Losin
aminoasiti valin ve izoldsin ile birlikte dall1 zincirli amino asitler grubunda yer alir.
Bu bilgiye istinaden l6sin amino asitinin fazla ¢ikmasi ve proteinlerin yapisina en
fazla katkita bulunan amino grup asit olmasi Glikoz-6-Fosfat-1-Epimeraz geni igin
diisiindiiriiciidiir. UPK 195 adli gen dizisinin en yiiksek benzesme gosterdigi canlinin

Ricinus communis oldugunu soyleyebiliriz.

Genden proteine ilkesine dayanilarak yapilan bu tez ¢alismasinin igerisinde
yer alan protein eldesi i¢in Glukoz-6-Fosfat-1-Epimeraz geni (UPK 195) kullanildi.
Protein elde etmek i¢cin materyal ve metot bolimiinde bahsedilen alternatif lizis
yonteminden elde edilen protein kullanilarak SDS PAGE jel elektroforezi yapildi.
Daha sonrasinda bu tam uzunluklataki gen dizisi his- tag kuyruklu primerlerle
cogaltilip plate 51 vektoriine klonlanmasi yapildi, E. coli’ye transformasyonu
yapildi, rekombinant plazmitimizi tasiyan E. coli, IPTG ile indiiklenerek proteinin
ifadesi saglanlanmaya c¢alisilmistir ve malesefki birgok tekrarli deneyler yapilmasina

ragmen protein bantlagsmas1 goriilemedi.
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Yapilan literatiir taramalarinda zeytin (Olea europaea L.) Glukoz-6-Fosfat-1-
Epimeraz geni ile ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Boylelikle ilgili gen
ile yapilan biyoinformatik c¢alismalar ile biyolojik diizeyde literatiire katki

saglanmistir ve daha ileri bir tarihte bu konu iizerine ¢alisma planlanmistir.
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