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OZET

ZEYTIN TAHMINi P450 MONOOKSIGENAZ GENININ MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU

Miislime YAVUZ

Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali
(Yiiksek Lisans Tezi / Tez Damismani: Yard. Do¢. Dr.Ekrem DUNDAR)

Balikesir, 2011

Bu c¢alismada zeytin (Olea europaea L.) cDNA kiitiiphanesinden segilen
tahmini sitokrom P450 monooksigenaz geninin molekiiler boyutta aydinlatilmasi
maksadiyla klonlama, anlik gosterimli PCR (real - time PCR), TAIL - PCR gibi
teknikler kullanilmigtir. Ayrica ¢esitli biyoinformatik analizler, intron analizi ve
polimorfizm analizi calismalariyla da tahmini gen hakkinda detayli bilgi edinilmistir.

Planlanan enzim aktivite 6l¢limii i¢in gen, ekspresyon vektoriine klonlanmastir.
Anlik gosterimli PCR ile genin zamansal ve dokusal ekpresyon seviyeleri tespit
edilmistir. Genin kontroliinli saglayan promotor bolgesinin tespiti i¢in TAIL - PCR
kullanilmis ve tahmini promotdr bdlgesi adayr PCR iiriinleri elde edilmistir. Intron
ve polimorfizim analizleri sonucunda genin 4 farkli introna ve zeytin cesitleri
arasinda polimorfizme sahip oldugu belirlenmigstir. Kullanilan gesitli biyoinformatik
araclarla genin biyolojik isleyisi, hiicre igerisinde bulundugu konumu ve molekiiler
fonksiyonu tahmin edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Zeytin, promotsr, mRNA ekspresyon seviyesi,
enzim aktivitesi, polimorfizm, intron, biyoinformatik analiz.



ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZTION OF PUTATIVE CYP450
MONOOXYGENASE GENE FROM OLIVE

Miislime YAVUZ
Balikesir University, Institute of Science, Department of Biology
(M.S. Thesis / Advisor: Assistant Prof.Dr.Ekrem DUNDAR)

Balikesir- Turkey — 2011

In this study a putative cytochrome P450 monooxigenase isolated from olive
(Olea europaea L.) leaf cDNA library was studied. Various techniques such as
cloning, real - time PCR and TAIL - PCR have been applied for the analysis of the
gene in molecular level. Also, detailed information was obtained through
bioinformatics tools, intron analysis and polymorphism analysis.

The gene was cloned into expression vector for determination of the enzyme
activity. Spatial and temporal expression levels were determined using real - time
PCR. TAIL — PCR was employed to capture PCR products harboring the putative
promoter region. The putative gene was determined to contain four introns.
Polymorphism was also detected among different olive cultivars. Biological activity,
cell localization and molecular function of the gene were determined using
bioinformatics tools.

KEYWORDS: Olive, promoter, mRNA expression level, enzyme activity,
polymorphism, intron, bioinformatic analysis.
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ONSOZ

Uretmekten ziyade ezbere dayali bir egitim sisteminden ¢ikmis olmam, her ne
kadar hayal giicimiin smirlarin1 agsmayi seviyor olsam da, benden siirekli bir
tiretkenlik bekleyen yiiksek lisans egitimim ile tanisma asamasinda beni zorladi.

Gecen gilinler, aylar igersinde ekip calismasi ruhu ve "is icinde egitim" ilkesiyle
beni de eritmeye, egitmeye calisan; her tiirlii sorunumuzla ilgilenebilmek i¢in kendi
vaktini bizlere bagislayan, degerli tecriibeleriyle bizleri yonlendiren; arastirma
metotlarini bizlere 6greten ve kendimize yetebilmemiz, topluma faydali olabilmemiz
i¢in bizleri yiireklendiren; yapmis oldugum taskinliklar1 biiyiik bir sabirla karsilayan
danisman hocam Yard. Dog. Dr. Ekrem DUNDAR ’a tesekkiir goniil borcumdur.

Ders asamasinda bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim degerli hocalarim Prof.
Dr. Feray KOCKAR ve Yard. Dog. Dr. Fatih COSKUN’a; higbir destegini benden
esirgemeyen, hayata dair birgok tavsiyesiyle beni destekleyen sevgili hocam Dog¢.Dr.
Yusuf TURAN’a en igten tesekkiirlerimi sunarim.

Caligmalarimizda yardimlarini  bizlerden esirgemeyen, laboratuarimizin
tecriibeli ekibi Oznur SUAKAR, Gorkem Deniz SONMEZ ve Sakir AKGUN’e
tesekkiir ederim.

Sikintilarimizi, sevinglerimizi paylastigimiz, birbirimize destek oldugumuz
donem arkadaslarim Gamze YENER, Giilgin CETIN, Senay SUNGU ve Zeynep
KARABAS’a tesekkiir ederim.

Toplanan zeytin 6rneklerinin —80 °C dolabina getirilmesine kadar gegen siire
Icinde 6rnekleri nukleazlardan korumak igin kullanilan s1vi azotu temin etmemizi
saglayan ve bizleri her zaman giiler yiizle karsilayan ‘Balikesir ili Damizhik Sigir
Yetisiricileri Birligi’ kurumunun miidiirii/miidiir yardimcis1 Hasan DERTLI/Mustafa
YILDIRIM’a tesekkiirii bir borg bilirim.

Son olarak beni biiylik fedakarliklarla yetistiren, atti§im her adimda yanimda
olan, sevgilerini ve en biiylik destek¢im olan dualarin1 benden esirgemeyen, ¢ok
sevdigim aileme binlerce tesekkiirler...

Balikesir,2011 Miislime YAVUZ

Xii



1. GIRIS

1.1 Genel Bilgiler

Molekiiler biyoloji, biyolojinin alt bilim dallar1 olan biyokimya, hiicre
biyolojisi, genetik, biyofizik gibi alanlarin son yillarda ¢ok daha fazla Gnem
kazanmas1 ve teknolojinin iistiin gelisimi ile ortaya ¢ikmis, hizla gelismekte olan bir
bilim dalidir. Bu bilim dali organizmada cereyan eden olaylart molekiiler seviyede
tetkik eder [1, 2]. Organizmadaki canliligin yap1 taslari olan niikleik asitlerin, protein
ve enzimlerin yapt ve fonksiyonlarini aydinlatmak molekiiler biyolojinin ilgi
alanidir. Molekiiler biyoloji ¢aligmalari, bilgisayar ortaminda DNA dizilerinin ¢esitli
yonlerden analizini miimkiin kilan biyoinformatik araglarin gelismesiyle daha da hiz
kazanmigtir. Molekiiler biyolojide kullanilan mikrogipler ile gen ifade profilleri
cikarilabilmekte, ayni zamanda anlik gosterimli PCR ile farkli kosullarda genin
ekspresyon seviyeleri incelenebilmektedir. Floresan antikor teknigiyle proteinler
hiicre igerisinde takip edilip hangi hiicrenin, ne kosulda ilgili proteini nasil-nerede
kullandigi  bulunmaktadir [3]. Kisacasi molekiiler biyoloji, organizmalarin

gerceklestirdikleri hayatsal faaliyetlerin alfabesini ortaya koymaktadir.

Birgok organizmanin genom yapisi aydinlatilmaya basladiktan sonra molekiiler
biyoloji ilgisini proteinlerin canli organizmada {istlendikleri gorevlere ve birbirleriyle
olan etkilesimlerine yoneltmistir. Bu baglamda ¢alismamizda, tahmini sitokrom P450
monooksijenaz geni hakkinda detayli bilgi igin biyoinformatik araglardan yardim
alip; protein eldesi, aktivite Ol¢limii, genin regiilasyonunu saglayan promotor
bolgesinin tespiti, intron analizi ve polimorfizim analizi i¢in molekiiler biyoloji
tekniklerini kullanarak bu gen ile ilgili gelecekte olusacak olan ¢alisma zincirinin ilk

halkasini baslatmis olduk.



1.2 Sitokrom P450 Gen Ailesi

Sitokrom P450 enzim ailesi, Ozellesmis enzimlerin olusturdugu koruyucu
sistemlerden biridir [4]. Bu enzimlerle ilgili ilk ¢alismalarin 1960’1 yillarda
yapilmaya baglandig1 goriilmektedir. Calismalar ile saglanan bilgiler sonucunda bazi
smiflandirma problemleri ortaya ¢ikmistir. Nebert’in ¢alismasinda [5] bu probleme
yonelik farkli bir siniflandirma metodu sunulmustur. Bu sistemde Cyt P450 enzimleri
amino asit dizi benzerliklerine gére siniflandirilmistir (Sekil 1.1) Bu Oneriye gore
yapilan siniflandirmada, yapisal ve fonksiyonel olarak birbirlerine yakin olan
sitokrom P450 enzimleri bir araya gelmektedir. Sitokrom P450 enzimleri birgok aile
ve alt aile olarak ikiye ayrilmaktadir. Buna gore amino asit dizilimi yoniinden en az
%40 benzerlik gosteren enzimler ayni aile iginde yer almaktadir. Ayni alt aile
grubunda ise aminoasit dizilim benzerligi en az %55 olmaktadir. Bu 6zelliklere gore
yapilan siniflandirma sonucunda; 16 aile ve ¢ok miktarda alt aile ortaya ¢ikmistir [6].
Sitokrom P450 enzimleri CYP1A2, 2C8, 2C9/10, 2C19, 2D6, 2E1, 2F1, 3A4 gibi alt
aileleri igeren biiylik bir enzim ailesidir. Son yillarda gelistirilen adlandirma
sistemine gore CYP1AZ kisaltmasinda CYP; sitokrom P450°yi, 1 rakami; aile
numarasini, A harfi; alt aileyi ve en sondaki 2 rakami ise izoenzimi géstermektedir.
CYP1A2*MxN’de M gen duplikasyonlarini, N harfi ise kopya sayisin1 gosterir [7,
8]. Genel bilimsel ifade kuralinda oldugu gibi genotip ve genler italik olarak

yazilirken enzim normal sekilde yazilir [9].

Sitokrom P450 sistemi prokaryot ve 6karyot biitiin canlilarda mevcuttur. Hemen

hemen her dokuya ait farkli P450 enzimleri bulunmustur.

Bu aile tiyeleri doku ve substrat 6zgiilliigii gosterir, ylizlerce farkli reaksiyonu
katalizlerler [10]. Her bir sitokrom P450 enzimi, ayr1 bir genle kodlanir ve farkli
canli tiirlerinde 500°e yakin farkli sitokrom P450 geni vardir [11]. Sitokrom P450
genleri yag asitlerinin hidro karbonlari, steroid halkalari, ¢esitli zenobiyotikler gibi
birgok bilesigin hidroksilasyonunda goérevlidir. Hidroksilasyon sonucunda yabanci
maddelerin ¢ozintrliigi genellikle artar ve enzim bu adimla onlar1 detoksifiye eder

ya da metabolize edip canlidan uzaklastirir [12].



CYP1A2

‘ | Izoenzim
Altaile

Aile

Sitokrom P450

Sekil 1.1 CYP1A2’nin Sistematik Adlandirilmasi (Referans 7° den.)

Sitokrom P450 sistemi katalitik fonksiyonlart bilinmeden evvel spektral
ozellikleri ile bilinen proteinlerden olusuyordu [13, 14]. Bu gruptaki proteinlerin

benzersiz bir abzorbans spektrumu vardir.

Genellikle  mikrozom  olarak  adlandirilan  endoplazmik  retikulum
vezikiillerinden hazirlanan silispansiyondan karbon monoksit formlar1 gecirildikten
sonra soydum ditiyonat gibi indirgeyici bir ajan eklenince spesifik bir abzorbans
spektrumu elde edilir.Bu islem sirasinda indirgenmis hem proteine CO formlari
baglanir ve 450 nm’de soret band abzorbans spektrumu elde edilir [15-17] (Sekil
1.2). Soret band goriiniir spektrumdaki mavi dalga boyu 1s18in en yogun
absorblandigi piktir [18]. Bu terim absorbsiyon spektrokopisinde uygun dalga
boyundaki en yiiksek absorbsiyonu belirtmek i¢in yaygin bir sekilde kullanilir. P450
0zel isimlendirmesinde yer alan P, pigmente aittir ve 450 ise absorbans degerini

yansitmaktadir.

1.3 Sitokrom P450 Enzim Yapis1 ve Aktif Bolge

Genellikle 500 civarinda amino asit (aa) igeren, 45-60 kD molekiiler
agirhiginda, merkezinde demir atomu barindiran bir porfirin halkasi: bulunduran hem
proteinleridir [19]. Porfirin halkasi yiiksek oranda korunmusluk gdsteren amino
asitleri barindiran demir baglama domaini ile iligkilidir (Sekil 1.3). Bu kisim enzimin
indirgenme-yiikseltgenme reaksiyonlarini  gerceklestirdigi  aktif kismudir  ve
‘EXXGXXXCXG’ motifinden olusur. Burada X’ler degisken amino asitlerken F-G-

C ve G amino asitleri motifin olusmasi i¢in gereklidir.



Absorbans

Sekil 1.2 CO bagl Sitokrom P450’nin Abzorbans Spektrumu (Referans 20°den.)

FXNGXXNAX|G

Sekil 1.3 Sitokrom P450’de Demir Baglama Domaini Motifi (Kutucuk igerisinde
g
goriilen X aminoasitleri degisken amino asitlerdir.)

1.4 Monooksijenazlar ve Enzim Reaksiyon Mekanizmasi

Sitokrom P450 monooksijenaz enzim sistemleri, olgun eritrositler ve iskelet
kasi hiicreleri disinda 6karyot ve prokaryotlarda bulunan ¢ok genis bir hem protein
ailesidir. Bu enzimler yapisal olarak farkli, birgok bilesigin oksidasyonunu katalize
ederler. Endojen sentezlenen bir¢ok bilesik CYP enzimlerinin substrati olarak gorev
yapar [20]. CYP monooksijenaz enzim sistemi; steroidler, yag asitleri,
prostaglandinler, 16kotrienler, sekonder metabolitler ve diger birgok dogal
bilesiklerin oldugu kadar karsinojenlerin, mutajenlerin ve ilaglarin oksidatif
metabolizmasina katilan enzimlerden olusur [21]. Genellikle ¢ok komponentli
elektron transport zincirinde terminal oksidaz olarak gorev yaparlar ve P450 iceren

monooksijenaz sistemleri olarak adlandirilirlar [21, 22].



Bu enzimler iki grupta toplanir. Bakteriyel ve mitokondriyel enzimler tip I,
endoplazmik retikulum zarinda (mikrozomal) olanlar ise tip II olarak siniflandirilir.
Sitokrom P450 enzim sistemi, P450 igeren monoksijenaz sistemlerdeki temel
proteinler kullanilarak da siniflandirma yapilmaktadir [23]. Sitokrom b5’in elektron
vericisi veya efektor olarak P450 enzimlerine yardim edebilecegi bilinmesine
ragmen, P450 enzimlerini siniflandirmak i¢in ileri siiriilen semalarda sitokrom b5’in

katildig1 redoks yollar1 kapsama alinmamaktadir [24].

Katalitik sistem, sitokrom P450 ve NADPH’den sitokrom P450’ye indirgeyici 2
elektron génderen, membran bagimli flavoprotein olan NADPH-cyt P450-rediiktaz
enzimlerinden olusur. Bu enzim sistemi hayvan dokularinda tanimlandiktan 15 sene
sonra bitkilerde de tamimlanmistir [25-28]. Sitokrom P450 enzimlerinin genel

reaksiyon mekanizmast;
NADPH + H* + Oy - SH—> NADP" + H,0 + S-OH seklindedir.

Buradaki substrat (S), bir steroid, yag asidi, ilag ya da oksijen baglanma yeri
olarak gorev yapan alkan, alken, aromatik halka, veya heterosiklik halka ekleri olan
diger kimyasal maddeler olabilir. Bu reaksiyonda molekiiler oksijenin biri substrata
katildig1 i¢cin bu reaksiyona monooksijenasyon reaksiyonu ve bu enzimlere de

sitokrom P450 monooksijenaz enzimleri adi verilmektedir [29].

CYP proteinlerinde bulunan demir protoporfirin 1X prostetik grubu, hem bir
oksijen molekiiliiniin hem de substratin baganabilecegi bolgler bulundurur. Bilinen
biitlin CYP proteinlerindeki hem demiri, porfirin halkasindaki 4 pirol nitrojen
atomuna ve 2 aksiyal liganda bagldir. Aksiyal ligandlarin birinde molekiiliin
karboksil ucuna yakin bir siilthidril grubu bulunur [22] (Sekil 1.4). Hem demiri
hekza yerlesimde diisiik spinli demir ve penta yerlesimde yiiksek spinli demir olmak
tizere iki farkli spin durumunda bulunabilir.Diisiik ve yiiksek spinli durumlar demir
atomunu c¢eviren elektronik kalkanlar olarak tanimlanir ve hemdeki demir atomunu

hekza yerlesimli durumdan penta yerlesimli duruma degistirir.



CYP molekiilii bir substrata baglaninca, bu elektronik kalkanda uyarilma
meydana gelir ve hemdeki demir atomu hekza yerlesimden penta yerlesimine geger.
Penta konumda demir atomu, substrata baglanamayan hekza koordine duruma goére
daha fazla indirgenme potansiyeline sahip oldugu i¢in sitokrom P450 NADPH’dan
gelen elektronlarla indirgenebilir hale gelir (Sekil 1.5).

Hidroksilasyon (monooksijenasyon) reaksiyon basamaginda oksijenin hem
demirine baglanabilmesi i¢in hemdeki demir ferrik (Fe*") durumdan ferros (Fe®")
duruma indirgenmelidir. Hidroksilasyon reaksiyonlarinda toplam 2 elektron (e)
gereklidir ve elektronlar CYP molekiiline asama asama transfer edilir. Ilk 6nce
oksijen baglanir daha sonra substratin reaksiyona katilabilmesi i¢in aktif oksijen
tirleri olusturarak ayrilir [21, 23, 24, 30, 31]. Reaksiyonlar sirasinda NADPH-
sitokrom P450 rediiktaz enziminin araciligi ile NADPH’dan bir elektron, enzim-
substrat kompleksine transfer edilir. Boylece kompleks indirgenir (Fe**-Fe?* haline
gecer). Indirgenmis enzim-substrat kompleksi molekiiler oksijenle birlesir ve bunun
ardindan ikinci bir elektron transferi ile kompleks bir daha indirgenir. ikinci elektron
biiyiik olasilikla sitokrom-b5 iizerinden NADH tarafindan verilir ve bu olay1 NADH-
sitokrom-b5 rediiktaz enzimi katalizler. Elektronlarin NADPH’dan sitokrom P450’ye
transferi genellikle ya mitokondri ya da endoplazmik retikulumda bulunan iki farkli
elektron transport sistemi ile saglanir [32]. Reaksiyon sonucunda ‘enzim-substrat-

oksijen’ kompleksi su, oksitlenmis substrat ve oksitlenmis durumdaki serbest

sitokrom P450 enzimine ayrisir [33] .



Sekil 1.4 Sitokrom P450’deki Hem Prostetik Grup.CN3D programi (NCBI) yardimiyla 1IGAW_A erisim numarali kayittan elde edilmistir.
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Sekil 1.5 Sitokrom P450 Reaksiyon Mekanizmasi (Referans 12°den)



1.5 Sitokrom P450 Proteininin Hiicredeki Lokalizasyonu

Prokaryot hiicrelerde sitosolde veya hiicre zarinda okaryot hiicrelerde sitosolde,
endoplazmik retikulum zarinda genellikle graniilsiiz mitokondri i¢ zarinda ve
mikrozomlarda bulunurlar [34, 35].Genellikle ERzarinda bulunan sitokrom P450,
ER’a gelebilmek i¢in N-terminal ucunda sinyal peptiti olusturan 20 civarinda amino
asitleri barmdirir [36]. Signal peptit N — terminal ug, hidrofobik g¢ekirdek ve C —

terminal u¢ olmak tizere ti¢ kistmdan olusur[37].

Ribozomda translasyon baslar baglamaz sinyal taniyici molekiil (SRP) sinyali
algilar ve ribozoma baglanir. SRP-Ribozom kompleksinin olusmasiyla protein
sentezi, SRP’nin hedef ER zarindaki SRP reseptoriine baglanmasina kadar
durdurulur. Kompleks reseptore baglaninca SRP uzaklasarak protein sentezi yeniden
baslar ve sentezlenen zincir translokasyon kompleksi araciligiyla ER liimenine
aktarilir. Sinyal peptit sinyal peptidaz enzimi tarafindan kesilerek uzaklastirilir ve bu
arada protein sentezi devam eder. Sentezi tamamlanan protein membran proteini
degilse, ER liimenine aktarilir ve burada katlanir (Sekil 1.6). Membran proteinleri
amino asit dizilislerine gore ER membrani iizerinde kalirlar ve birden fazla trans
membran heliks bulundurabilirler. Cogu ER integral proteini sentez yapan
ribozomun ER’a baglanmasi ve sentez esnasinda membrana yerlesmesi ile olusur
[38-40]. Membran proteinleri Tip I, Tip II VE Tip III olmak tizere 3 grupta toplanir.
Tip | membran proteinlerinde proteinin karboksil ucu sitosolde iken tip II’ de amino
ucu hiicre zarinin dig kismina bakar. Tip III membran proteinleri 1’den fazla trans
memban heliks bulundururlar ve a ve b olmak iizere 2’ye ayrilirlar. Tip IIIb’de
amino ucu hiicre zarinin disina bakar. Bunu organel i¢in diisiinecek olursak organel
limenine bakar. Sitokrom P450 membran proteinleri bu grupta yer alir (Sekil 1.7).
ER membran proteinlerinin glikozilasyonu hem sentez esnasinda hem de sentez
sonrasinda yogun bir sekilde yapilir. Lizozom proteinleri isaret olarak mannoz 6-
fosfat tasidiklarindan, golgide lipid vezikiillerinde ayri1 olarak paketlenir.Salgi
proteinleri ise vesikiillerde biriktirilir ve disaridan gelecek bir sinyale gore

sentezlenirler [41].



2

Sinyal peptit

i

2

Sekil 1.6 Proteinlerin ER’a SRP Araciligi Ile Yerlesmesi. R: Ribozom, S: SRP, RS:
SRP reseptorii, T: Translokasyon kompleksi, P: Siyal peptit peptidaz.

Coor

Tip I Tip I1 Tip I11

Sekil 1.7 Membran Protein Tipleri

10



1.6 ER’a Lokalize Olmus NADPH-CYP450 Rediiktazlar

ER’da bulunan NADPH, elektronlar1t NADPH-CYP450 rediiktaz adi verilen bir

flavoproteine tagir. Bu enzimin molekiiler agirlig1 yaklasik olarak 78000 Dalton’dur.

Prostetik grup olarak hem flavin adenin diniikleotiti (FAD) hem de flavin
mononiikleotiti (FMN) kapsar. Bu protein FAD ve FMN’den ikisine de sahip olan
iki uclu flavoproteinlerden biridir.  Flavoprotein  NADPH-sitokrom P450
NADPH’den elektron alarak bunlart CYP450’ye transfer eder [42—45]. FMN, FAD
ve NADPH’de bulunan farkli baglanma domainlerinin dizi homolojisi mutagenez ile
belirlenmistir [46-53]. Bakterilerdeki siilfit rediiktaz, memelilerdeki nitrikoksit
sentaz ve metiyonin sentaz rediiktaz enzimleri buna Ornek verilebilir [54-57].
FMN’den farkli olarak FAD rediiktaza daha siki bir sekilde baglanir [58,59].
NADPH molekiiliiniin amino ucu hidrofobik 6zelliktedir ve molekiilin ER’a
yerlesmesini saglar (Sekil 1.8). FAD NADPH’den alinan elektronlarin giris noktasi
olarak, FMN ise her bir elektronu CYP450’ye transfer edebildigi i¢in ¢ikis noktasi
olarak gorev yapar. Ilk elektronun alinmasiyla hem demirine oksijen baglanir, ikinci
elektronun alinmasi da oksijenin hem demirinden ayrilmasin1 saglar [60].
Mikrozomal P450 ile katalizlenen reaksiyonlarin bazilarinda ikinci elektronun
transferi endoplazmik retikulumda bulunan, molekiiler agirligt 16000 D olan,

sitokrom b5 denen, kiigiik bir hem proteini ile de olabilir (Sekil 1.8).

Sitokrom b5 ya NADPH-CYP450 rediiktazlarla ya da mikrozomlara bagl diger
flavoproteinlerle indirgenir. NADPH-sitokrom b5 rediiktaz, NADH igin &zeldir.
Substrata 6zgili bazt CYP450 enzimlerinin katalizledigi reaksiyonlarda, en yiiksek
enzimatik aktiviteyi gosterebilmek i¢cin CYP450’ye ikinci elektronu transfer eden
sitokrom b5’e ihtiyag duyulmaktadir. Ayrica yag asitlerinde ¢ift bag olusumunu
katalize eden desatiiraz enzimine elektron transferi i¢in de sitokrom b5 ve NADH-

sitokrom b5 rediiktaz gerekmektedir
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Sitokrom P4350

Rediiktaz Sitokrom bs

Sitokrom P4350

Sekil 1.8 Endoplazmik Retikulum (mikrozomal) CYP450 Sistem Elemanlari.
NADPH-CYP450 rediiktaz, membrana hidrofob ucu ile baglanirken sitokrom P450
membranda daha derine girmistir. CYP450’nin aracilik ettigi reaksiyonlara sitokrom
b5’in de katilabildigi goriilmektedir (Referans 20°den esinlenerek ¢izilmistir).

1.7 Sitokrom b5

Sitokrom b5 sadece Okaryotlarda bulunan O6zellesmis bir elektron tasima
proteinidir. Mikrozomal ve mitokondiriyal [61] membrana bagl sitokrom bS5
proteininden farkli olarak, eritrositlerdeki sitokrom b5 suda ¢6ziinen sitosolik
proteindir [62]. Son yillarda sitokrom b5’in ¢éziinmiis formuna uyan mRNA’nin
hayvan dokularinda dagilmis olarak bulundugu tespit edilmistir [63]. Sitokrom b5 ve
globin proteinlerin baz dizilimleri karsilagtirilmis ve globinlerin sitokrom bS5

proteinlerinden tiirevlendigi bulunmustur [64].

1.8 Sitokrom P450 Enzimlerinin Substrat Ozgiilliigii

Sitokrom P450 sistemi uzun yillar boyunca gerceklesen dublikasyonlar

sonucunda ¢ok genis bir aile haline gelmistir [65].

Yaklagik 500 sitokrom P450 geni tepsi edilmis ve bunlarin bircok substratta
oksijenasyon reaksiyonunu katalizledigi ortaya konulmustur [66]. Cok fazla {iye

barmdiran bu siiper ailede enzimlerin tanimlanmasi kolay degildir.
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Enzimleri molekiiler agirlik, diger molekiiler 6zellikler ve substrat 6zelliklerine
gore tanimlamak miimkiindiir [67]. Substrat 6zelligini bulabilmek igin ilgili proteini

kodlayan cDNA ekspresyon vektoriine klonlanir ve protein ekspresyonu saglanir.

Enzim farkli substratlarla denenir ve substrat Ozellikleri tespit edilir. Bu
sistemin dezavantaji bir tek sitokrom P450 enziminin farkli yapidaki substratlar1 da

metabolize edebilmesidir [68].

1.9 Sitokrom P450 Genlerinin indiiklenmesi

Indiiklenme, cevresel atiklar, sigara dumani, herbisit-pestisit gibi ilaglar, 151k ve
cesitli toksik maddeler tarafindan enzim sentezinin artmasi ile gergeklesir [69].
CYP450 enzimlerinin en carpict Ozelliklerinden biri kimyasallar tarafindan
indiiklenebilmesidir [70-72]. Yaralanmis dokularda indiiklendigi de tespit edilmistir
[73, 74]. Sitokrom P450 genlerinin ¢esitli bilesikler tarafindan indiiklenebildigi 1960
yillarindan beri bilinmektedir. Sitokrom P450 genleri hem transkripsiyon esnasinda
hem de transkripsiyon sonrasinda indiiksiyon mekanizmasina sahiptir. Indiiksiyon
mekanizmasinda indiikleyici ajanlar ile protein reseptorler birlikte calisirlar.
Polisiklik hidrokarbonlar reseptore baglanarak bir kompleks olusturur. Bu kompleks

gen igin spesifiktir ve sitokrom P450 genindeki regiilator bolgelere baglanabilir [75].

1.10 Sitokrom P450 Genlerinin Inhibisyonu

Bu enzimlerin bulunduklar1 dokulardaki fonksiyonunun bilinebilmesi,
katildiklar1 metabolik yollarin gosterilebilmesi i¢in inhibitdr ajanlardan yararlanilir.
Indirgenme reaksiyonlarinda daha &nce de bahsedildigi gibi CO kullanilir. CO
sitokrom P450 proteininde bulunan demire oksijenden daha fazla afinite gosterir ve
buraya baglanarak enzimin fonksiyonunu inhibe eder. Sitokrom P450 enzimleri
harflerle (a, b ve c) siniflandirilirlar. a’dan ¢’ye goriiniir 1s1ktaki absorbsiyon derecesi
diiser. Sitokrom P450 monooksijenaz enzim grubu b harfiyle simgelenir ve 420 nm
civarinda en yiiksek absorbsiyonu verir. P450 olarak isimlendirilmesinin sebebi CO

ile indirgenmis kompleksin 450 nm’de absorbsiyon vermesidir [76].
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Mikrozomlarda b tipi monooksijenazlarin farkli tiplerine de rastlanmistir.

Bunlar 450 nm civarinda absorbsiyon verir ve pikler zayif ya da belirsizdir [77, 78].

Anlatilanlardan yola c¢ikarak P450 enziminin aktivitesinin anlasilmasi, 450
nm’de absorbsiyon veren indirgenmis durumdan geri donmesiyle, inhibisyonun

kalkmasiyla olur [79].

1.11 Sitokrom P450 Enzim Sisteminin Bitkiler icin Onemi

Yiiksek yapili bitkilerde ¢ok cesitli sitokrom P450 enzimleri tespit edilmistir.
Bu mikrozomal enzimler farkli biyosentez yollarinda ¢ok Onemli basamaklar
katalizlerler. Bitkilerde yag asitleri, fenilpropanoidler, alkaloidler, terpenoitler, kiitin
ve giberellin gibi hormonlarin oksidasyon reaksiyon basamaklarinda yer alirlar [80—
84]. Bitkilerin olumsuz gevre sartlarinda metabolizmalarini yonlendirmesi, fiziksel
bariyerler olusturmasi, 1sirgan otunda oldugu gibi herbivorlara karsi savunma igin
bitki toksik maddelerinin {iretilmesi, polinatorlerle iletisim igin ¢esitli sekonder
metabolitlein sentezi gibi metabolik olaylar1 yoneten reaksiyonlarda da sitokrom

P450 monooksijenazlar anahtar rol oynarlar.
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2. MATERYAL-METOD

2.1 Biyoinformatik Analizler

2.1.1 Acik Okuma Cercevesinin Tespiti

Genin proteini kodlayan anlamli kismi agik okuma cergevesinin tespiti igin
‘BioEdit” programi kullanildi [85]. Bu program kullanilarak ATG kodonunun yeri

tespit edildi. Genin ka¢ amino asitlik bir proteini kodladig1 bulundu.

2.1.2 Amino asit kompozisyonunun bulunmasi

Bu ¢alisma i¢in de ‘BioEdit’ programi kullanildi. Amino asit kompozisyonu

degerlendirilerek proteinin hiicre i¢erisindeki konumu hakkinda bilgi edinildi.

2.1.3 Membran Protein Analizi

CYP450 proteinlerinin ¢ogu membranda bulundugu i¢in mevcut dizi membran
protein analiz programlarinda degerlendirildi. Bu analiz i¢in isimleri TopPred [86] ve

TMMOD [87] olan iki ayr1 membran protein topolojisi belirleme programi kullanildi.

2.1.4 Sinyal Peptit Analizi

Sitokrom P450 proteinleri 6karyotlarda ¢ogunlukla ER’a yerlestikleri i¢in sinyal
peptit analizi yapildi. Bu analiz i¢in ‘Signal P’ adindaki programdan [88]

yararlanildi.
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2.1.5 Demir Baglama Domaininin Tespiti

P450 gen ailesinde korunmus bolge olan demir baglama domaininin varliginin

tespiti i¢in InterPro Scan [89]) adindaki programdan yararlanildi.

2.1.6 Glikozilasyon Bolgelerinin Belirlenmesi

Translasyon sonras1 modifikasyonlardan olan glikozilasyon bdlgelerinin tespiti

icin NetOGlyc[90] ve NetNGlyc [91] adli programlar kullanildi.

2.1.7 Blast2Go Analizi

Genin biyolojik prosesi, hiicre igerisindeki konumu ve molekiiler fonksiyonu bir

gen ontoloji programi olan Blast2GO [92] analizi ile arastirild.

2.1.8 Alternatif Splays Analizi

Gen igerisinde bulunan intronlar arasinda alternatif splays olup olmadigini tespit

edebilmek igin Splays Finder [93] adli program kullanildu.

2.2 intron Analizi

2.2.1 Primerlerin Dizaym

Primerler, Primer 3 adli programda yapildi [94]. Sol primerin dizisi
‘TAATTAAAATGGAGATACTGAAAACAGC’, sag primerin  dizisi  ise
‘AGAGAGAATGCATAACAACATACGATAA dir. 1804 niikleotit igeren dizide
hedef iiriin biiytikligi 1600 secildi. Sol primer ATG kodonuna gore 38. niikleotitten
baslarken sag primer 1637. niikleotitten baslatildi.
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Her iki primerin de uzunlugu 28 niikleotit olarakbelirlendi. Primer sicakliklari sol ve
sag primerde sirastyla 59.48 °C, 60.61 °C’dir.

2.2.2 Primer Calisma Soliisyonunun Hazirlanmasi

Primerler laboratuara gelir gelmez veya — 20 °C dolabindan ¢ikartildiktan sonra
yaklasik 15 saniye 12000 rpm’de santrifiij yapilarak tiip dibinde ¢okelti olusturuldu.
1 mL TE eklenerek 2 dakika alt-iist edildikten sonra 15 saniye vorteks yapilarak

sulandirild1 ve ¢alisma soliisyonu yapmak i¢in hazir hale getirildi.

1 mL TE i¢inde sulandirilmig primerlerinden 200 pL’lik SpuM ¢aligma
solusyonlart Tablo 2.1°de gosterilen konsantrasyon hesaplamalarina gore hazirlandi.

Son hacmi 25 pL olan PCR reaksiyonu i¢in 2.5 pL primer eklendi.

Tablo 2.1 Primer Calisma Soliisyonu Hazirlama.

Primerler Molaritesi Cahisma Soliisyonlar:
Sol Primer 29 uM 34.5 puL primer + 165. 5 uL TE
Sag Primer 38.3 uM 26 pL primer + 174 pL TE

2.2.3 gDNA izolasyonu

Bu c¢alismanin materyalini olusturan zeytin (Olea europaea L.) meyve ve
yaprak oOrnekleri Edremit Zeytincilik Fidan Uretme Istasyonu’nun zeytin
bahgesinden temin edilmistir. O bdlgeden siv1 azot igerisinde getirilmis ve RNA veya

DNA izolasyonu yapilincaya kadar -80 °C dolabinda muhafaza edilmistir.

DNA izolasyonu i¢in ‘GenElute™ Plant Genomic DNA Miniprep Kit’ (Sigma,

Almanya) iiriinii kullanildi. Bu kite gore izolasyon 6zetle su sekilde yapildi:
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Zeytin yaprak ornekleri havan igerisinde sivi azotta ezildi ve ependorf tiipiine

100 mg olacak sekilde alinidi. Sivi azotun ugmasi beklendi.

Hiicreleri lizise ugratmak icin ependorf tiipiine 350 pL lizis soliisyonu (Part A)
eklendi ve Orne8in tamamiyla temas etmesi saglandi (Pipet uglar1 kesilip
otoklavlanarak, ezilmis orneklerin pipetaj islemi yapildi). Hemen ardindan 50 pL
‘Part B’ lizis soliisyonu eklendi. Ependorflar daha dnceden 65 °C’ye ayarlanmis su
banyosuna kondu ve 10 dakika inkiibe edildi. Su banyosuna koymadan 6nce bazi
durumlarda RNA kirliligine kars1 lizis karigimi igerisine RNase eklendi. 10 dakika
sonunda artiklar1 ¢oktiirmek igin karistma 130 uL ¢oktiirme soliisyonu eklendi ve
15000 X g’de 5 dakika santrifiij edildi (Hiicresel artiklar, proteinler ve polisakkaritler
bu sayede ¢oktiiriildii).

Santrifiijden sonra siipernatant, kit igerisinde bulunan mavi insortlii kolona
aktarildi.1 dakikadakika 15000 X g’de santrifiij edildi. Boylece hiicresel atiklar
tamamiyla uzaklastirildi. Filtre atilir igerisinde sivinin oldugu toplama tiipii ile
devam edildi. Bu sivi igerisine 700 uL baglama soliisyonu eklendi ve pipetaj yapildi.
Baglama kolonlarinin hazirlanmasi i¢in kirmizi renkli insortler toplama kolonlarina
yerlestirildi, 500 puL kolon hazirlama soliisyonu eklendi ve 1 dakika 12000 X g’de
santriflij yapildi. Daha once elde edilen sivi bu kolona yiiklendi. Bu kolon en fazla
700 pL alir. Eldeki sivi bu miktardan fazla oldugu i¢in bundan sonraki islem iki
kerede yapildi. 1 dakika 15000 X g’de santrifiij edildi. Toplama tiiptindeki siv1 atildi
ve filtre tekrar toplama tiipline yerlestirildi. Bundan sonra yikama islemine gecildi.
Kit icerisindeki yikama soliisyonu kullanilmadan Once igerisine etanol ilavesi
yapildi. 500 pL kolona ilave edildi ve 1 dakika 15000 X g’de santrifiij edildi.

Toplama tiipiindeki s1v1 atild1 ve filtre tekrar toplama tiipiine yerlestirildi.

Ikinci yikama islemimde kolona 500 pL yikama soliisyonu ilave edildikten
sonra 3 dakika 15000 X g’de santrifiij yapildi. Filtre 2 mL’lik yeni bir ependorf
tiiptine alindi. Bu asamadan son hacim 50 pL olacak sekilde eliisyon islemlerine
baslandi. Eliisyon soliisyonu daha 6nce su banyosunda 65 °C’de 6n 1sitmaya tabi
tutuldu. Once 30 pL eliisyon ¢ozeltisi eklendi ve 7 dakika beklendikten sonra 1
dakika, 15000 X g’de santrifiij yapildi. Daha sonra 20 pL eliisyon ¢ozeltisi eklenerek
yine 7 dakika beklendi ve 1 dakika, 15000 X g’de santrifiij yapildi.. DNA &rnekleri -
20 °C’de saklandi.
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2.2.4 PCR Bilesenleri ve Kosullar:

cDNA ve gDNA o6rneklerinin PCR’da olusturacaklar1 bant biiyiikliiklerinin
karsilastirilip dizileme sonuglarinin degerlendirilmesiyle gen igerisinde intron olup
olmadig1 bilgisine ulagmak hedeflendigi i¢in, ¢cDNA kiitiiphanesinden secilen
tahmini sitokrom P450 cDNA'st ile zeytin yapraklarindan elde edilen gDNA
ornekleri kalip olarak kullanilarak Tablo 2.2°de belirtilen PCR kosullar1 ve Tablo
2.3°deki PCR karsimu ile belirtilen primerler kullanilarak ¢ogaltma yapildi.

Tablo 2.2 PCR Kosullari

Dongii isimleri Sicaklik Zaman Devir
Kapak 1sitma 105 °C 1 dakika -
1- On Isitma 94 °C 5 dakika 1
2- Ayrilma 94 °C 30 saniye
3- Baglanma 50 °C 45 saniye
4- Uzama 72°C 2 dakika 35
5- Son Uzama 72°C 7 dakika 1

Tablo 2.3 PCR Reaksiyon Karigimi ve Bilesenlerin Yogunluklari

Bilesen Ismi Reaksiyon Icin Kullanilan Miktar | Yogunluk
(25 puL Toplam Hacim ig¢in)

Tampon 2.5 uL 10X
MgCl, 1.5uL 25 Mm
Sag Primer 2.5ulL 29 uM
Sol Primer 2.5 ulL 38.3 uM
DMSO 2 uL -
dNTP karigim 2.5uL 10 mM
Kalip 1yl -
Taq Pol 0.5 uL S5u/puL
Niikleazlardan armdirilmis su 10 uL -
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2.2.5 Agaroz Jel Elektroforezi

PCR sonuglar1 %0.8’lik olacak sekilde hazirlanan jelde kosturuldu. Jel i¢in 0.4
gr agoroz (Sigma, Almanya) tartildi1 ve tizerine 50 mL 0.5 X’lik TBE ilave edilerek
mikrodalga firinda ¢ozelti hazirlandi. Cozelti sogutuldu, icerisine 0.5 pL EtBr
(Etidyum bromid) ilave edildi ve igerisine taraklarin yerlestirildigi elektroforez
kasetine dokiildii. Jel polimerlestikten sonra taraklar ¢ikarildi, kuyucuklar yiiklemeye
hazir hale getirildi. Kaset elektroforez tankina yerlestirildi ve jelin iizerini
kapatincaya kadar elektrik akimini iletici olarak kullanilan 0.5 X’lik TBE ilave
edildi. TBE i¢in gerekli olan Triz bazi (Almanya) firmasindan, Borik Asit
AppliChem (Darmstadt-Almanya) firmasindan, temin edildi. Bu c¢ozeltiler ve
kompozisyonlar1 Tablo 2. 4’te verilmistir. Ornekler 1 (6 X) boya:5 drnek karisimi
seklinde kuyucuklara yiiklendi. Ik kuyucuga molekiiler agirlik belirteci olan markr
yiiklendi. 100 V elektrik verilerek 45 dakika yiritildi. Jel 45 dakika sonunda

Transilluminator UV cihazinda gozlendi ve cihazda fotograf ¢ekildi.

Tablo 2.4 Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler ve Ozellikleri

Cozelti Kompozisyonu (0.5 L i¢in)

27 g Tris-baz
5X TBE 13.75 g Borik asit
10 mL, 0.5 M, pH 8 EDTA

GeneRuler™ DNA Ladders (Fermentas
Yiikleme Boyasi Katalog No: SM0313)

2.3 Polimorfizm Analizi

Yiiksek oranda polimorfizm barindiran sitokrom P450 geninin, zeytin ¢esitleri
arasinda da polimorfizm gosterip gostermedigini belirlemek amaciyla Memecik,
Memeli, Uslu, Ayvalik ve Gemlik zeytin tlirlerinden boliim 2. 2. 3’te anlatilan DNA
izolasyon yOntemiyle yapraktan DNA izolasyonu yapildi. Tablo 2.1°deki
primerlerden yararlanildi ve Tablo 2.2°deki PCR kosullar ile Tablo 2.3’teki PCR

reaksiyon karigimi kullanildi.
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2.4 Promotor Analizi

2.4.1 TAIL PCR i¢in Primerler

Genin diizenlenmesini saglayan 5’ bolgesinin (promotor) tespiti i¢cin ‘“TAIL-
PCR’ tekniginden yararlanildi. Bu teknikte genin 5’ bdlgesine rast gele baglanan 5
ayrt AD primeri ve AD karisimi (5 primerin esit oranlarda karistirilmasiyla
olusturuldu.) kullanildi. Dizinin 5’ ucuna yakin olacak sekilde birbiri ardina (Aralik
mesafesi yaklasik 40 niikleotit civarinda secildi.) 3 ayr1 sol primer, Primer 3 [94]
programinda tasarlandi (Tablo 2. 5). Primerler sulandirilmis olarak alindi. Bunlardan

istenilen yogunluklarda ¢alisma solusyonlar1 hazirlandi

Tablo 2. 5 TAIL PCR Primerleri ve Calisma Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Primer Adi- Dizisi Yogunluk Calisma Soliisyonu
AD;: 5>-NTCGASTWTSGWGTT-3' 10 mM 80 uL TE + 20 pL Primer
AD,: 5’- NGTCGASWGANAWGAA-3’ 10 Mm 80 uL TE + 20 pL Primer
ADy,: 5°- STTGNTASTNCTNTGC-3’ 10 mM 80 uL TE + 20 uL Primer
AD3. 5’- WGTGNAGWANCANAGA-3’ 10 mM 80 uL TE + 20 pL Primer
ADs. 5’- WCAGNTGWTNGTNCTG-3’ 10 mM 80 uL TE + 20 uL Primer
Tail;. 5’ AAACAAAAGCCTTCTGAAAGTGTAAG-3’ 5mM 90 uL TE + 10 pL Primer
Taily. 5> CCTCAAAATCCTCTCTTTCTTCTTT-3’ 5 mM 90 uL TE + 10 pL Primer
Tail;. 5°- CACTGAAATTGCTGTTTTCAGTATCT-3’ 5mM 90 uL TE + 10 pL Primer
2.4.2 PCR Dongii Kosullar:

Tail-1,Tail-2 ve Tail-3 adin1 verdigimiz 3 ayri PCR kosulu uygulandi (Tablo
2.6) Tail-1 igin kalip olarak boliim 2.2.3’te bahsedildigi gibi izole edilen DNA
ornekleri kullanildi. Tail-1’den ¢ikan 6rnekler 1/40 sulandirilip bundan Tail-2 igin 1
pL kullanildi. Tail-2 sonuglari 1/10 sulandirildi ve bundan Tail-3 igin 1 pL
kullanildi. Kalip ve AD primerleri sirayla PCR tiiplerine dagitildi. PCR reaksiyon
karisimi hazirlandi, tiiplere paylastirildi (Tablo 2.7). PCR sonrasinda ornekler
2.2.5’te anlatildig1 gibi jelde kosturuldu, goriintii fotograflandi.
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Tablo 2.6 TAIL PCR Dongii Kosullari

Sicakhik Siire Dongii
TAIL-1

94 °C 1 dakika

60 °C 2 dakika

72 °C 3 dakika 5
94 °C 1 dakika

25°C 2 dakika

72°C 3 dakika 1
94 °C 1 dakika

60 °C 2.5 dakika

72 °C 3.5 dakika

94 °C 1 dakika

60 °C 2.5 dakika 17
72 °C 3.5 dakika

94 °C 1 dakika

45 °C 2.5 dakika

72 °C 3.5 dakika

72 °C 7 dakika 1

TAIL-2

94 °C 1 dakika

60 °C 2.5 dakika

72 °C 3.5 dakika

94 °C 1 dakika

60 °C 2.5 dakika 12
72 °C 3.5 dakika

94 °C 1 dakika

45 °C 2.5 dakika

72 °C 3.5 dak

72 °C 1 dakika 1
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Tablo 2.6’nin devam

TAIL-3
94 °C 1 dakika
45 °C 2.5 dakika 20
72 °C 3.5 dakika
72 °C 7 dakika 1
Tablo 2.7 Tail PCR Reaksiyon Karisimlari
Bilesen ismi Miktar
TAIL-1 (Toplam Hacim 20 pL)
Tampon 2 uL
MgCl, 1.5 L
AD primer 5ulL
T1 Primer 1puL
DMSO 1ul
dNTP karigim 0.5 uL (10 mM)
Kalip 1Ml
Taq Pol (Rec, Fermentas) 0.5Ml
Niikleazlardan arindirilmis su 7.5uL
TAIL-2 (Toplam Hacim 25 uL )
Tampon 2.5 Ml
MgCl, 1.5l
AD primer 5ulL
T2 Primer 1uL
DMSO 1uL
dNTP karisim 0.5 uL (10 mM)
Kalip 1yl
Taq Pol (Rec, Fermentas) 0.5 uL
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Tablo 2.7°nin devami

Niikleazlardan arindirilmis su 12 uL
TAIL-3 (Toplam Hacim 50 uL)

Tampon S5uL
MgCl, 3uL
AD primer 10 uL
T3 Primer 2 uL
DMSO 3uL
dNTP karigim 1 uL (10mM)
Kalip 1uL
Taq Pol (Rec, Fermentas) 0.5uL
Niikleazlardan arindirilmis su 245 uL

2.5 Zamansal ve Dokusal Ekspresyon Seviyelerinin Belirlenmesi

2.5.1 Real - time PCR

Genin hangi aylarda, hangi dokuda ne kadar sentezlendigini bulabilmek igin
Real Time PCR tekniginden yararlanildi. Bunun i¢in Light Cycler 480 PCR (Roche,
Almanya) cihaz1 ve LC 480 Sybr Green kiti (Roche, Almanya) kullanildi. PCR
dongii kosullar1 Tablo 2.8’de, Real Time PCR primerleri Tablo 2.9°da gésterilmistir.

Real Time primerleri 152 niikleotitlik bir bolge ¢ogaltacak sekilde, primer 3
[94] programinda olusturuldu. Sol primer ATG kodonuna gore 1486. niikleotitten sag
primer ise 1637. niikleotitten baslatildi. Primerler sulandirilmis olarak alindi. 100

uM’lik stoktan 5 uM’lik ¢alisma soliisyonu hazirlandi.
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Tablo 2. 8 Real Time PCR Dongii Kosullari

DONGU ADI SICAKLIK |  SURE DONGU
[k Ayrilma 95 °C 5 dakika 1
Ayrilma 95 °C 20 saniye
Baglanma 50 °C 20 saniye 40
Uzama 72 °C 20 saniye
Erime Egrisi 95°C 20 saniye 1
Sogutma 40 °C 30 saniye 1

Tablo 2.9 Real Time PCR’da Kullanilan Primerler

PRIMER ADI PRIMER
Sol Primer 5°-TTCTCGTTTGAGATTTCACCTACTTAT-3’
Sag Primer 5°- AGAGAGAATGCATAACAACATACGATA-3’
GAPDH-Sol 5’- TTGCCATCAATGACCCCTTCA-3’
GAPDH-Sag 5’- CGCCCCACTTGATTTTGGA-3’

2.5.2 RNA Izolasyonu

Real Time PCR’da kalip olarak kullanilacak cDNA o6rneklerini elde etmek i¢in
12 ay boyunca, var yili ve yok yili olarak belirlenen (1.Aga¢ var yili, 2.Aga¢ yok

yil1) iki agagtan toplanan yaprak, meyve, siirgiin, ¢icek ve tomurcuk gibi dokulardan

RNA izolasyonu yapildi (Sekil 2.1).

Tablo 2.10’da 6rneklerin toplanma tarihi ve hava durumu goriilmektedir. RNA

izolasyonu i¢in RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Almanya) kullanildi.

tarifesinin takip edildigi izolasyonda 6zetle asagidaki gibi yapildi:
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Ezilen Ornekler (Yaklasik 100 mg) ependorf tiipiine aktarildi. Sivi azotun
ucmasi beklendi. Ornekler erimeden 450 pL merkaptoetanol ilave edilmis RLT
tamponu eklendi. Vorteks yapildi ve ornekler 56 °C’de 3 dakika su banyosunda
inkiibe edildi. Elde edilen karigim lila kolon bulunduran toplama tiipiine aktarildi ve

2 dakika 15000 X g’de santrifiij edildi.

Olusan siipernatant ¢okeltiye (pellet) dokunulmadan yeni bir ependorfa alindi.
Icerisine kendi hacminin yaris1 kadar %96’lik etanol eklendi ve hemen pipetaj
yapildi. Beklenmeden numune (yaklasik 650 pul) pembe renkli kolon barindiran
toplama tiipline aktarildi. 15 saniyesaniye12000 X g’de santrifiij edildi. Alttaki sivi
atildi. Bu asamadan sonra DNA kirliliginden kurtulmak i¢in On-column DNase

Digestion kiti (Sigma, Almanya) uygulandi. Bu yontem &zetle su sekilde yapildi

Elimizdeki pembe renkli kolona 350 u. RW1 tamponu eklendi ve 15 sn 12000
X g’de santrifiij edildi. Alttaki siv1 atilarak kolon dikkatlice yerine yerlestirildi. 10
pL DNase I, 70 pL. RDD tamponundan olusan 80 pL’lik DNase stok soliisyonu
kolona eklendi ve 20-30 °C’de 15 dakika inkiibe edildi. Ardindan 350 uL RW1
tamponu eklendi 15 sn 12000 X g’de santrifiij edildi. Alttaki sivi atilarak kolon
dikkatlice yerine yerlestirildi. Bu asamadan sonra protokole geri doniildii. Kolona
500 uL. RPE tamponu eklendi ve 15 sn 12000 X g’de santrifiij edildi. Kolon yeni bir
toplama tiipline gecirilerek 15000 X g’de 1 dakika santrifiij edildi. Etanolden
uzaklastirma isleminden sonra kolon 1.5 mL’lik yeni bir toplama tiipiine dikkatlice
yerlestirildi. 30 uL RNaz’lardan armndirilmis su, tam kolonun zarina gelecek sekilde
eklendi ve 5 dakika inkiibe edildikten sonra 12000 X g’de 1 dakika santrifiij edildi.
Ornekler -20 °C’de saklandh.
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Tablo 2.10 Orneklerin Toplanma Tarihi ve Hava Durumu

AY GUN-YIL HAVA DURUMU
Nisan (N) 15-2010 19 °C, Giinesli
Mayis (MY) 14-2010 15 °C, Giinesli
Haziran (H) 17-2010 33 °C, Giinesli
Temmuz (T) 15-2010 37 °C, Gilinesli
Agustos (A) 18-2010 32°C, Giinesli
Eyliil (E) 22-2010 28 °C, Giinesli
Ekim (EK) 19-2010 16 °C, Pargal1 Bulutlu
Kasim (K) 22-2010 14 °C, Kapali
Aralik (A) 22-2010 13 °C, Kapali
Ocak (O) 19-2011 12 °C, Kapali
Subat (S) 21-2011 10 °C, Az Yagish
Mart (M) 162011 19 °C, Giinesli

2.5.3 Revers Transkriptaz- Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Elde edilen RNA oOrneklerinden ¢cDNA eldesi i¢in RevertAid™ First Strand
cDNA Synthesis Kit (Fermentas katalog no: K1622) kullanildi. Bunun i¢in 5 pL total

sekilde hazirlanmis oldu.
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RNA 6rnegine (her bir 6rnek i¢in) 1 uL oligo dT, 6 pL niikleazlardan armdirilmis su
eklendi ve pipetaj yapilarak 70 °C’de 5 dakika inkiibasyon yapildi.Daha sonra 4 L.
5X reaksiyon tamponu,1 pL riboniikleaz inhibitorii, 2 L 10 mM'lik dNTP eklenerek
37 °C’de 5 dakika inkiibe edildi. Biitin bu islemlerin sonundal pL revers
transkriptaz enzimi eklendi ve 42 °C’de 1 saat inkiibe edildi. cDNA ornekleri bu




2.5.4 Real Time PCR Plate’inin Hazirlanmasi

Roche firmasinin 384’liikk plate’i kullanildi (Sekil 2.2). Her bir Ornek
giivenirlilik agisindan 3 tekrarli yapildi (Plate’in A satirinda ilk 3 kuyucuk 1 6rnege
4, 5, 6 baska bir drnege aittir). Deneyde konsantrasyonlarin karsilastirilabilmesi
acisindan konsantrasyonunu bildigimiz bir numune (plazmit) standart olarak
kullanildi. Standartlar i¢in de her sulandirma basamagi 3 tekrarli olacak sekilde
kuyucuklara yiiklendi (Sekil 2.3). Sentez miktar1 (ekspresyon) Olgiilen genin
GAPDH’e (GenBank Erisim No: AM933453) gore kac kat sentezlendigini
bulabilmek i¢in her 6rnekden Tablo 2.8’de gosterilen iki farkli primer ¢iftiyle PCR
yapildi. GAPDH primerleri ile yapilan 6rnekler de 3 tekrarli yapildi.

2.6 Genin Pichia Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi

2.6.1 cDNA'nin Cogaltilmasi

Ligasyon asamasinda kullanmak iizere tahmini P450 cDNA'sinin Tablo 2.2°de
gosterilen reaksiyon kosullarinda ve Tablo 2.3’te verilen reaksiyon karisimiyla
PCR’1 yapildi. Bu asamada kesim boélgelerine uygun bir sekilde dizayn edilen
ekspresyon primeri adimni verdigimiz primerler kullanildi. Sol primerin dizisi; 5°-
AGCGGCATCGATGATTTTGAAGTGGTTA-3’, sag primerin dizisi 5’-
AGAATGCATAACAACCTAGGATAA-3’ olarak dizayn edildi. Bunlardan 5
uM'lik galisma soliisyonu hazirland1 (Tablo 2.11). Tablo 2.2°deki PCR kosullar1 ile
Tablo 2.3’teki PCR reaksiyon karigimi kullanildi.

Insert miktar ve konsatrasyonunu arttirmak i¢in PCR 50 pL’lik hacimde 4 ayr
tipte yapildi. PCR sonrasinda ornekler 2.2.5’inci bolimde anlatildigi gibi jelde
kosturuldu. Istenilen bantlarin elde edildigi gozlendi ve &rnekler jelden geri
kazanildi. Jelden geri kazanma i¢in GenElute™ Gel Extraction Kit (Sigma,
Almanya) kullanildi. Kit tarifesinin takip edildigi bu asama icin 6zetle su yol takip
edildi:
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Bosken tartilan ependorf tiiplerine jel goriintiilemede kisa siirede, dikkatlice
kesilen bantlar koyuldu. Jel agirlig: tespit edildikten sonra jel agirliginin 3 kat1 kadar
(100 mg jel varsa 300 pL) jel ¢oziicii soliisyon eklendi ve 55 °C’de 10 dakika jel
tamamiyla ¢oziinene kadar inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresince her 3 dakika’da
vortex yapildi. Kolonlar toplama tiiplerine yerlestirildi ve 500 puL kolon hazirlama
soliisyonu eklenerek 13000 X g’de santriflij yapildi. Alttaki sivi atildi. Cozelti
icerisine baslangigtaki jel miktar1 kadar %100 isopropanol eklendi ve homojen bir
sekilde dagilmasi i¢in pipetaj yapildi. Coziinmiis jel karisimi hazirlanan kolonlara
aktarildi. 13000 X g’de 1 dakika santrifiij yapildi. Alttaki sivi atildi. 700 uL yikama
soliisyonu eklendi ve 1 dakika 13000 X g’de santrifiij yapildi. Alttaki sivi atild.
Kolon toplama tiipiine yerlestirildi ve bir kez de etanolden arindirmak igin bos
santrifiij edildi. Kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi ve 30 pL eliisyon
tamponu eklenerek 5 dakika beklendi. Sonrasinda 13000g’de 1dakika santrifiij
yapildi. Tekrar 20 pL eliisyon tamponu eklendi ve 5 dakika beklendi. 13000 X g’de 1
dakika santrifiij yapildi. Bu sekilde jelden kazanma 50 pL’lik son hacimle

tamamlanmis oldu.

2.6.2 Ekspresyon Primerlerinin Dizaym

Klonlama c¢alismalarinda EasySelect™ Pichia Expression Kit (Invitrogen
Cat.n0.K1740-01) kullanildi. Klonlamada, bulundurdugu restriksiyon bdlgeleri
hedef ¢cDNA dizisi igindigerlerine gore daha uygun oldugundan kit igerisinde
bulunan zeozin direng geni barindiran pPICZ o C vektori (Invitrogen, A.B.D.)
kullanildi. Bu vektor mayada iiretilen proteinin hiicre disarisina verilmesini saglayan
a sinyalini barindirmaktadir. Ve igerisine girdigi hiicreye zeozin antibiyotigine karsi
direng saglar. Bu sekilde vektorii alan tarnsformatlar tespit edilir. Primerler dizayn
edilirken dizinin amino ucunda tespit edilen sinyal peptit de gbéz Oniinde
bulunduruldu. Sol primer sinyal peptitin ayrilma bolgesinden sonraki niikleotitlere
dizayn edildi. Restriksiyondan sonra sinyal peptit diziden uzaklastirilmis oldu (Sekil
2. 4). Bunun sonucu olarak proteinin hedef ER’a gitmesi engellendi. Bu sekilde

proteinin sitoplazmada kalmasi ve a sinyal sayesinde hiicre digarisina verilmesi
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hedeflendi. Primerler igerisinde vektorle uyumlu restriksiyon tanima bdlgeleri

diizenlendi.

Sinyal peptit ¢ikarma isleminde P450 dizisine uyumlu primerlerin dizilerinde
bulunan niikleotitlerin birkacinda degisiklik yapildi. Cergeve kaymamasi igin kesim
sonrasinda vektor ve P450 dizilerinden gelecek niikleotitler kontrol edildi. Dizinin
sol ucunun kesimi i¢in Cla | (Fermentas, Litvanya), sag ucunun kesimi ig¢inse AccC

651 (Fermentas, Litvanya) enzimleri se¢ildi (Tablo 2.12).

Tablo 2.11 Calisma Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Primerler Molaritesi Calisma Soliisyonlar:
Exp. Sag Primer 33.3 uM 30 pL primer + 170 uL TE
Exp. Sol Primer 30.1 Mm 33 pL primer + 167 uL TE

Tablo 2.12 Uygun Enzimler ve Tanima Boélgeleri

Enzim Tanima Bolgesi Primer Gosterim
Clal 5’-AT’CGAT-3" | AGCGGCATG(C)GAG(t)\GATTTTGAAGTGGTTA
Acc 651 | 3’-C’CATGG-5" | AGAATGCATAACAACG(C)ATA(Q)GATAA

2.6.3 ¢cDNA ve Vektoriin Kesilmesi

Kesim vektor i¢in 20 pL, cDNA i¢in 30 pL toplam hacimde yapildi. Vektor
kesiminde hazirlanan karigim igerisine 350 ng’lik vektorden toplamda 1pg olabilmesi
icin 4 pL vektor, 1 puL (1 tnite) Cla | enzimi, 1 pL (1 tnite) Acc 651 enzimi, 2 pL
10X tampon ve 12 uL su; cDNA kesiminde hazirlanan karisim igerisine 200 ng’lik
cDNA'dan toplamda 1 pg olabilmesi i¢in 5 pL, 1.5 pL (1.5 tnite) Cla | enzimi, 1.5
pL (1.5 tinite) Acc 651 enzimi, 3 uL 10X tampon ve 19 uL su koyuldu. 37 °C’de 1
saat etiivde inkiibe edildi. Kesimden sonra 2. 6. 1’inci bolimde anlatildigi gibi
saflastirma yapildi. Kesilmis vektor jele yliklenerek geri kazanildi, cDNA ise jele
yiiklenmeden saflagtirildi. ¢cDNA enzim ve diger bilesenlerden ayirmak igin

saflastirildi.
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Sekil 2.4 Sinyal Peptitin Uzaklastirilmasini Hedef Alan Primer Dizayni. Segilen

enzim triptofan amino asidini kodlayan TGG kodonunda T ve G ( G niikleotidi C
niikleotidi ile degistirilmistir.) niikleotitleri arasindan kesme yapmaktadir.

2.6.4 Ligasyon Kosullar

Ligasyon, T4 DNA Ligaz (5 U / uL, Fermentas, Litvanya) enzimi ile 22 °C’de,
45 dakika yapildi. Enzimin kullanim talimatina gore karisim, 100 ng (1 pL ) vektor,
3 kati olacak sekilde 300 ng (10 pL) insert, 2 uL 10X tampon, 1 uL (1/5
sulandirilimig, 1 tinite) T4 DNA ligaz enzimi, 6 pL su katilarak toplam 20 pL

hacimde hazirlandu.

2.6.5 Transformasyon

Hazirlanan ligasyon iriiniiniin 5 pL’si toplam hacmin 1/10 miktar1 olacak
sekilde 50 pL’lik E.coli DH10B susuna transforme edildi. Transformasyonda su yol
takip edildi: -80 °C dolabindan buza transfer edilen kompetan hiicreler (50 pL )
igerisine 5 pL’lik ligasyon iriinii eklendi ve karigim 20 dakika buzda bekletildi.
Sonrasinda 42 °C’de 1.5 dakika bekletildi. Bu islemden sonra tekrar 2 dakika buzda
bekletildi. Bu asamalar sirasinda ¢ok hizli olundu. 55 pL’lik bu karigim 950 pL’lik
stvi LB besiyerine aktarildi ve 1.5 saat, 37 °C’de, 240 rpm’de etiivde galkalandi. 1.5
saat sonunda 1 mL inokiilasyon iiriinii 500 pL, 250 pL ve 250 pL olarak zeozin

antibiyotigi bulunduran 3 adet petriye yayildu.
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Transformasyon isleminin basarili olup olmadigini anlayabilmek igin ligasyon
tirtinii ile birlikte 0.5 pL bos halkasal vektor (50 ng) de kompetana transforme edildi.
Kompetan canlili§i sadece kompetanin zeozinsiz petriye ekilmesiyle test edildi. Bos
hiicreler ayn1 zamanda zeozin yeterlilik testi i¢in zeozinli petriye ekildi. Basarili
transformasyonlarda zeozinli petriye ekilen bos hiicreler Oliirken antibiyotiksiz
ortamda ¢ok fazla tireme gozlendi. Bos (insertsiiz) vektor zeozinli ortamda ¢ok fazla

koloni olusturdu. Ligasyon basarili oldugunda zeozinli petrilerde tireme gézlendi.

2.6.6 Zeozin Hazirlanmasi

Kit igerisindeki 100 mg’lik zeozinden deneylerde 25 pg / pL’lik zeozin
kullanabilmek i¢in 250 pL zeozin alind1 ve 750 pL su ile ¢ozelti olusturuldu. Bu
caligma soliisyonundan LB igine bire bir konuldu (500 pL LB’ye 500 pL zeozin).

LB besiyerlerinin hazirlanmasi Tablo 2.13’te gdsterilmistir.

2.6.7 Kompetan Hiicre Hazirlanmasi

Kompetan hale getirilecek E.coli (DH10B) hiicreleri LB agar petrilere yayildi.
37 °C’de bir gece inkiibe edildi ve tek koloni diisiirtildii. Tek koloni siyrilarak 10 mL
sivi LB’de 1 gece inokiile edildi. 250 mL'lik erlen igerisine 100 mL’lik LB koyuldu.
Daha 6nce hazirladigimiz 6n kiiltiirden buraya 5 mL eklendi. 37 °C’de yaklasik 4-6
saat kadar inkiibe edildi (ODgo 0.6 — 1 olana kadar). Inokiile edilen 100 mL'lik
bakteri kiiltiirii 50 mL'lik 2 falkona bdliindii. 3000 rpm’de, 5 dakika 4 °C’de santrifiij
edildi. Sitipernatant uzaklastirildi. Baslangi¢ hacminin yarist kadar (25 mL) soguk
(kullanilmadan 6nce buzda bekletildi) 0.1 M CaCl, eklendi. Pipetajla dipteki ¢okelti
¢oziildi. 25 dakika buzda bekletildi. Bu islemlerden sonra 3000 rpm’de, 5 dakika 4
°C’de santriflij yapildi. Siipernatant uzaklastirildi. Daha sonra baglangi¢ hacminin
1/10’u kadar (5 mL) soguk, 0.1 M CaCl, eklendi. Pipetajla ¢okelti ¢oziildii.
Hazirlanan kompetan hiicre ¢ozeltisi ependorflara, tek kullanimlik olmast i¢in 50

pL’lik miktarlarda paylastirildi.
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Tablo 2.13 LB Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Sivi LB Besiyeri (500 mL)

Tripton 59
Maya Ekstrakti 25¢9
NaCl 50
LB Petri (500 mL)
Tripton 59
Maya Ekstrakti 259
NaCl 50
Agar 7549
Zeozinli Siv1 LB (500 mL)

Tripton 59
Maya Ekstrakti 2590
NaCl 50
Zeozin (Invitrogen) 500 uL

Zeozinli Petri LB (500 mL)

Tripton 5¢g
Maya Ekstrakti 259
NaCl 50
Agar 7.5
Zeozin 500 pL
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2.6.8 Koloni Tarama

Transformasyon sonrasi olusan kolonilere pipet ucu degdirildi ve herbiri 10 pL
su ile kanstirildi. Her 6rnekten 1 pL kalip ligasyonun basarili olup olmadiginm
anlayabilmek i¢in koloni PCR’da kullanildi (Tablo 2. 14).

Koloni PCR igin vektore ait AOX-3’ ve AOX-5" primerleri sulandirilmig
olarak (100 uM) siparis edildi ve bunlardan 5 uM'lik ¢alisma soliisyonlar1 hazirlandi
(Tablo 2.15). Koloni PCR karigimi Tablo 2.16°da gosterilmektedir. PCR sonrasinda
ornekler 2.2.5’inci boliimde anlatildigi gibi jelde kosturuldu ve jel goriintiisi

fotograflandi.

2.6.9 Rekombinant Kolonilerden Plazmit Izolasyonu

Koloni PCR ile basarili ligasyon iirlintinii aldigini tespit ettigimiz hiicrelerin
olusturdugu kolonilerden plazmit izolasyonu yapildi. Bunun igin koloni sayisinca
falkona 5’er mL zeozinli LB besiyeri koyuldu ve kolonilerden koloni sayisina gore
isaretlenen falkonlara inokiilasyon yapildi. 37 °C’de bir gece inkiibe edildi. Ertesi
giin plazmit izolasyonu GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma, Almanya)
kullanilarak yapildi. Bu kite gore izlenen yol 6zetle soyledir:

5 mL'lik kiiltiirden 850 puL alinarak 150 pL gliserolle karistirildi, gerektiginde
kiiltiir hazirlayabilmek i¢in olusturulan gliserol stok -80 °C dolabina kaldirildu.
Kiiltiirlin artan kism1 2 mL'lik 2 ependorfa paylastirildi ve 15000 X g’de 1 dakika
santrifiij yapildi. Siipernatant atildi, bakteri pelletine 200 pL siispansiyon soliisyonu
eklendi ve vorteks yapildi. Sonrasinda 200 pL lizis soliisyonu eklendi ve hemen 6 — 8
kez pipetaj yapildi. Daha sonra 350 pL nétralize edici soliisyon eklendi ve ependorf
hafifce 4 — 6 kez ters diiz edildi. 15000 X g’de 10 dakika santrifiij yapildi.
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Tablo 2.14 Koloni PCR Kosullar1

Déngii Ismi Sicakhik Siire Dongii Sayisi
On Ayrilma 95 °C 2 dakika 1
Ayrilma 94 °C 1 dakika
Baglanma 55°C 1 dakika 40
Uzama 72 °C 2 dakika
Son Uzama 72 °C 10 dakika 1

Tablo 2.15 Koloni PCR Karigimi

Bilesen Ismi

Reaksiyon i¢in Kullamlan Miktar
(25 uL Toplam Hacim ig¢in)

Tampon 2.5uL
MgCl, 1.5ulL
AOX-3’ 0.5uL
AOX-5’ 0.5 uL
dNTP karisim ( 10 mM) 0.4 uL
Kalip 1ul

Taq Pol (Fermentas, Litvanya) 0.5 uL
Niikleazlardan armdirilmis su 18.1 uL
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Tablo 2.16 AOX Primerleri

Primer Ismi Niikleotit Dizisi
AOX-3’ 5'-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3"
AOX-5’ 5-GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3

Stipernatant kolonlara aktarilmadan once kolonlara 500 pL kolon hazirlama
soliisyonu eklendi ve 12000 X g’de 1 dakika santrifiij yapildi. Hazir hale gelince
slipernatant kolonlara eklendi ve 12000 X g’de 1 dakika santrifiij yapildi. Alttaki sivi
atildi, kolon tekrar toplama tiipiline yerlestirildi. 750 pL. yikama soliisyonu eklendi ve
12000 X g’de 1 dakika santrifiij yapildi. Alttaki sivi atildi ve kolon yerlestirilerek bir
kez daha bu sefer 15000 X g’de etanolii tamamiyla uzaklastirabilmek icin santrifiij
yapildi. Kolon yeni bir toplama tiipiine aktarildi. 30 pL eliisyon tamponu eklendi. 5
dakika beklendi ve 12000 X g’de 1 dakika santrifiij yapildi. Tekrar 20 pL eliisyon
tamponu eklendi, 5 dakika beklendi ve 12000 X g’de 1 dakika santrifiij yapildi.

Hazirlanan plazmitler - 20 °C’de sakland.

2.6.10 Klonlamanin Teyid Edilmesi

Ligasyonda vektor igerisine giren dizinin hedeflenen P450 dizisi olup
olmadigimi teyit edebilmek i¢in vektdr ayni enzimlerle (Cla I, Acc 651) kesime tabi
tutuldu. Kesim 30 pL toplam hacimde yapildi. Karisim 3 pL tampon, 1 pL Cla |
enzimi, 1 puL. Acc 651 enzimi, 1 pg rekombinant vektor (7 puL) ve 18 pL su olacak
sekilde hazirlandi. 37 °C’de 1 saat etlivde inkiibe edildi. B6liim 2. 2. 5’te anlatildig:
gibi jelde kosturuldu ve fotograflandi.
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3. CALISMANIN KAPSAMI

Sitokrom P450 monooksijenaz gen ailesi, bilim diinyasinda ¢ok genis bir
calisma alani olusturmaktadir. Canlilarin gostermis oldugu her tiirlii yasamsal
faaliyette gorevli olan ve savunma mekanizmasi olarak canliligin devamini saglayan
gen ailesi bu ozellikleri yoniinden bilim adamlarmin ilgisini ¢ekmektedir. Bir¢ok
canlida Sitokrom P450 genleri ¢esitli yonlerden analiz edilmistir; ancak literatiirde
zeytin bitkisi ile alakali bu gene iliskin hi¢bir calisma bulunmamaktadir. Bu yoniiyle

bu caligma bir ilk niteliginde, biiyiik 6nem tagimaktadir.

Zeytin agaci (Olea europaea), zeytingiller (Oleaceae) familyasindan; meyvesi
yenen, Akdeniz iklimine 6zgli bir agag tiiriidiir. Zeytinin kromozom sayisi, 2n =
46'dir. Zeytingiller familyasinin 27 kadar cinsi ve 600 kadar tiirii vardir. Zeytin
agact, bir yil bol iirlin verirken, arkasindan gelen yilda adeta dinlenir ve verimi azalir.
Sonugta, bir yil ¢ok, bir yil az iiriin verir. Buna ‘periyodisite’ denir. Bu durum, halk
arasinda “var yili” ve “yok yil1” olarak adlandirilir. Zeytin yapraklari, 151k, yliksek
veya diisiik sicaklik gibi, ¢cevre sartlarina karsi hassastirlar. Bu tilir ¢evre sartlarinda
zeytin agaciin gelismesinde ve fotosentez egiliminde belirgin bir azalma goriiliir.
Zeytin agacinin ¢ok ilging ozellikleri vardir. 1000 yasina kadar yasayabilir. 3000

yasinda zeytin agaclar1 da bulunmustur.

Zeytin agacinin uzun Yyasaminin, yapraklarindaki, oleuropein maddesine
dayandigi soylenmeltedir.Bu madde, zeytin agaglarini, hastalik ve zararlilardan
korur. Ayrica yapraklarindan g¢ikan kalsiyum elenolaten maddesi, zararli viris,
bakteri ve mantarlar1 yok eder. Yaprakta, cesitli flavonoidler bulunur. Fenolik ve
flavonoid bilesikler, viicudun bagisiklik sistemini giiclendirip hastaliklara karsi
direngli olmasini saglar. Zeytinin yapraginda, ugucu yaglar, organik asitler ve rezin
bulunur. Zeytinde bulunan fenolik bilesikler; bitkinin &zelliklerini, zeytinin rengini,
besin degerini, zeytinyaginin kararliligini, mikroorganizmalara kars1 dayanikliligini
etkiler. Zeytine birgok art1 6zellik kazandiran bu maddelerin biyokimyasal reaksiyon
basamaklarinda sitokrom P450 monooksijenaz enziminin roliinii belirlemek zeytinin

verimini arttirma, besin degerini yiikseltme gibi ¢alismalarda yarali olacaktir.

Bu calismada, zeytinden elde edilen ve biyoinformatik analiz sonucunda P450

monooksijenaz oldugu tahmin edilen bir cDNA’nin molekiiler karakterizasyonunun
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yapilmasi hedeflenmistir. Bu kapsamda bu cDNA’nin intronlar dahil tam uzunlugu,
exon / intron bolgeleri, exon / intron polimorfizmi ve zeytinde 12 ay boyunca
sentezlenme durumu analiz edilmistir. Bu tahmini genin promotor bdlgesinin tespiti
ve protein olarak iiretilip enzim aktivitesinin tespit edilmesi ise bundan sonraki

calismalar i¢in planlanmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Biyoinformatik Analiz Bulgular:

4.1.1 Acik Okuma Cercevesi

Proteinin 517 amino asitten olustugu bulunmustur. Baslangi¢c kodonundan 6nce
46 niikleotitlik bir 5> UTR (Translasyona dahil olmayan bolge) bdlgesi tespit
edilmistir (Sekil 4.1).

| — : .
5 BioEdit Sequence Alignment Editor
Fie Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA World Wide Web  Options  Window  Help

Mew Sequence
=
b Edit Sequence
}g C\De Edt &l seI?Fted
Select Positions

E Cpen at cursor position
Extract Positions

Start
Vet E Go'to Pubmed references luiaerl @ 1
OverwritejRetrieve sequences by gi number in title by HTTP ko GenBank. - ool I |
g1 Owerwrice/Retrieve Genbank data by gi number in title by HTTP to GenBank (ignore sequence) E @ speed slow oy o fast
True pasitions from alignment positions MU RERAN RARRE RN LRAS LN RN RN A
Frogeny Tercrany S oo
Fiker ouk sequences contaiing tertain charadters % Six-frame translation from C:\Documents and Settings\Xp\De...
Rename
- =
Sort B & X (B (8 [Couier New E S BZ U
PCR. Primers | oligos * L L ! ! ! ! ! ! ! ! ! ﬁw
Pairwise alignment >bk31bk&4 1800 iyi 520aaFL ORE: 46 ﬁ: 1596: Frame 1[517 aa A
Sirilarity Matrix: (For pairwise Ahgrments and shading) MEILETATSYYTIIIFTAAVRILENLWLD PEKFERILROQGFEGNFYTFRELLFGDEKE INKTHA
Eaatures QAUSKFVNIRDEY (T GKRALPFL FRTYEKTGERAFVHAGLRPEVFINE FDEMKT I FFNES TF QKN

PR TSV IELITGIIRFE GEEMSKRRTINSFEFOLEELKOMI PLYLEC SDOVI IEWNKELVAHIK

5 Fani
aquence groups orFaries) DGSYTLOVCED IEELI3GVTS UFLFGTDYARDEE TFHLITOLSEL TRUATRVSHL PGSEFLETET

Edt Mods NRKSERLTKELHRL VK LMCEREKATKE GKVVEDNY FUMLLE SE TANQDEM I GHIE GFVFNSHD
TTAFVLVINLILLCTYSEVQGSCREEVFSVSGIRRPDYE GLEQLEV L FMFINEVLRELYPPLVELL
Mask RLLEEEIELGEYTLPADIQVINFTILVHRD FEFWGEDANE FEFERFAE GV LEATNGIAYFFP FAW
GPRICIGYM‘IALLUVKLVLADLLRNFSFEISPTYEH.APRWFTUQPUYGAPIILRNLNRSLU| Ad
Toggle Color
Gaps N % Six-Frame Translation :E X
i )
Manipulations Woam DFF sioe: ’&137
uclsic Acid P MaimmORFsee | Leove blank o uniited ORF size
Protein 3
SaCoen (A8 ] -]
Translate or Reverse-Translate (permanent) .-
Translate in selected frame (permanent} Plote: il sabocted sequences wil be hansiated in allsix rames
Toggle Translation Chrl+ If yous dion't weank this, cancel and sedact only the sequancels) ta transhate
Togale translation in selected frame
Togale translation of (DS annatations Trancile Cancel |
Dok Plak (pairwise compatison) Translate »
e T T

ckz dehydrin TITGAATTECTATTEAAAATAGT CGACAGTGTTETETTTGAT TTT AGAGTTE )
k9 1-527zag TCTTAATTCCABATAATAC AAGCAAARATGTCTTECALTGRAGEARACTETG  Create Flasmid from Sequence

(ap beginning ko minimize stop codons in reading frame 1
P

Restriction Map
Sorted Six-Frame Translation

Sekil 4.1 BioEdit programinda [85] a¢ik okuma ¢ergevesinin tespiti
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4.1.2 Dizinin Amino asit Kompozisyonu

Lizin - Arjinin (hidrofilik) ve Losin - Izolosin (hidrofobik) gibi farkl: iki grup
amino asitin yiikksek oranlarda bulundugu tespit edildi (Sekil 4.2).

Amina Acid Composition
CYP4a0

12 TN L N IOl D OO I o oo oo I o
' ' ' [ ' ' ' ' [ ' ' ' ' [ ' ' ' [ [ '

Mol %
o

Ala Cys Asp Gl Phe Gy Hs e Ls;s Leu Met Asn Pro Gin Arg Ser Thr Val Tr'p Tyr
Amino Acid

Sekil 4.2 BioEdit programinda [85] amino asit kompozisyonunun tespiti

4.1.3 Membran Protein Analizi

Proteinin 3 adet transmembran heliks barindirdig tespit edildi (Sekil 4. 3)

4.1.4 Sinyal Peptit

Dizinin 5> amino ucunda 20 amino asitlik bir sinyal peptit tespit edildi. Sinyal
peptit ayrilma bolgesinin 19.ve 20.amino asitler arasinda oldugu bulundu. Sinyalin
bu proteini endoplazmik retikuluma tasidigi ve proteinin endoplazmik retikulum

membranina yerlestigi tahmin edildi (Sekil 4.4).
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Structure no, 1 [j] seqnent Putative
Sepments included: 1 2 3
[:} segnent Cerfaln
CYTOPLASH
L1 = 300 L1 :=51
kR = 5 kR = §
1 i J
| .
Ll=¢ Ll = 101
iR =1 kR = 11
L1: Loop length EXTRACELLULAR
KR: Number of Lys and Arg

Sekil 4.3 TopPred Programinda [86] Membran Heliks Tespiti

4.1.5 Demir Baglama Domaini

Sitokrom P450 gen ailesinde yiiksek derecede korunmusluk gosteren ve aktif
bolge amino asitlerini tasiyan demir baglama domaininin 453.ve 462.aminoasitler
arsinda oldugu tespit edildi. Bu dizi ‘FSWGPRICIG’ seklindedir (Sekil 4.5).
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SignalP-HN prediction Ceuk networks)! hk3lbkad
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[ score
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0
L
i
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METLKTAISYY TITIFTAAMRILKULHLDPKKKERILRQQGF KGHPY TFRRELLFGDEKEIQKIHAQANS
I I I | I I

] 18 28 k| 48 o8 & |

Fozition

Sekil 4.4 Signal P Programinda [88] Sinyal Peptit Analizi

4.1.6 Glikozilasyon Bolgeleri

Dizide 2 adet N-glikozilasyon, 5 adet O-glikozilasyon tespit edilmistir (Sekil
4.6- Sekil 4.7).

4.1.7 Blast2GO Sonuglar:

Sonuglar Tablo 4.1°de gosterilmistir.Bu tabloda genin biyolojik prosesi, hiicre

icerisinde bulundugu ye ve molekiiler fonksiyonu goriilmektedir.
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Demir Baglama Bolgesi

SERSEN —_— ol a)

= FXXGXXXCXG
.6 [ e |

Sekil 4.5 InterPro Scan Programinda [89] Demir Baglama Domaininin Tespiti

Name CytP450s Length: 517

MEILRTAISVVTIIIFTAAWRILRWLWLDPRRRERI LROQCFEGNPYTFRRLLFCDEREIQRIBAQAWSKPVNIRDEVQT
GRRAAPFIFRTYERYGRRAFVWAGLRPRVF IMEPDEMRTI @ PORNFRVTNSVVQELITGIIRFEGEEWSKRRTIM
SPRFQLERLROMIPLVLRCSDQVIIEWRKLVSNSRDGSYTLBVCHDIEELISGVTSQF LFGIDYARDREIFHLITQLSEL
TRQATRVSNLPGSKF LPTETNRKSKRLTKE LHQRLYRLMCERRRAIREGRKVVEDNVFNML LESEIANNQDEMI GHMRGFV
FNSHDTTAFVLVWNLILLCIYSEWQGSCREEVFSVSGNRRPDYEGLSQLRVLPMFMNEVLRLYPPLVELARLLEEEIRLG
EYTLPADIQVIMPTILVHRDPEFWGED. AEGVLRATNGQAVFFPFAWGPRICIGYNMALLOVKLVLADLLRN

PSFEISPTYEHAPRVVFTQQOPQYGAPII

--------------------------------------------------------------------------------
--------------------------------------------------------------------------------

SeqName Position Potential Jury N-Glyc
Agreement. resnlt

0.5354 (5/9) +
0.4177 (6/9) -
0.3614 (8/9) +

Sekil 4.6 NetNGlyc Programinda [91] N-glikozilasyon Bolgelerinin Tespiti
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Hame: CytP450s Length: 517

MEILRTAISVVTIIIFTAAWRI LEWLWLDPRERERT LROQGFRGHEYTFRRLLFGDEREIQRT HAQAWSKEVNIRDEVQT
GRRAAPFIFRTYERYGRRAFVWAGLRPEVF IME PDHMET I FFNHS TFQRNFEVTHSVVOE LI TGI IRFEGEEWSKRRTIM
SPEFQLERLRGMIPLVLECSDOVI IEWRRLVSNSRDGSYTLDVCHD IEELISGVTSQFLEGIDYARDREIFHLITQLSEL
TERATEVSNLPGSKF LPTETHNRESKRLTRE LEQRLYRLMCERKFA IREGEVVEDNVEFHML LESETANNQDEMI GHMEGEV
FHSHDTTAFVLVWN LI LLCIYSEWQGSCREEVESVSGNRRPDYREGLSQLEVLPMPMNEYLRLYPPLVE LARLLEEETRLG
EYTLEADIQVIMET I LVHERD PEFWGEDANEFRPERFAEGVLRATHGOAVFFEFAWGPRICIGYNMAL LOVRELVLADLLRN

FSFEISPTYEHAPRVVFTQQPQYGAPIILRNLNRSLY I I |-
.......... G.oloevesh .G

sanan wsauas menennnmnmnmmmnmmmmmnmnIoIoIoomom,mnnmnImnmmnmn
N OOy

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Seqgiame Residuoe O-GlcHAc Potential Thresh. Thresh.
result {1) (2

+ 0.4777 0.4374 0.5400
+ 0.4720 D.3966 D.4849
CytP450s + 0.4800  0.4663 0.5789
++ 0.5520 0.4178 0.5136
+ 0.4588 0.3787 0.4609

Sekil 4.7 NetOGlyc Programinda [90] O-Glikozilasyon Bélgelerinin Tespiti

Tablo 4.1 Balst2GO [92] Analizi
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4.1.8 Alternatif Splays Sonucu

Tahmini alternatif splays bolgeleri Sekil 4.8’de verilmistir.

acc_Sensitivity (%) :90.51 acc_threshold :3.329682

don Sensitivity (%) :94.10 don_threshold :2.239693
* 258] 259| 5.174331| Medium| donor
3621 3631 10,.788384| Medium]| __acceptor
* 588 589| 7.865473| Medium| donor
6621 6631 14,006444] High| acceptor
* 915| 916 5.287416| Medium| donor
1007 1008| 4.636112| Medium| acceptor
150] 1149] 4.275536| Medium| donor
275| 1276] 3.962341| Medium| acceptor.
1363 1364 5.178394| Medium| donor
?448! 1447| 7.359702] Medium| acceptor]
1577| 1578 10.189150] Medium| acceptor

Sekil 4.8 Intron ve Alternatif Splays Bélgeleri.Kare icerisine alinmis, yildizlar ve ok
isareti ile gOsterilen donor - acceptor esleri dizi igerisindeki intronlari, parantez

icerisindeki bolgeler tahmini alternatif splays bolgelerini gostermektedir.

4.2 intron Analiz Sonuclar1

Intron analizini yansitan jel goriintiisii, dizileme sonucu ve alternatif splays
bolgeleri sirastyla Sekil 4.9, Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°de verilmistir.
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Sekil 4.9 Intron Analizi Jel Goriintiisii. PCR reaksiyonunda gDNA kalip olarak
kullanildiginda 2 kb’lik, cDNA kalip olarak kullanildiginda ise 1.5 kb’lik PCR iiriinii

olugmakta ve dolayisiyla toplam 500 niikleotitlik intron oldugu anlagilmaktadir.

Colorke o dgnment st

Querv_
| | | | | |

0400 600 100 1600 2000

Sekil 4.10 intronlarin Yer ve Uzunluklarinin Tespiti
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4.3 Polimorfizm Sonuclari

Ayvalik, uslu, gemlik, memeli ve memecik ¢esitlerine ait gDNA 6rneklerinin
PCR’1 sonrasinda dizi analizi yapildi ve 5 noktada polimorfizm oldugu bulundu.

Sonuglar kromatogram pikleri ile teyid edildi (Sekil 4.11).

“ mmu,mu‘ L A dh AI

PN T T C AQTTATATAQTCATTC Al
Uslu e SLdh GTTATATAGTCATT (e}
Gemlik

TCTI1 CAGTTATATAGTCATTCAS

Memecik TCTITAGTTATATAGTCATTCASL

Fnd Seguence GGTIGATCTTTdS Base No Fnd Segquence

GIGATCTTT(

llllllllltlllll! Ig-1-11-1

- L e T e .
280

Memecik

Gemlik AAAAATACGGTGATCTTTCIAICTCTTCAATT
Ayvahk AAAAATACGGTGATCTTTCIAPCTCTTCAATT
Uslu AAAA'I‘A""GTCAT\,TTTK_'] TI‘\,T\,TTF‘AATT
Memeli
‘ IHIIHIIH i1 HIIHHIHH A
GG G’-'-—-CC:-GG AAAT GC A C G'-‘-ACC T....,.Y.. cCBGC A
820 910

uluduhu Wil Mm Ml

Ayvalik GEC AGTAACCA ATTAAATA’I CA

Uslu e JeR GTARCCAGGATTAAATATEY:

Gemlik GECAGTAACCAGGATTAAATATICH
N G2 CAGTAACCAGGATTAAATATCA

Sekil 4.11 Dizileme Sonrasi Polimorfizm Analizi
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4.4 Tail — PCR Sonugclari

AD primer seti (AD1,AD2,AD23,AD3,AD5,ADyangim) Ve Tail1-2-3 primerleri ile 3

asamada yapilan PCR sonucunun jel goriintiisii Sekil 4.12°de goriilmektedir.

-— - - -

ADLTL-2-3 ADYT1-2-3 ADIuT1-2-3 ADNTI-2-3 ADST1-2-3 ADmivTIl-2-3

M

Sekil 4.12 TAIL PCR Jel Goriintiisii, M: Belirteg

4.5 Real Time PCR Sonuclari

Tablo 2.10°da goriilen 6rneklerin cDNA &rnekleri ile yapilan real - time PCR
sonuglart dokusal (Sekil 4.13) ve zamansal ekspresyon analizi (Sekil 4.14) olarak

grafiklerde gosterilmektedir.

4.6 Sitokrom P450 Geninin Ekspresyon Vektoriine Klonlanma Sonuclar:

Transformasyon petri sonuglari, koloni PCR sonuglar1 ve genin vektorden

kesilip ¢ikarilmasi sirasiyla Sekil 4.15, Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.16 Koloni PCR Jel Goriintiisti, 1. Kuyucuk Belirteg; 2, 3, 4, 7, 9 ve 10.

Kuyucuklar Bos Vektor; 5, 6 ve 8. Kuyucuklar Rekombinant Vektor.
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Sekil 4.17 Klonlanan Genin Kesim Sonras1 Vektorden Ayrilmasi
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5. TARTISMA VE SONUC

Sitokrom P450 gen ailesinin monooksijenaz grubu okaryotlarda ¢ogunlukla
ER’da, zara bagl olarak bulunan hem proteinlerdir [12]. Daha 6nce hazirlanmig
zeytin cDNA kiitiiphanesinden segilen 517 amino asitlik bir protein kodladig1 tespit
edilen sitokrom P450 monooksijenaz benzeri dizi ile yapilan sinyal peptit ve
membran protein analizlerinde dizinin amino ucunda, proteini ER’a tasiyan, 20
aa’lik bir sinyal oldugu ve proteinin 3 membran heliks bulundurdugu literatiirleri
dogrular bir sekilde tespit edildi (Sekil 4.3, Sekil 4.4). Aym sekilde 16sin-izolosin
gibi hidrofobik ve lizin-arjinin gibi hidrofilik farkli 2 grup aa’i yiiksek miktarlarda
icermesi membran bagli bir protein oldugu bilgisini kuvvetlendirdi. CYP gen
ailesinin ayirt edici 6zelligi, korunmus bolgesi olan demir baglama domaininin analiz

edilen dizideki varligi da tespit edildi (Sekil 4.5).

Dizide intron varliginin tespiti i¢in yapilan cDNA ve gDNA PCR sonuglarinin
jelde yiiriitiilmesi sonucunda Sekil 4.9’da elde edilen bilgiye gore toplamda yaklasik
500 bg¢’lik bir intron oldugu tespit edildi. cDNA ve gDNA dizilerinin NCBI’da ikili
BLAST’1 sonrasinda intronlarin dizide 4 ayr1 bolgede oldugu bulundu. Intronlar
sirastyla 105, 82, 94 ve 215 niikleotit uzunlugundadir (Sekil 4.10). Dizide 2 tane
tahmini alternatif splays bolgesi tespit edildi. Bu dizide 1150.ve 1276.niikleotitler
arasinda ekzon olarak goriilen bolge Splice Finder adli programda [93] intron olarak
belirlendi ve bu da bize bu bolgenin kimi zaman intron olarak kesilip ¢ikarildigim
kimi zaman ise burada oldugu gibi ekzon olarak kullanildigini1 diisiindiirttii. Ayrica
programda 1363. niikleotitte bulunan donor (niikleotit verici) bolge i¢in 2 acceptor
(niikleotit alic1) bdlge belirlenmistir. Tk acceptor kullanilirsa dizide intron dizisi olan
1448-1518 arasi niikleotitler ekzon durumuna gegecektir. Bunun sonucunda dizinin
4. intronunda bulunan 2 ayr1 polimorfik bélge ekzon polimorfizmine doniigecektir.
Ekzon polimorfizminde aa degisimi 6énemli oldugundan bu degisimin aa farkliligina
yol acip agcmadigina bakildi ve her iki durumda da ayni amino asitlerin kodlandigi

tespit edildi.

CYP gen ailesinde polimorfizm oran1 ¢ok yiiksektir. Bu sebeple zeytin
cesitlerinde de polimorfizm olup olmadigi kontrol edildi. Sekil 4.12°de goriildigi
gibi yaklasik 1800 b¢ uzunlugundaki dizilerde 5 bolgede polimorfizme rastland.
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Polimorfik bolgelerin hepsinin intron bolgelerinde oldugu (alternatif splays bolgesi
harig) goriildii. Intron bélgesindeki polimorfizmlerin filogenetik analizlerde
kullanilmasmin yani1 sira genin sentezlenmesinde de onemli oldugu tespit
edildiginden devam eden calismalarda daha fazla zeytin c¢esidini kapsayan

polimorfizm analizinin yapilmasi 6nemli goriinmektedir.

Genellikle sitokrom P450 geninde ekspresyon seviyesi stres kosullarinda,
yabanci kimyasallarla temasta ve zararlilarin (mantar, bocek) etkilerinde artmaktadir.
Bu sebeple bu zamana kadar yapilan real-time PCR ¢alismalar1 bu gen igin bitki
tizerinde stres kosullar olusturularak yapilmistir. Bizim ¢alismamizda real-time PCR
ile dokusal ve zamansal ekspresyon seviyeleri incelenmistir. Dokusal ekspresyon
sonuclarina gore ilgili genin ekspresyonunun en yiiksek degerini siirglinde aldigi
goriilmektedir (Sekil 4.13). Daha onceki ¢alismalarda CYP genlerinin geng
yapraklarda, ksilem dokusunda, odunsu govdede diger dokulara gore daha fazla
sentezlendigi bulunmustur. Bu c¢aligmada siirgiin icin elde edilen sonug¢ geng
yapraklarda fazla ekspre oldugu bilgisi ile ortiismektedir. Aylara gore bakildiginda
Nisan ayinda ekspresyon seviyesinin ¢ok yiiksek oldugu goriildii. Nisan ay1 zeytin
icin ¢iceklenme zamanidir. Zeytin yeni bir doneme baslar ve metabolik aktivite ¢ok
yiiksektir. Bu sebeple fazla enerjiye ihtiya¢ duyar. Yag asitlerinin parcalanmasi bu
enerjinin eldesini saglar. Ayrica oksin ve giberellin gibi biiyiime hormonlarinin da
sentezi artar. Aymi sekilde 151k alma siiresi, seviyesi de ekspresyon miktarini
etkileyen faktorlerdendir. Bu metabolik faaliyetlerin ger¢eklesmesinde CYP genleri
anahtar rol oynadig1 i¢in ekspresyon miktarinin artmis olmasi beklenen bir durum
olarak goriilebilir. Nisan ayinda var yillinda olan agagta ise bu durum
goriilmemektedir. Genin 8 ay yok yilinda 4 ay ise var yilinda daha fazla
sentezlendigi gorildii. Bu sebeple genin yok yilina has oldugu tereddiit
uyandirmaktadir. Nisan ayinda iki aga¢ arasinda ortaya ¢ikan biiylik farkin sebebi
agacglarin var yilinda veya yok yilinda olmalariyla ilgili olmadigi anlasildigindan
(Sekil 4.14) sentez farkinin daha baska biyotik abiyotik faktorlere bagli oldugu

soylenebilir.
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Promoter tespiti i¢in yapilan TAIL - PCR c¢alismasinda Sekil 4.12°de goriildigi
gibi, ADy, ve Tail 3 primerleri ile Tablo 2.6’da gosterilen TAIL 3 PCR programinin
kullanilmas: sonucunda genin 5’ ucundan yaklasik 2 Kb civarinda bir dizi elde
edildi.Bu numune diziye gonderildi.Elde edilen dizi dogru okunamadigi i¢in ayni
kosullarda TAIL 3 PCR ayn1 6rnek igin 5 tiip yapildi ve jelden kazanilarak tekrar
dizilenmeye gonderildi; ancak dizileme sonucu ayni1 sekilde basaririz
oldu.Calismanin bundan sonraki asamasinda saflastirilmis PCR dirliniiniin  bir

dizileme vektore klonlanip okutulmasi planlanmustir.

Enzim aktivitesinin 6l¢iimii ¢calismasi, genin ekspresyon vektoriine klonlanmasi
asamasina kadar geldi. Bundan sonraki asamada rekombinant vektor kullanilarak
biiyiik miktarlarda plazmit izolasyonu yapilacak, vektér uygun enzim ile kesilerek
maya kompetan hiicresine transforme edilecek ve kesik vektoriin maya genomuna
entegre olmasi saglanacaktir. Bunun sonucunda protein elde edilecek ve proteinin

aktivitesine bakilacaktir.
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