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OZET

ZEYTIN TAHMINI TRIOZFOSFAT iZOMERAZ GENINiN
MOLEKULER KARAKTERIZASYONU
YUKSEK LISANS TEZI
ZEYNEP KARABAS

BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTIiTUSU

BIYOLOJI ANABILIM DALLI
(TEZ DANISMANI: DOC. DR. EKREM DUNDAR)

BALIKESIR, EYLUL - 2011

Bu ¢alismada; Ayvalik zeytin ¢esidine (Olea europaea L. cv. Ayvalik) ait
Kasim ayindaki meyve Orneklerinden saflastirilan toplam RNA kullanilarak
yapilan ¢cDNA kiitiiphanesinden izole edilen tahmini triozfosfat izomeraz geninin
molekiiler analizi yapildi. Triozfosfat izomeraz (TIM); dihidroksi asetonfosfat ile
D-gliseraldehit-3-fosfat arasinda tersinir olarak islev goren katalitik aktivator bir
enzimdir. Hizli ve verimli enerji {iretiminde gorev aldigindan hemen hemen tiim
canlilarda bulunur. Hayvanlar, bitkiler, bakteriler, bocekler, memeliler ve
mantarlar dahil olmak tizere bir¢ok canlida korunmus formdadir. Cesitli
biyoinformatik araclarla analiz edilen triozfosfat izomeraz geninin; yaklagik 1176
niikleotit uzunlugundaki mRNA’simin 254 amino asit kodlayan bir a¢ik okuma
cergevesi (ORF) bulundurdugu, kisa bir 5’UTR (19 niikleotit) ve ¢ok uzun (23
niikleotitlik Poli A kuyrugu hari¢ 367 niikleotit uzunlugunda) bir 3°UTR igerdigi,
molekiiler agirliginin 29044.44 Dalton oldugu ve izoelektrik noktasinin da
yaklagik 5.36 oldugu tespit edildi. Triozfosfat izomerazin, stoplazmik TIM
enzimlerinin homologu olmasina ragmen; valin ve alanin igerigi sirasiyla %11 ve
%12 olmak iizere toplam %48 hidrofobik amino asit icermesi dikkat cekmektedir.
Zeytin ¢esitleri arasinda yapilan dizilemeler bu gende polimorfizm oranmin gok
diisiik oldugunu gosterdi. Ayrica zeytin triozfosfat izomeraz geninde introna
rastlanmadi. Zeytinde ilk defa uygulanan TAIL - PCR ile tahmini promotor
bolgesinden yaklasik 350 niikleotitlik dizi tespit edildi. Tahmini genin dokusal ve
zamansal ekspresyon seviyesini belirlemek i¢in 12 ay boyunca toplanan zeytin
orneklerinden elde edilen RNA’lar ile real - time PCR yapildi. Genin meyvede
sentezlendigi aylara gore bakildiginda ise; Kasim ayinda olusan olgun meyvede
en ¢ok sentezlendigi saptandi. Farkli zeytin ¢esitlerinin meyveleri arasinda yapilan
ekspresyon analizi sonucunda da “Izmir Sofralik” zeytin cesidinde en fazla
bulundugu goriildii.

ANAHTAR KELIMELER: Zeytin, triozfosfat izomeraz, intron analizi,
promotor, polimorfizm analizi



ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF A PUTATIVE
TRIOSEPHOSPHATE ISOMERASE FROM OLIVE
MSC THESIS
ZEYNEP KARABAS
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
BIOLOGY
(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. EKREM DUNDAR )
BALIKESIR, SEPTEMBER 2011

In this study, a putative olive triosephosphate isomerase (TIM), isolated
from a cDNA library constructed from olive (Olea europaea L.) fruits in
November, has been analyzed. BLAST analysis of the cDNA sequence in NCBI
databases revealed it has homology to triosephosphate isomerases from various
plants. Triosephosphate isomerase is an enzyme that acts as a catalytic activator
between D-glyceraldehyde-3-phosphate and dihydroxyacetone phosphate. TIM
plays an important role in several metabolic pathways and is essential for efficient
energy production. It occurs as a conserved form at animals, plants, bacteria,
insects, mammals and fungi. Analysis using various bioinformatics tools revealed
that the putative triosephosphate isomerase gene had an approximately 1176
nucleotides long mMRNA that encodes a 254 amino acid long open reading frame
(ORF). It was estimated to have a molecular weight of 29044.44 Daltons. It
contains a short 5 UTR (19 nucleotides) and a long (367 nucleotides in addition to
23 nucleotides Poly A tail) 3' UTR. The isoelectric point of the putative
triosephosphate isomerase was calculated as 5.36. Although the putative
triosephosphate isomerase had homology to cytosolic TIMs, its 48% hydrophobic
content including 11% valine and 12% alanine is noteworthy. Experimental
studies suggested that polymorphism is not found among olive cultivars. No
introns of the putative gene were detected. With this study, TAIL-PCR was
applied for the first time in olive to determine the promoter region of the putative
triosephosphate isomerase, and a portion of approximately 350 nucleotides was
detected. Spatial and temporal expression patterns of its mMRNA were detected
using real — time PCR from total RNA of olive samples collected montly for a
year. Real — time PCR analysis revealed olive putative TIM had the highest
expression level in November. Expression analysis among fruits of different
cultivars revealed “izmir Sofralik™ had the highest TIM mRNA level.

KEYWORDS: Olive, triosephosphate isomerase, intron analysis, promoter,
polymorphism analysis
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1. GIRIS

1.1  Zeytin (Olea europaea L.)

Zeytin (Olea europaea L.) giin gectikge ¢esitli tibbi ve ekonomik degerleri
farkedilen bir meyve agacidir. Tim diinyada yaygin bir gida olarak tiiketilen
zeytin meyvesi, igerigindeki yag ve proteinlerle insan beslenmesinde 6nemli bir
yere sahiptir. Diinyada zeytin iiretiminin en fazla yapildig: iilkeler; Ispanya,
Yunanistan ve Tiirkiye’dir [1]. Tiirkiye, Ispanya’dan sonra diinyadaki ikinci
biiyiik zeytin treticisidir. Tiirkiye'de zeytin iilke ekonomisi ve beslenme yoniinden
biiylik 6neme sahip tarimsal bir tirlindiir. Toplam 81 ilin 36’sinda zeytin {iretimine

rastlanmaktadir [2].

1.1.1 Triozfosfat izomeraz Nedir?

Yaygin adi triozfosfat izomeraz (TIM) olmakla beraber sistematik adi; D-
Gliseraldehit-3P  Ketol Izomeraz’dir [3]. Dihidroksi asetonfosfat ile D-
gliseraldehit-3-fosfat arasinda tersinir olarak iglev goren katalitik aktivator bir
enzimdir [4]. TIM; yapilan c¢aligmalarda tanimlanmis tim tiirlerde homodimer
yapidaki bir enzim olarak saptanmustir [5]. Okaryotlardan arkeaya kadar ¢ok iyi
korunmus bir amino asit dizisine sahiptir [6]. TIM ile ilgili ilk ¢caligmalara, 1977
ile 1991 yillar1 arasinda Knowles ile baglanmistir. Knowles ve arkadaslart [7];
TIM iizerine kismi ve genel olacak sekilde enzimatik katalizorliigi hakkinda
aragtirmalar yapmustir. Bu enzimi, katalitik giiciin enzimler tizerindeki etkisini
anlamak i¢in kullanmiglardir. Ve bu yolla enzimler iizerinde canli ortamda ideal
katalitik etkiyi arttirmaya ¢alismiglardir. Bu enzimler kcat/Km degelerini asmistir.

Difiizyon ¢arpisma limiti 109 M's™

e yaklagsmistir. Bundan Once yapilan
enantiyomer TIM ¢alismalar1 katalitik dongii {izerine yapilmistir. Yan tepkimede
istenilmeyen fosfatin eliminasyonunun 6nlenmesi, ayrica gecis durumu kararlilig

kurali TIM’in aktif bélgesinin gérevidir [8]. Ilk olarak; TIM’in kristal yapsi,
1



1975’te Philips ve arkadaslar1 [9] tarafindan bulunmustur ve bu ilk kez tavuk kasi

TIM’inde arastirilarak bildirilmistir.

TIM’in yapist benzer bir¢ok enzimin yapisi ile birlikte 1970ler’in
ortasinda Greg Petsko [10] tarafindan tamamen ¢o6ziimlenmistir. TIM, genel
olarak asit baz katalizi tepkimelerinde, enzimin aktif bolgesindeki pKa’nin
moderasyonunda, ara iiriin tepkimelerinde, reaksiyondaki katalitik verimliligin

optimizasyonunda, kriptik sterokimyada goérevler alir.

1.1.2 Triozfosfat izomerazin islevi

TIM; reaksiyonlar1 ¢cok hizli kataliz eden katabolik aktivator bir enzim
oldugundan etkin enerji iiretimi i¢in gereklidir ve bir¢ok metabolik yolda rol
oynar. Ornegin; fotosentezde CO, fiksasyonunda, pentoz fosfat déngiisiinde, yag
asidi biyosentezinde, glukoneogenez ve solunumda glikolizde olmak tizere ¢esitli
gorevlere sahiptir [11]. Siirekli enerji iiretiminde gorev aldigindan hemen hemen
tim canlilarda bulunur. Hayvanlar, bitkiler, bakteriler, bocekler, memeliler ve
mantarlar dahil birgok canlida korunmus formdadir [12]. Yiiksek yapili bitkilerde
2 farkli izoformu mevcuttur: Stoplazmada glikolitik yolda gorevli enzim ve
Kloroplastta Kelvin dongiisiinde gorevli enzim [13]. TIM; D-gliseraldehit-3-fosfat
ve dihidroksiaseton fosfat arasinda bir enediol aracisinin sekillenmesi vasitasiyla,
enzimdeki tek bir bazin katildigi proton transfer mekanizmasiyla ara
indirgenmeleri katalizler [14]. TIM’in substrati agik zincirli triozfosfattir. TIM,

divalent metal iyonlarina ihtiya¢ duymaz [15].

D-Gliseraldehit-3-fosfat —>  Dihidroksiaseton fosfat

Dihidroksiaseton ~ fosfat ile  D-gliseraldehit-3-fosfatin ~ karsilikli
dontisiimlerini triozfosfat izomeraz katalizler. Bu reaksiyonla glikolizin hazirlik
fazi tamamlanmis olur. Bu yolla, D-fruktoz, D-galaktoz ve D-mannoz gibi diger
heksozlar da D-gliseraldehit-3-fosfata doniistiiriilebilirler [16]. Aldolaz ve

triozfosfat izomeraz reaksiyonlarinin son {iriinii iki molekiil D-gliseraldehit-3-



fosfattir ki; gliseraldehit-3-fosfatin {i¢ karbonundan her biri glukozun iki spesifik

karbonunun birinden tiirer [17].

TIM, biyokimyasal ¢aligmalarda detayli olarak irdelenmis glikolitik yolda
gorevli bir enzimdir [18]. Hemen hemen tiim canli organizmalarda goérev alir [19].
TIM reaksiyonlari, birbirine doniisebilen sekilde, karsilikli olarak bir substrat ile
bir iiriin arasinda genel bir denge igerisinde cereyan eder. Bu 6zellik, reaksiyonun
tersinir olarak karakterize olmasina imkan verir. Bunun yani sira TIM, diger tiim
faydalariyla beraber mekanizma boyunca araci bir enediol olarak rol oynar. Bu ara
iriin olan TIM’in varlif1 sadece substrat ve iiriinden ziyade mekanizmadaki
¢Oziilmiis halde bulunan protonlarin da reaksiyonun ortasinda ayrilmasina ya da
reaksiyona girmesine olanak tanir [20]. Knowles ve ekibi, 1970ler’in ortalarinda
TIM reaksiyonlar1 iizerinde her biri birbirinden farkli hidrojen izotopu olarak
gorev yapan 16 cesitte TIM ile seri halinde ¢aligmalar yapmistir. Bir enzimle
katalizlenen reaksiyonlarda ilk serbest enerji profili TIM {izerinden ortaya
konmustur [21]. Bu durum biyokimyasal ¢alismalarda enzim tarihi i¢in bir doniim

noktasini simgeler.

TIM, normal sartlar altinda dogada bir dimer olarak bulunur. TIM’in ayni
monomerleri arasinda higbir allosterik etkiye ve kooperativitiye rastlanmamistir
[22]. TIM’in aktif bolgesinde, “TIM barrel” olarak bilinen kismin  tabakasini
cevreleyen bolgesinde katalitik olarak 6nemli goreve sahip 3 aminoasit rol oynar:
Glul65 ve His95 proton transferinde rol alirken; Lys136 zincirin oksijen kopriileri

ile zayif hidrojen baglari arasinda gérevlidir [23].

Prokaryot ve okaryotlarda TIM’in; ¢ok iyi bir sekilde korunmus diziye,
yaptya ve mekanizmaya sahip oldugu goriilmektedir [24]. Bunun yani sira,
TIM’in aktif bolgesi 26-28 kDa olan 2 tanimlanmis alt birimden olusan bir
dimerdir. Stoplazmik TIM genleri bir¢ok farkli bitkiden; musir, piring, marul,
cavdar, Coptis japonica, Stellaria longipes, Arabidopsis ve petunya korollalari
da dahil olmak iizere, izole edilip dizilemesinin yapilmasina ragmen, ekspresyon

calismalarina devam edilmemistir. Bunun aksine ise; kloroplast TIMler’i ile
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biyokimyasal agamada ¢aligsmalar yapilmis, protein ekspresyonu ve saflastiriimasi

calismalar1 ylritilmistiir [25].

1.1.3 Glikoliz Reaksiyonunda Triozfosfat izomerazin Rolii

Glikoliz, glukozun c¢esitli enzimler yardimiyla birbirini takip eden
kademelerden gegerek piiriivata kadar pargalanmasi olayidir [26]. Bir molekiil
glukozun glikolizi sonucunda iki molekiil piiriivat meydana gelir. Glikoliz,
birbirini takip eden dokuz safha sonucunda gergeklesir. Her bir reaksiyon
basamaginda ayr1 bir enzim gorev yapmak suretiyle, siiresi boyunca dokuz gesit
enzim faaliyet gosterir. Aldolazin kataliziyle dihidroksiaseton fosfat ve D-
gliseraldehit-3-fosfat meydana gelir. Tersinirdir, regiilasyonu yoktur. Boylece
glikolizin ilk asamasi tamamlanir. Bu iki triin triozfosfat izomeraz ile birbirine
dontigebilir. Reaksiyon daha ¢ok glikoliz yoniine isleyeceginden, gliseraldehit-3-
fosfat daha ¢ok olusur [27]. Glikolizin denklemi;

CeH1206+ 2 ADP + 2 Pi —» 2 C3HgO3 + 2 ATP

TIM, glikolizde dongiiniin son heksozu olan fruktoz-1,6-bifosfatin DHAP
ve GAP’ye degredasyonu olaylarindaki bir birlesme noktasidir. Metabolik yolda
bir sonraki enzimin substratt GAP oldugundan dolay:r organizmada DHAP ve
GAP’nin birbirine doniistiiriilmesi sirasinda higbir heksoz bosa harcanmis olmaz
[28]. Burada TIM, reaksiyonda DHAP ve GAP arasindaki birbirine doniisiimii
saglayan biyolojik katalizordiir. Boylece fruktoz-1,6-bifosfatin (F-1,6-P) agiga
¢ikan triinleri siradaki enzim olan GAP’nin 2 molekiilidiir. DHAP ile GAP
arasindaki denge sabiti 0.05°dir [29]. Denge igin tercihen dihidroksiaseton fosfat
secilir. Hiicrede DHAP’tan GAP’ye kadar olan doniisiim TIM yardimiyla katalize
edilmesiyle beraber GAP glikolizin bir sonraki basamaginda GAP dehidrogenaz

tarafindan uzaklastirilir [30].

_1GaPL o
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1.1.4 TIM Proteini ve TIM’in Aktif Bolgesi

TIM; yaklasik 250 rezidiiden olusan tanimlanmis 2 alt birime sahip
fonksiyonel bir dimerdir [31]. Her biri birbirinden bagimsiz 2 aktif bolgeye
sahiptir. TIM’in 3 boyutlu yapsina baktigimizda “TIM barrel” ya da “a8p8-barrel”
denen tek bir domaindir [32]. Bu yap1 bir¢ok enzimde yaygin olarak bulunur [33].
Merkezde 8 tane  plakasi olacak sekilde onu gevreleyen bir B sayfasini olusturan
sekiz merkezi [ iplik¢ikler bulunur [34]. Her bir giftin iplikgikleri, silindir
etrafinda tekrarlanan bir Baf motifi ile bagli o sarmalin1 meydana getirir. TIM’in
aktif bolgesi B plakalarinin C terminal ucundaki virile benzer kismin merkezinde
konumlanir. Yani; “barrel” yapisinin son karboksilinde bulunur. Substrat
baglandiginda aktif bolge kivrimlarindaki 169-176 arasindaki amino asitler
tarafindan esnek bir katlanma modeli olusturulur [35]. B plakalarindan ige dogru
bulunan aminoasitler hidrofobisiteye katkida bulunur. Aktif bolge rezidiilerinin
168-177 arasindaki esnek ve kivrimli yapisindaki fonksiyonlar1 aktif bolgeye
engel teskil eder. Aktif bolge substratin girigini saglamak igin agilir ve substrat
baglandiginda kapanur.

Her bir enzim molekiili saniyede ylizlerce, binlerce substrati iiriine
doniistiirebilir. Turnover (devir) sayisi, bir enzimin katalitik giictinii gosterir. Bir
enzim molekiilii tarafindan bir saniyede iiriine doniistiiriilen substrat molekiilii
sayist olarak tanimlanir. TIM’in turnover sayisi1 4400’diir [36]. TIM bir dimerdir,
glikolitik yoldaki allosterik olmayan, DHAP’yi DGAP’ye ¢eviren bir enzimdir.
Bu bir izomerizasyon reaksiyonudur. Optimum pH bu reaksiyonda 8’e¢ yakin
olarak saptanmustir. Bu reaksiyon herhangi bir kofaktor ya da metal iyonunun
yardimi haricinde yiiriitilmektedir. Bu reaksiyon esnasinda C-H bagi kirilmalidir.
Diger bir¢ok biyolojik reaksiyonda oldugu gibi TIM reaksiyonunda da C atomlari
karbonil gruplarina baghidir [37]. Ileriki basamaklarda; TIM reaksiyonunda,
karbonil gruplari DHAP’de bulunan keto grubuna girerken DGAP’de aldehit
grubuna girer. Bu olay bilim adamlarinin kafasinda “enzimlerin bu aktivasyonu
nasil gergeklestirdigi” sorusunu uyandirmistir. Ve bu soru enzimleri kullanarak

“aktif protonlarin reaksiyonda nasil soyutlanacagi” nin bulunmasina neden



olmustur. Rose, 1990 yilinda yaptig1 aragtirmalar sonucu; 6ldiiriicii inhibitdr olan

glisidol fosfatin zincirin asidik tarafi oldugu sonucuna varmistir [38].

Knowles ve arkadaslari; BHAP’yi o6ldiiriicii inhibitér olarak kullanip
Rose’nin ¢alismalarini devam ettirmislerdir. BHAP (haloasetol fosfat ve glisidol-
fosfat) kullanilarak spesifik aminoasit Glul67 olarak tanimlanmistir. D(S)-
glisidol-fosfat L(R)-glisidol-fosfatdan 10 kat daha fazla tepki gostermektedir [39].
Farkli enzimler iizerinde yapilan arastirmalar sonucu, enzimatik oranlar degistigi
halde katalitik oranlar ve katalitik olmayan tepkimelerin oranlar1 ayni kalmistir.
TIM igin bu karsilastirmada, ¢ozelti igindeki kimyasal katalizasyon oranindan
organik baz ile katalize edilmis enzim orami 10° kat daha hizlidir. Enzimsel ve
enzimsel olmayan Katalizasyonlar TIM’in 2 o6nemli fonksiyonunu ortaya
koymustur: Istenmeyen fosfat eliminasyonunu o6nlemek ve fosfat pargasimin
TIM’in aktif bolgesindeki 3 aminoasitle siki bir sekilde baglanilmasidir. TIM’in
kristal yapist “TIM barrel” topolojisini agiga ¢ikarmistir [40]. Bu molekiiller
TIM’in en siki olarak bilinen inhibitorleridir ve eger tripanosomal TIM olarak

diigiiniirsek inhibisyon sabitleri 26 uM ve 8 uM, sirasiyla 2PG ve PGH’dir.

1.1.4.1 TIM Barrel

TIM’in aktif bolgesinde bulunan, 8 B plakasnin C terminal ucunda yer
alan ve substratin baglanmasi i¢in gerekli katalitik aminoasitleri tedarik eden
“TIM barrel”; TIM ile ilgisi olmayan pek ¢ok enzimin aktif bdlgesinin
aydinlatilmasinda da ¢ok fazla yarar saglamistir [41]. Bu kivrim diizenli olarak 83
plakas1 ve 8a sarmal motifinin tekrarlanmasiyla olusmustur. Burada B plakalari
merkezde olmak iizere o sarmallar onlar1 disaridan sarar. TIM barrel, “of38
kivrim1” olarak da adlandirilmistir ve enzimlerde en ¢ok karsilasilan yapidir. Bu
kivrim her zaman enzimlerde aktif bolgede konumlanir.  barrelin sonundaki C
terminalinde ve 8 tane off aminoasitleriyle sekillendirilmis B plakalar1 ve a
sarmallarin arasinda kivrim1, kivrim2, kivrim8 olarak tanimlanmistir. TIM deki 8
tane aff kivrimlarindan 3 tanesi katalitik aminoasittir. Kivrim1 (Asnl1, Lys13),
kivrim4 (His95), kiviim6 (Glul67) [42]. Aktif bolge kivrim4’teki kiiciik sarmal

ve kivrim6, 7, 8’in bir parcasi olan 11, uzun ve esnek aminoasit kivrimi ile
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sekillenmistir. Ve bu, kivrimé6 ile birlikte ana zincirde bulunan H bagi ile fosfat
arasindaki etkilesimleri saglar. Esnek olan kivrim6 baglanmamis ve tercihen agik
konformasyondan (kivrim5 tarafindan dengede tutulan) baglanmis ve yine
tercihen kapali bir konformasyona (kivrim7 tarafindan dengede tutulan) doniisiir.
Kivrim?2 aktif bolge ile direkt bir etkilesim igerisinde degildir [43]. Ayn1 zamanda
kivrim8 ile birlikte dimer ara iirlinlinii olusturmaktadir. Sadece TIM dimeri
biitlintiyle aktiftir. Aktif bolgedeki biitiin katalitik aminoasitler ayni alt birime
baglanmis oldugu halde dimerizasyon ile 2 ayr1 aktif bolge katalitik olarak ¢ok
etkili giic saglamak agisindan birlestirilir. TIM’in aktif bolgesinin ana bilesenleri;
birincisi, katalitik baz (Glul67), protonlar1 soyutlamak igin, ikincisi; sonradan
aciga cikan oksijen anyonlarinin elektrostatik kararliligi, ligiinciisii, cogunlukla
aciga c¢ikan c¢ozlclinin ortadan kaldirilmasidir [44]. Aktif bolge, keton
substratinin 3 boyutlu yapisinin aldehite doniistiiriilmesine olanak saglar. Keton
karbonil pargalar1 ile aldehit karbonil pargalarina baglanan enzim reaktivitesi
farklidir. Bu da bu pargalarin farkli konformasyonlarda baglanmasindan
kaynaklanir. iki rakip inhibitsr TIM’in reaksiyon mekanizmasimi anlamamiza
katkida bulunmustur. Bu molekiiller reaksiyonun ara analoglaridir: PGH ve 2PG
[45]. TIM barrel’in en kiigiik simetrisi 4 kivrimlidir. Bu kivrimlarin her biri farkli

uzunluktadir.

TIM barrel’i olusturan aminoasitlerin toplam sayist ortalama 300 olmak
tizere 150 den 500 e kadar degisiklik gosterir [46]. TIM barrel, yaklagik 250
rezidiiden olusmaktadir. Biiyiikliiklerindeki ¢esitlilik B plakalarinin sonunda C
terminal ucundaki kivrimlarin uzunluklarinin ¢esitli olmasindan kaynaklanir [47].
Bunun yani sira, N terminal ucundaki kivrimlar C terminalindeki kivrimlara gore
daha kisadir. TIM barrel kivrimina eklenen domainin yerine uzun TIM barrel
birimleri gdzlenmistir. Ornegin; piriivat kinaz iigiincii B plakasnin sonunda C
terminal ucuna eklenen ekstra domaindir. Yapilan aragtirmalar gdstermistir ki;
eklenen domainler genellikle {igiincii  plakasindan sonra gelmektedir. TIM barrel
kivrimi pek cok enzimin aktif bolgesinin aydinlatilmas: adina ¢ok 1yi bilinen bir
kaynak haline gelmistir [48]. Bu kivrimin elektrostatik O6zelliklerinin Onemi

detayl1 olarak incelenmistir. TIM barrel’in iki yarimdan bir biitiin haline geldigini



ortaya koymustur. Ayrica, enzimlerle ilgili yapilan son tasarim caligmalari,
yonlendirilmis mutagenez kullanilarak veya bilgisayar ortaminda yiiriitiilen
calismalar ile dogal olmayan enzimler meydana getirme ¢alismalart TIM barrel’in

Onemini vurgulamaktadir.

1.1.4.1.1 TIM Barrel’deki Esnek ve Hareketli Kivrimlarin Onemi,

Kivrim6 ve Kivrim7

Serbest enerji reaksiyonu diyagramina ait kimyasal basamaklar, katalitik
dongiiyli detayll bir sekilde substrat baglama ve iiriin olusturma basamaklari ile
tammlamustir  [49]. TIM’de kimyasal basamaklar ¢ok hizli bir sekilde
gerceklesmektedir. Klasik mekanizmada kivrim6 agik bir konformasyonda
bulunurken ligand durumunda ise kivrim6 kapali konformasyonda oldugu
belirtilmistir. TIM  yapilarindaki bu baglanma islemi 2 basamakta
gerceklesmektedir [50]. Ornegin; tavsan ait TIM’deki kivrim6 kapali formdadir.
Tripanosomal TIM’de ise agik konformasyonda bulunur. Kivrimin agilis kapanis
oranlarint 6lgmek 13.8 kcal/mol i¢in entalpi aktivasyonu saglamaktadir. Bu
durumda ligand gliserol-3-fosfattir. Dongii kapanig 6zelliklerinde kivrim7°de aktif
bolgeye daha derine baglanmasini saglamaktadir. Ayrica kivrim6 substratin
kapanisinda katalitik glutamatin yan zinicirine, Substratin yanina yerlesmistir. Bu
yiizden bu karmasik kapali komplekste substrat tamamen baghdir ve proton
uzaklastirilmas1 asamas1 meydana gelmistir. Uriiniin ortaya ¢ikisi, DGAP, bircok
basamakta gerceklesmektedir. Bu kissmda DGAP-TIM kompleksi olusmaktadir
[51].

TIM’de tirozinin 6nemi mutagenez ¢alismalarinda, Tyr210 YGGS motifi
olarak tanimlanmistir [52]. Tirozindeki hidroksil grubu kivrim6’nin kapali halinde
ana zincire hidrojen baglidir. Ayrica kivrimdaki dinamiklerin 6zelliklerini
anlamak igin tirozin {iizerinde ¢alismalar vyiiriitilmektedir [53]. Okaryot
TIMler’inde YGGS motifi korunmaktadir [54]. Rebecca ve arkadaslarinin [55]
yaptig1 bir ¢alismada tavuk TIM’indeki YGGS motifi TGAG ile degistirilmistir.
Fakat NMR c¢alismalar1 ile bu degisikligin katalitik 6zellikleri ¢cok daha etkili
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olarak gergeklestirilebilir. Kivrim6’daki karsilikli degisim, kismen N-terminali ve
C-terminali tripeptitlerindeki kiigiik degisikliklerle ortaya ¢ikmaktadir [56]. Daha
kiiglik bir degisim kivrim7°deki iki YGGS motifindeki iki glisindeki phi ve psi
degerlerinde 6nemli degisiklikler meydana getirmistir. Gly-211-Ser210’deki
peptit bagindaki peptitten dolayr phi/psi degerleri Ser213’de degisir ve bdylece
yiiksek enerji bariyeri ¢aprazlanabilir [57].

TIM ile ilgili enzimolojik calismalar, Knowles ve arkadaslarinin [58]
yaptig1 klasik reaksiyon mekanizmasina dayanmaktadir. Bu konuyla ilgili yapilan
son calismalar bu enzimin katalitik giicii i¢in elektrostatik stabilizasyonun
onemini gostermektedir. SOz edilen elektrostatik etkilesimler serbest enerji
profilinin ge¢is durumunu azaltmaktadir ve negatif yiiklii cis-enediolat1 nétr hale
getirerek dengelemektedir. TIM’in aktif bolgesinin essiz bir 6zelligi; esnek ve
hareketli olmasidir [59]. Aktif bolge kivrimlari; kivrim6, kivrim?7 ligand: katalitik
olarak kati ¢ozeltiyi ¢ikarir ve fosfati ayirir. Fosfat eliminasyonu reaksiyonu
burada devreye girer. Bunun yani sira fosfat baglayici enerji ge¢is durumunun
stabilizasyonuna katki saglamaktadir. Kapali ligand durumundaki katalitik temel,
Glul67, kivrim6’nin basinda olgiilen uygunluk katalitik icerige donligmiistiir.
Aktif bolge burada izomerizasyon i¢in protonlarin firlatilmasinda gerekli olan

ozelliklere sahiptir.

1.1.5 Etkin Bir Enzim Olarak TIM

Total DHAP ve total DGAP oranindan hesaplanan denge sabiti (total-
[DHAP]/total-[D-GAP]) 22°dir [60]. Coziinmiis halde DHAP’in %60°1 anhidrat
iken DGAP’in sadece %4’li anhidrat olarak bulunur ki; anhidrat tiirlerde denge
sabiti 340°dir. TIM tarafindan katalize edilen reaksiyonun serbest enerji profili
Knowles ve arkadaglari tarafindan aciga ¢ikarilmistir. Bu ¢aligmalariyla Knowles
ve arkadaslari, TIM’in reaksiyonda ¢ok hizli ¢alisan bir enzim olmasinin yani sira
cok yiiksek bir etkiye sahip oldugunu ortaya koymuslardir. Ornegin DHAP’den
DGAP’ye doniisiim orani kontrol altindadir. Yani kcat/Km oraninin maksimum

olarak miimkiin olan degeri 109 M™s™dir. Ayrica kimyasal doniisiim
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basamaklarinin serbest enerji sinir1 ve substratin baglanmasi ile ilgili basamaklar
ve konformasyonel degisiklikler ¢ok farkli degildir [61]. DHAP’nin DGAP’ye
déniisiimii sirasinda keat yaklagik 500 s iken DGAP’den DHAP’ye déniisiim
sirasinda kcat 5.000 sV’dir. DHAP ve DGAP’nin sirastyla 1.2 ve 0.25 mM’dir ve
unhidrat tiirler i¢in ise yine sirasiyla 0.7 ve 0.01 mM’dir. Mekanizmada en hizli
basamak; iiriin formasyonu ile ilgili proton transferinin yapildigi basamaktir ve
burada agiga ¢ikan DHAP degildir. ileri yonde basamak sinirlayici orani, bu
dongii agma gibi D-GAP ¢6zlinmemesi ile ilgili bir konformasyonel degisiklik
olabilir. Herhangi bir durumda dongii acilis oranlari liganda bagimlidir ve D-GAP
olusumu dongii agilis hizi DHAP olusumundan ¢ok daha yavastir. Serbest enerji
profili genis capli izotop transferi ve izotop ayrimi deneylerini iceren reaksiyon
Olglim oranlarindan faydalanilarak hesaplanmistir. Bu hesaplamalar DHAP,
arabilesenler ve DGAP’nin miktari ile iliskilendirilerek ortaya konmustur. Baskin
kompleksin %65’ enzim-DHAP kompleksi olusturdugu tahmin edilirken ara
bilesenlerin ve DGAP’nin de biiyiik bir miktarmin bulundugu diisiiniilmektedir.
McDermott ve arkadaslar1 [62] tarafindan yiiriitiilen NMR ¢alismalar1 géstermistir
ki; DGAP ve ara bilesenler degil de sadece DHAP dengededir ve kararliligim
siirdiirmektedir. Bunun yan1 sira reaksiyon ara bilesenleri ve iiriin kompleksleri
devir siiresiyle kiyaslandiginda kisa omiirlii oldugunu 6ne siirmiislerdir. Serbest
enerji profilinin 6nemli detaylar1 izotop caligmalariyla ortaya cikarilmis olan
tahmini kinetik modelden karmasiktir. Ornegin kinetik goriiniimde rol oynayan
protein dinamiklerine baghdir. Katalitik dongiideki en zor basamak ise;
DHAP’den baslangigtaki ilk protonun c¢ikarilmasidir. Reaksiyonun katalize
edilmesi i¢in TIM’in aktif bolgesinin katalitik giicii bir ¢ozelti igerisindeki basit
tek bir bazin reaksiyonu katalize etmesi ile mukayese edilebilir [63]. Bu
protondan ayirma olayinda basit bir bazin reaksiyonu katalizmesine gére TIM’in
aktif bolgesi bu reaksiyonu 109 kat daha hizl katalize eder. Serbest enerji engeli
yoniinden uygun icerik oranlart DHAP’nin substrati i¢in bir engel oldugu ve eger
TIM ile reaksiyon katalize edilirse harcanan enerji 13.5 kcal/mol iken diger basit
baz katalizorliiglinde 26 kcal/mol oldugu goriilmistiir. Kuramsal olarak
anlasilmistir Ki; ara iriinlerin gegis durumundaki serbest enerji profili ¢ozelti
icerisindeki reaksiyonun katalizasyonu enzim araciliiyla gergeklesen reaksiyona

gore yaklasik olarak 13-15 kcal/mol daha yavastir [64].
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1.1.6 TIM ile flgili Yapisal Calismalar

PDB’de TIM’in 111 tane kristal yapisi ile karsilagilmigtir. Bu kristal
yapilar 22 farkli organizmada bulunan yabani yapidaki TIM yapisini da i¢ine alir
[65]. Bu yapilardan 3 tanesi atomsal rezoliisyondadir. TIM dimeri en son zamana
ait stk karsilagilan bir yapt olmasina ragmen termofilik organizmalarda TIM
tetramerleri gibi ortaya ¢ikar. Bu tetramerler dimerlerin dimeridir. 2 tane dimerin
tetramerlerin i¢inde biraraya gelmesi ile gereginden fazla 1sisal kararlilig1 ortaya
cikarirlar. Dogada bulunmayan TIM monomerleri, Kristalografik ve enzimatik
yollar ile karakterize edilir [66]. Yapilan arastirmalar sonucu; aktif bolge ayni
altbirime ait biitiin katalitik aminoasitler ile dimer arayiizdedir. ikinci altbirim
kivrim3, kivrim1 ve kivrim4’iin arasina 1. altbirimi de yerlestirerek aktif kismi
tanimlar. Kivrim3’iin ucunda bulunan Thr75 diger altbirimlerdeki aktif kisimlara
hidrojen bagl aglar ile katkida bulunur. Birgok su molekiilii dimerin ayrilmaz
pargasidir. Bu su molekiillerinden 6 tanesi dikkatlice korunur. TIM’in yapist ile
yapilan ¢aligmalar, iki esnek kivrimin substrat katalitiginde ve baglanmasindaki
Oonemini ortaya ¢ikarmistir [67]. En iyi bilinen substrat baglanmasi sirasinda
kivrim6’nin kapanmasidir. 7 A”dan agik ve merkezi atoma bagli olmayan
durumundan kapali ve merkezi atoma bagli olan duruma donilismesi bunu
aciklamaktadir. Merkezi atoma bagli olmayan durumda kivrim6, kivrim5 ile
etkilesim icindedir. Merkezi atoma bagl ve kapali olma durumunda ise kivrim?7
ile etkilesim igindedir. Ligand aktif kisma baglandiginda, kivrim7°de uyarlanabilir
degisiklikler goriilebilir. Bu kivrimlarin kapatilmasi ¢ok 6zel olan fosfat-dianyon
baglamim1 meydana getirmektedir. Bu durumda fosfat-dianyon pargalari 4
hidrojen bagi ile bu kivrimlarda bulunan (kapali kivrimlar) 4 ana zincirdeki NH-
gruplarina tutturulur (kivrimé6 ile kivriml1 hidrojen bagi, kivrim7 ile 1 hidrojen
bagi ve kivrim8 ile 2 hidrojen bagi). Monoanyonik siilfonata benzer seyler ve
dihidroksiaseton siilfat gibi maddeler zayif TIM baglayicilaridir. Kivrim6,
kivrim7 ve kivrim8’deki ana zincirdeki NH gurubu, dianyon fosfat ile iyi bir bag
alan1 saglarken, monoanyon benzeri seyler ile zayif bir bag alan1 saglar [68].
Yapilan son arastirmalara gore, 4 tane kapali durumdaki peptit NH grubu ile itici
elektrostatik arasindaki iliski monoanyonik siilfonat grubu tarafindan etkili bir

sekilde kompanse edilmemektedir. Bir TIM varyantindaki kivrim6’nin ucunda
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bulunan 4 tane amino asit yok edildiginde, bu TIM varyant:1 fosfat pargalari ile
hidrojen bagi yapamaz. Bu nedenden dolayi, reaksiyon ara maddesine siki
baglanamadigindan, metilglioksial sentaz olusumu kag¢inilmaz hale gelir. Ve bu
TIM tiirtine “metilglioksal sentaz” denir. Katalitik kisim ¢oziicii tarafindan
gomiilmiis ve korunmustur. Glul67°de meydana gelen 0Ozel etkilesimlerde
katalitik kisim yogun olarak bulunur. Yine de yan zincirdeki katalitik glutamat
(Glu167), hidrofobik hava boslugunda hidroksimat diizlem {izerinde haraket eder.
Anahtar, katalitik amino asit Glul67 olmasmna ragmen; Asnll, Lys13, ve His
95’de 6nemli ve korunmus amino asitlerdir. Glul67 hidroksimat diizlem iizerinde,
Lys13 ve Asnll ise hidroksimat diizlem altindadir. His95 yan zincirindeki
imidazol halka cis-enediolat diizlemi ile ayni diizlemdedir. Daha sonra gelen 3
aminoasit, reaksiyondan negatif yiiklii olarak ¢ikan ara iiriinler icin oksianyon
dengesi saglar. Asnll ve Lysl3’lin elektrostatik dengedeki Onemi biiyiiktiir.
His95 ise direkt olarak proton transferinde gorev alir. Substratin katalitik sonu
dehidrat edilmistir. Ancak, katalitik glutamatin yan zinciri su molekiillerine
hidrojen baglamaktadir. Bu su, ¢ozeltiyi yogunlastiran sudaki yogun hidrojen
baglarinin bir pargasidir. Apo yapisinda aktif kistm daha ¢ok su molekiillerine

baglanmistir ve bu molekiiller substrat baglandiginda yer degistirir.

1.1.7 3 Atomlu TIM’in Céziiniirliigii Uzerine Yapilan Cahsmalar

TIM komplekslerinin X 1511 ¢oziiniirliigli ile 3 atomlu yapist tespit
edilmistir [69]. Bu kompleksler DHAP substrati ile, reaksiyon ara bilesenlerinin
analoglar1 olan 2PG ve PGH ile baglantilidir. Bu yiiksek ¢oziiniirliikte aktif bolge
elemanlarinin proton uzaklastirmasi ve anizotropik dinamik nitelikleri iizerine
bilgi edinmek miimkiin olmustur. TIM-DHAP kompleksinin kristal yapisina
baktigimizda baskin olan ligand DHAP’dir ve ara bilesenlerin olmasi veya liriiniin
DGAP olmasi olasilig1 ¢cok diisiiktiir. Ayrica yapilan NMR ¢alismalar1 sonucunda
da DHAP’in baskin oldugu ortaya ¢ikmistir. Bu 3 atomik ¢6ziinmiis yapinin her
biri substrat ile glutamatin karboksilat grubu arasinda ¢ok siki bir sekilde
etkilesim halinde oldugunu vurgulamaktadir. Ornegin; TIM-DHAP kompleksinde
karboksilat oksijeni karbon substratindan 3 A° Stede konumlanmistir [70]. 0.82

A° Otede yer alan TIM-PGH vyapist proton uzaklastirilmast ve alinmasi
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mekanizmas1 i¢in katalitik glutamatin protein dinamiklerinin 6nemine 151k
tutmaktadir. 0.83 A°’da konumlanmig TIM-2PG yapisi ise; TIM’in aktif
bolgesinde prolinin Glul67-Pro168 dipeptid olusturacak sekilde bulundugunu
aciga cikarmistir. Sonu¢ olarak; bu siki konformasyonun dongii agilmasini

kolaylastirmasiyla iiriin agiga ¢ikmis ve reaksiyon tamamlanmaistir.

1.1.8 Monomerik TIMlerle ilgili Cahsmalar

Tek bir TIM dimeri, kendi basina aktiftir. Bu nedenle bir¢ok ila¢ ham
maddesi kesif ¢alismalart dimerlerdeki monomerlerin birlestirilmesi ve katlanmasi
ile inhibitdrler ortaya koyulmast ile yiiriitiilmiistiir [71]. Ornegin; 6zellikle parazit
organizmalara ait TIMler se¢ilerek inhibe edilmistir. Balaram ve arkadaslar
tarafindan, bir sitma TIM’inde test edilmis ve yaklasik olarak 0.7 uM’lik bir
degere sahip IC50 inhibitori iceren sitmali bir TIM’in kivrim3’iinde bir peptid
analogu bulunmustur [72]. ila¢ ham maddesi kesif ¢calismalarinda TIM gibi sadece
oligomerik olarak tamamen aktif olan oligomerik enzimlerin protein-protein
etkilesimlerinde baglanma bolgeleri ile spesifik inhibitdrlerin aragtirilmasi merak
uyandirmaktadir. Ayrica bu gibi enzimlerin protein-protein etkilesimlerine ait

diziler aktif bolgeye gore daha az korunmustur.

TIM’in katalitik rezidiileri yani aktif bolge aminioasitleri ayni alt birimde
yer almaktadir [73]. Bunlardan en sik rastlananlar: Asnl1l, Lys13, His95’dir. Bu
aminoasitler dimer etkilesimleri sayesinde kararli bir halde dengede tutularak ayni
kivrim iizerinde bulunurlar. Monomerik TIMler {iizerinde yapilan enzimatik
caligmalar gostermistir ki; monomerler katalitik etkinligi azaltmaktadir. Oyle ki;
birgok monomerik TIM’in yapisal 6zellikleri sistematik olarak ¢alisilmistir [74].
Ik monomerik TIM (monoTIM) bilgisayar ortaminda kivrim tasarim programlari
araciligryla modelleme paketi ICM kullanilarak olusturulmustur. Bu protokol
araciligryla tripanasomal, glikozomal TIM’in kivrim3’iindeki 15 aminoasitlik bir
bolge 8 aminoasitlik bir bolgeyle yer degistirilmistir. Bu monomerik TIMlerin

kristal yapilar1 gostermistir ki; dogal tip TIMlerin dimerizasyonunu iceren
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kivrimlar bozulmustur veya 6zellikle baglanmamig halde bulunan monomerik
yapidaki dogal olmayan TIMlerinin konformasyonuna déniismiistiir. Ornegin;
kivrim4’te bulunan monomer konformasyonu en ¢ok bilinenlerden biridir. Oysaki
kivriml yapisal bozukluga sahiptir. Kivrim4 ile ilgili olarak, kivrim4
konformasyonundaki dogal tip monomerik TIMIerdeki monomerik degiskenlerin
bir sonraki neslinin korunmasinda etkin olan A100W mutasyonu zincirin genis
olan yonii ile kararli hale getirilir. A100W mutasyonu monomerik TIMlerin
katalitik 6zelliklerini etkilemez. TIM dimerinde ara bilesenlerin kivrimlari; kivrim
8, kivrim 1, kivrim 2, kivrim 3, kivrim 4 degismez, sabittir. Monomerik TIMlerin
1, 3, 4 ve 8. kivrimlarinin yapisal Ozelliklerine bakildiginda, TIM’in ara
tirtinlerinin dogal tip monomerik katlanmalarinda diizensizlik goriilmistiir [75].
Dogal tip TIM’in dimere dogru katlanma yolunda her biri ¢ok sert olan dimer ara
bilesenleriyle etkilesiminden sonra 2 alt birimdeki diizensiz kivrim bdlgeleri

dimerize olurlar.

Monomerik TIMler, TIM aktivitesinin yaklastk 1 s™ kcat ve Km’si ise
yaklasik olarak SMm’dir. Dogal tip TIM’e gore kcat yaklagik 1000 kat daha
diisiiktiir ve Km yaklagik 10 kat daha yiiksektir [76]. Monomerizasyon tarafindan
devre dist birakilan fosfat demirleme mekanizmasi faaliyet gosterirken

metilglioksal sentaz aktivitesi tespit edilmemistir.

Monomerik TIMler dogal tipteki TIMlerden daha az kararlidir [77]. Bu
monomerik degiskenlerin optimum pH’st tam olarak bilinmemekle beraber
katalitik dongiliye ait serbest enerji profili saptanamamustir. Yapisal caligmalar
sonucu anlasilmistir ki; karakteristik olarak agik ve kapali konformasyonel

degisimlerin gerceklestirilmesi degiskenler vasitasiyla halen s6z konusudur.

Monomerik TIMlerdeki diisiik katalitik etki esnek katalitik katlanmalar
hakkinda bilgi veren yapisal dzelliklerle anlagilmustir [78]. Ornegin; kivrim 1, 4
ve 8. Aktif bolge ile ¢ozelti hacminin biiylik bir kismi agiga ¢ikmistir. Baglangig
noktast olarak monomerik TIMlerin kullanilmasiyla yonlendirilmis mutagenez

sonucunda kivrim2’deki mutasyonlarin 4. faktoriin roliiyle Km azalirken, 11.
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faktor etkisiyle kcat’in arttign goriilmiistiir. ik monomerik TIM degiskenleri
bilgisayar programlar araciligiyla 1. katlanma ve akabinde 8. katlanma tarafindan
yeni ve spesifik bir substrat modeli olusturmak maksadiyla kullanilmistir.
Baslangicta 8. katlanmadaki delesyon degiskeni aktif degildir ve zayif baglanma
gosterir. Fakat delesyon mutasyonu V233A varyantt daha iyi baglanma
gostermektedir. V233 A mutasyonunun onemini kavramak adina yapilan rasyonel
caligmalarla temin edilen yliksek ¢oziintirliikklii mI8bTIM yapis1 dogal tip TIM ile
kiyaslandiginda  Val233’ii  ortaya koymustur ve dogal tip TIM’in
konformasyonundaki kivrim7’nin miidahale etmesiyle fosfat baglanma bdlgesini
kilitlemistir. Katalitik aktivite standart sinirin altinda olmasina ragmen A-TIM’in
BHAP inhibitoriiniin yani sira 2PG ara iriin analogunun baglanmasini miimkiin
kilan bir aktif bolgesi vardir. A-TIM’in tahmini aktif bolgesi sitrat gibi dogal tip
TIM’in baglanamadig1 ¢ok biiylik molekiillere baglanir. A-TIM’de kivrim 1, 3 ve
8 kisaltilmig olarak bulunurken kivrim 4’te A100W isminde bir nokta mutasyonu
yer almaktadir. TIM barrel’in sonundaki katalitik dongiiler c¢erceve kaymasi
mutasyonuna ugrayarak bitlinliigiinii kaybetmektedir. A-TIM g¢ergevesi yeni
katalitik aktif varyantlarla ilgili yapay spesifik substratlarin kesfi igin etkili bir
baslangi¢ noktasidir.

1.1.9 Korunmus Dizi Modelleri

TIMler; tavuk, maya, tripanosoma, sitmada kapsamli olarak caligilmistir
[79]. Tripanosomada yapilan galigmalara gore; aktif bolge amino asitleri olan
Asnll, Lys13, His95, ve Glul67 igin dizi numaralar1 degerlendirilmistir. Bu 4
anahtar amino asit ¢ok iyi korunmustur. Bununla beraber kivrim6, kivrim7 ve
kivrim8’deki amino asitler yiiksek derecede korunmus olarak bulunur. Ilging bir
sekilde; arkeanin kivrim6’daki korunmus dizilerinin farkli oldugu ortaya
cikmigtir. Glul67 burada katalitik bir bazdir. TIM’in aktif bolgesinin 6nemli bir
ozelligidir. Katalitik rezidii Glul67, kivrim6’nin baglangicinda konumlanir.
Kivrim6 kapandiginda, Glul67 karboksilat substrattan yaklagik 2 A° dteye tasinir.
Enzim-substrat kompleksinde Glul67 zincirinin dinamik 6zellikleri proton
ekleyip ¢ikarma mekanizmasinin bir anahtar 6zelligidir. 2 farkli proton ekleyip

cikarma mekanizmalari: Klasik mekanizma ve ¢apraz gecisli mekanizmadir. Bu
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mekanizmalar enolize edilen enzimlerin substratlariyla olan etkilesimlerinden

sorumludur.

1.1.10 Klasik ve Capraz Reaksiyon Mekanizmasi

TIM’in aktif bolgesi DHAP ve DGA’y1 yiiksek bir spesifite ile katalize
etmektedir. C1-pro-R protonu DHAP substrat oldugunda C2-R protonu ise DGAP
substrat oldugunda devre dig1 birakilmaktadir. Bu kiral 6zelligi enzim substrat
kompleksinde olas1 kristal yapilardan anlasilmaktadir. Bu durum; Rose ve
arkadaglar1 tarafindan Onerilmistir [80]. Substrat baglama durumu etkili bir
enolizasyon i¢in stereoelektronik gereklilikle iyi bir uyum igerisindedir [81]. Bu
asama Ol, 02, Cl, C2 atomlarnn tarafindan tanimlanan ortogonal olarak
konumlanmis protonun uzaklastirildigini belirtmektedir. ik katalitik déngii,
Glul67 tarafindan ilk protonun uzaklastirilmasindan sonra ortaya ¢ikmistir. Etkin
bir kataliz i¢in sabit pk ve substrat ayni orandadir [82]. Molekiilde pk substrat 16-
20’de ayn1 sirada olmasi beklenmektedir [83]. Temel olarak Glu167 karboksilata
ait pk degeri tamamlanmamis reaksiyondaki enzim suda ¢oziildiigiinde yaklasik
olarak 4 zincirdedir. Etkin bir kataliz bu iki pk degerinin ayarlanacagini
gostermektedir ve bu yilizden daha iyi bir ¢ozelitide birbirlerine daha yakin

degerleri ortaya cikarirlar.

Enzim gecis durumunu ve acil durumlari dengeleyerek 10* oraninda bir
genislik saglamaktadir. Teorik ve deneysel calismalar gostermistir ki; hidrojen
atomu TIM mekanizmasinda 6nemli bir rol oynamamaktadir [84]. NMR ve X-ray
caligmalar1 kisa hidrojen baglar1 kompleks TIM yapilarinda reaksiyon analog
durumunda bulundugunu gostermistir. Katalitik oranin biiylimesine istinaden

TIM’deki 6nemi arastirilmaktadir.

Substratin {iriin degisimini tamamlayabilmesi i¢in en az iki proton transfer
yolu gerekmektedir. Bunlar: Klasik mekanizma ve capraz mekanizma [85].

Capraz yolun mekanizmasinda, biitlin proton transferleri Glul67 tarafindan
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gerceklestirilmekte iken; klasik gecis yolunda His95’de proton transferine
katilmaktadir. Her iki yolda da basit kimyasal basamakalr farkli basamaklara
ayrilmistir. Son basamak, Glul67 tarafindan reprotonlasmadir. Uriin bu asamada

elde edilir.

Genis QM/MM TIM mekanizmasina ait reaksiyon hesaplamalari iki olas1
reaksiyon mekanizmasinin  biitiin  reaksiyonlara katki saglayabilecegini
gostermistir [86]. NMR ¢alismalar1 ile maya TIM’inde klasik mekanizmanin en az
%3.9, tavuk TIM’inde en az %12.1 ve genel reaksiyonda katkida bulunur. Bu
homolog enzimlerin reaksiyon mekanizmalarinda reaksiyon farkliliklar
gostermektedir. Homolog enzimlerin katalitik mekanizmasindaki farkliliklara

diger ¢esitlerde rastlanmamaktadir.

Klasik mekanizmalarinda hem Glul67 hem de His95 yan zincirleri agil
enediolat komplekslerinde protonlarin uzaklastirilmasinda etkilidir. Bu negatif
Histidin yan zincirin olusturulmasinda goérevlidir. Proton transfer basamagi i¢in,
Histidin yan zincirinin biiyiik 6l¢iide 6nem tasimaktadir [87]. Leishmania’da
TIM/PGH kompleksinin atomik yapisinin ¢oziilmesi iyi bir adim saglamistir. Bu
yapinin analizinden TIM ligand yapisinin ana zincir ve yan zincir geometrisindeki

kiigiik farkliliklar ortaya konmustur.

Knowles ve arkadaslar1 [88] tarafindan da tanimlandigi gibi, sinorbital
karboksilat en yiiksek yakinliga sahip bir proton i¢in bu orbitalin birinci karbon
atomundan protonu uzaklastirdigi distiniilmektedir. Capraz mekanizmada;
karboksilat iskeletin diger ucuna gittiginde proton alict atomdan gonderilir.
Sonrasinda Ol protonu cikarir ve ikinci karbon atomuna transfer eder ve

boylelikle aldehit {iriinii olusturulur.
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DHAP’den DGAP’ye iiriin doniisiimiinde oksianyon proton ¢ikarilmasi
esnasinda birinci karbon atomundan olusturulur [89]. Lys13 ve His95 yan
zincirlerinden oksianyonlarda kararli hale getirilerek olusturulur. Sonrasinda
reaksiyon dongiisiinde negatif yiik oksijene transfer edilir. Bu durum aslinda ilk
olarak agil DGAP’den proton uzaklastirilmasinda olusturulur. DGAP’den
DHAP’ye doniisiim s6z konusu oldugunda, O1 negatif yiikii His95 ve Asnl1 yan
zincirleri tarafindan stabilize edilmistir. Bu da proteinin kristalografik
calismalarinda sunulmustur [90]. Ayrica NMR c¢alismalar1 D,O’yu tavsiye
etmektedirler. Ciinkii gec¢is durumlart DHAP ve DGAP deprotonlagmasinda
olusturulan O1 ve O2 oksianyonlarindaki enediolat hidrojen oranlarim
degistirmektedir [91]. Knowles’in bu konuda yaptigi ilk calismalardan beri
trityumlu DHAP substrati ile yapilan kataliz boyunca sulu c¢ozelti iginde

sonrasinda kayip oldugunu goriilmiistiir [92].

1.1.11 TIM’in Kimyasal Mekanizmasi

TIM araciligiyla GAP ve DHAP’nin birbirine doniisiimii i¢in 2 mekanizma
gelistirilmistir: Tlki; hidrit degisim mekanizmasi; C1 ve C2’nin her biri sp? gecis
orbitaline sahiptir ve C1l’den C2’ye esdeger bir hidrit transferi s6z konusudur.
Ikinci mekanizma ise; proton transfer mekanizmasidir. GAP’nin deprotonasyonu
yani proton uzaklastirilmasi, DHAP’nin reprotonasyonu yani proton alinmasi ile
olusan bir enediolat ara iiriiniin formasyonuna onciiliik eder [93]. Proton transferi
icin en giiclii mekanik kanit J. P. Richard tarafindan gelistirilen kimyasal degisim
deneyidir. TIM doteryumlanmis su ile inkiibe edildiginde DHAP %50 oraninda
doteryumlanir ve reaksiyon boyunca ¢ozelti ile proton degisimi s6z konusudur.
Eger su, protonlar1 hari¢ hidrit ile degistirilmezse proton transfer mekanizmasi
gosterilmistir. Dikkat edilmesi gerekir ki; déteryum C1 pozisyonundaki pro-R2 de
tek basina bulunan DHAP iizerinde goriiniir. Ve bu doteryumlu malzemeler
C2’deki doteryumlu GAP modelinin eski seklini almasinda rol oynar. Reaksiyon
GAP ve DHAP arasinda hidrojenin tutulmasini engellemeden C1 ve C2 arasinda
proton transferini saglayan tek bir baz igerir. Tiim bunlar proton transfer

mekanizmasini  desteklemektedir. GAP’nin  engellenmesi ile DHAP’nin
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doteryumla birlesmesinin stereokimyasini veren bir Cis-enediolat olan ara iiriin

boyunca reaksiyon devam eder.

TIM’in aktif bolgesindeki tek bir bazin varolusunu, triozfosfat
substratlarinin C1 ve C2 arasindaki proton degisiminin saglanmasi i¢in enzimlerin
aktif bolgelerindeki olasi fonksiyonel aminoasitlerin en kiigiik numaralarinin
kullanilmasiyla dizayn etmeye yarayan “tutumluluk ilkesi” takip eder [94].
Optimum katalitik verimlilik i¢in yan zincirin yer degistirilmesi bagisiklik olarak
tahmin edildiginden beri ¢ift yonlii fonksiyonlarda ikisinin yer degistirmesi birine
gore daha zordur. Dogal katalitik metabolizma TIM {iizerinde rol oynadig1 bilinen
rakip inhibitorlerin yapisi igin bir kanittir. Fosfoglikohidroksimat 4 uM’lik Kd ile
cok giigliidiir. Cok siki olarak TIM’e baglanan miitkemmel bir cis-enediolat ara
triintidiir. Hidroksimatin c¢ift bag eksikligi olan benzer bir inhibitoridir ve

anyonik yiikii nedeniyle 100 kat daha zay1f olarak baglanir.

Aktif bolge bazlarinin kimligi bir substrat analogu olan ve agil bromid
mekanizmasinda asir1 derecede elektrofil reaktifi igeren bromohidroksiaseton
fosfat kullanilarak kesfedilmistir [95]. TIM ile inkiibe edildiginde tek bir
aminoasit glutamat 165 vasitasiyla kovalent bag ile baglanir. Glutamat 165 dogal
bir substratin varliginda modifiye edilemez. Ciinkii Glu165 aktif bolgedeki en ¢ok
niikleofil reaktifi iceren aminoasittir. Aktif bolge bazi olarak Glul65’in secilmesi
kismen sasirticidir. Glutamatin yan zincirindeki karboksilik asitine ait pKa degeri
yaklagik 4’tiir. Aldehit ve ketonlarla ilgili o durumundaki protonlarin pKa’si
yaklastk 19°dur. Bu da gosterir ki; triozfosfat substratlarindan biri olan
Glul65’den bir proton transferi i¢in denge sabiti yaklagik olarak 10-15dir.
DHAP ve GAP’nin izomerizasyonu i¢in reaksiyon mekanizmasi bir enediol ara

iirlinli vasitasiyla asit-baz katalizlemesi reaksiyonlarini igerir.

Triozfosfat izomeraz prototip “TIM barrel” yapisini temsil eder ve -
barrel, B iplikgikleri arasindaki o sarmal baglantilar tarafindan ¢evrilmistir [96].
Enzim homodimerdir, her altbirim barrel’in sonundaki karboksilin yaninda aktif
bir tarafi vardir. TIM (bazen TPI olarak da bilinir) triozfosfatin

izomerlestirilmesidir; oOzellikle, glikoz ve glukoneogenezde D-gliseraldehit-3-
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fosfat (aldoz) ve dihidroksiaseton fosfati (ilgili ketoz) karsilikli dontistiiriir.
Izomerizasyon katalizér yoklugunda kararsiz bir enediol ara iiriin araciligiyla
devam edebilir, ama katalizor yoklugunda aldoz ve ketoz her ikiside kararh
bilesikler oldugundan katalize edilemeyen reaksiyon yavaslatir. Katalizor
enedioliin konsatrasyonunu arttirmalidir. Enediol ara iriiniin serbest enerjisini

diistiriir ve enediol igin gereken proton degisimini yiikseltmesi ile oran artar.

1.1.11.1 Genel Asit-Baz Katalizleri

Aktif bolge asit ve bazlar1 olarak is goren rezidiiler genellikle enzim
katalizorleridir [97]. Biyokimyasal doniisiimlerde molekiiliin yiikk dagilimi bir
degisim tarafindan gercgeklestirilir. Negatif yilikiin pozitife doniistiigli durumlarda
yaygin olarak bir hidrojen iyonunun transfer edilmesi ile notrlesme saglanir ve
eger pozitif yiikte birikme olursa reaksiyondan bir protonun uzaklastirilmasi ile

normale dondiralir.

Biyokimyasal doniisiimlerde bir hidrojen iyonunun uzaklastirilmasinin
bagimsiz olarak gerceklestirilmesine dair bircok érnek vardir. Higbir zaman H30"
hari¢ bir asit katalize edilmesi esnasinda proton transferi yapmaz. Buna “genel
asit katalizi” denir. Eger OH™ hari¢ bir baz kataliz olayinda proton transferini
gerceklestiriyorsa buna da “genel baz katalizi” denir. Bu reaksiyonlar ig¢in
biyokimyasal kanit pH gibi reaksiyon oranlarinin sik sik kontrol edilmesidir. Eger
bir “asit” kataliz olayr ic¢in gerekliyse, yiiksek pH’da proton uzaklastirilmis
aktivitede bir diisiis gbzlemlenir. Eger bir “baz” gerekliyse, pH arttik¢a aktivitede
de bazin olusumuna yol agan proton uzaklastirilmasina bagli olarak bir artig
gozlemlenir. TIM i¢in de ayni durum s6z konusudur. TIM aktivitesindeki artis pH
artisiyla birlikte géze garpar.

Triozfosfat izomeraz mekanizmasi, asit-baz katalizine ornek saglar. Aktif
kisim Glu (Glu'®) atom grubu hem de His (His™) ve Lys (Lys™) igerir ve bu
atom grubu baz olarak disiiniilir. Enzim, enediol ara friiniiniin su ile
tepkimesinden korumak ve substrat1 yakalamak i¢in kapanan bir kapak tarafindan

substratin tutuldugu bir kafes saglar. Asit-baz katalizini gerceklestirmek ve ayni
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zamanda enedioliin katalizi i¢in katalik grup mikemmel bir sekilde
konumlanmigtir. Glu’nun Asp’ye doniisiimii ve katalitik COO™ grubun substrattan
0.1 nm Oteye hareketi sonucu katalitik oranda 1000 kivrimlik bir diisiis olur.
Kimyasal mekanizmanin su sekilde devam ettigi diistiniilmektedir: Glu-COO™ (B
), C-2’den proton ayirir, aynt zamanda enedioliin olusum oranini arttirarak His
imidozal (AH) grup C-1 karbonil O’ya proton verir. Sonra, Glu-COOH protonunu

C-1’e verir ve His, C-2 OH grubundan proton alir.

1.1.11.1.1 TIM Tarafindan Kataliz Edilen GAP ve DHAP Ara

Uriinlerinin Kinetik icerikleri

Bir enzimin aktif bolgesine ulasan kiigclik molekiiller i¢in difiizyon siniri
108-109 M™s™ sabit oramdir. TIM’le kiyaslayacak olursak TIM igin difiizyon
st kabaca 107 M's™V’dir. GAP spesifik dioliiyle bir denge halindedir. GAP’nin
nominal konsantrasyonu 0.4 mM oldugunda diol baskin formdadir. TIM’in
substratinin yaklasik olarak 0.02 mM oldugunda aldehit uzaklastirilir. Boylece
DHAP ve GAP doniisiimii i¢in kcat/Km degeri yaklasik 108 M s dir. Yani bu
deger TIM’in diflizyon siiridir ve daha hizli gergeklestirmesi miimkiin degildir
[98]. Knowles ve arkadaslari tarafindan; viskojenler yoluyla DHAP ve GAP
dontigiim oranlarnin 6l¢giilmesi ile TIM’in miikemmelligi dogrulanmistir. Gliserol
gibi bilesikler eklenerek olusturulan yeni bir viskoz ¢ozeltinin difiizyon hizi
diisiiktiir. Tim bunlarin 1g18inda  viskozitenin arttirtlmasi  sonucu; kcat/Km

oraninda dogrusal bir azalma oldugu goze carpmaktadir.

Tablo 1.1: TIM’in kinetigi
Substrat kcat (s™) Km (mM) | kcat/Km (M™s™)
GAP 4300 0.4* 9.1 x106

DHAP 430 0.97 4.4 x 106
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1.1.12 izomeraz Reaksiyonu

TIM reaksiyonu, karbonilin komsu C atomuna proton vermesiyle baslar.
Genellikle ketoz aldoz reskisyonu iki olasi mekanizmayla gergeklesir; ya proton
transferiyle ya da metal-iyon bagimsiz hidrid transferiyle. Molekiiliin i¢ersinde
optimum pH’da her iki mekanizma da meydana gelir ve neredeyse her ikisi de esit
etki yaratir. TIM katalitik reaksiyonunda proton transfer mekanizmasi
kullanilmaktadir. Reaksiyonun mekanizmasindaki ilk adim karbonilden karbona
proton ¢ikarilmasiyla ya aldehit DGAP oldugunda ya da keton DHAP oldugunda
gerceklesir [99]. Her iki durumda da ilk ortaya ¢ikan cis-enediolat iyonudur. TIM
bu ylizden “enolize enzim” olarak goriilmektedir. TIM, DHAP ve DGAP gibi ti¢
karbonlu seker fosfatlar1 i¢in yiiksek derecede spesifiktir. Ayni proton transfer
mekanizmasini kullanan diger ii¢ karbonlu seker fosfat izomerleri de TIM gibi
ayn1 reaksiyonu gosterirler. Sadece substratlari farklidir. Ornegin; D-riboz-5-
fosfat izomeri bes karbonlu seker fosfati kullanirken ve fosfosglukoz (PGH)
izomeri alti karbonlu seker fosfatim1 kullanir. Tamamen degisik kivrimlar
olmasina ragmen TIM ile ayni reaksiyon mekanizmasina sahip 2 farkli RPI
enzimleri vardir: RPI-A ve RPI-B. TIM ile beraber bu li¢ katalitik enzimden her
biri, glutamati katalitik enzim olarak kullanmaktadir ve proton uzaklastirilmasina
dayanan her bir enzimdeki oksianyon cis-enediolattaki negatif yiikii

dengelemektedir.

Sadece TIM’de dort ana zincir NH™ grubu ile ii¢ farkli bir kivrimin
substrat1 fosfat ile iyi bir sekilde demirlenmistir ama hicbir fosfat zinciri bu
etkilesime dahil degildir [100]. Bu fosfat baglayan kivrimlar TIM’in olusumunda
hem ligand hem de ligand olmayan konformasyonlari tamamen biinyesinde
bulundurur. PGI, fosfat ana zincire 2 H bagi ile baglanirken RPI-B’de ana zincire
bagli boyle bir H bag1 bulunmamaktadir. Bu her iki yapidan en az birinde arjinin
ya da lizin yan zincir fosfatina katkida bulunmaktadir. RPI-A’da ayn1 zamanda
fosfat ve yan zincir lizinleri ana zincir NH™ gruplart arasinda H baglari
bulunmaktadir. TIM’deki fosfat demirlemesi RPI ve PGI’dan daha karmasiktir.
Burada katalize edilemeyen TIM reaksiyonu fosfat elimine edilmesi durumunu

desteklemektedir. RPI ve PGI izomerlerinin katalize edilmesinde uymamustir.
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Bunun nedeni; uzun karbon iskeletine sahip bir substrat ile kismen bes veya alti

karbonlu seker fosfat1 icermesidir.

Aktif fosfit glikolaldehit izomerizasyonun iriin analizi TIM’deki proton
transfer mekanizmasi ile aynidir. Her iki reaksiyonda TIM’in kapali formunda
gerceklesmektedir. Bu durumda 700 kivrima sahip fosfit dianyon aktivasyonu bu
kapali formu enerjisini kullanarak dengede tutmada basarili olmustur. Katalitik
etkinligini arttirmak i¢in substrat baglayici etkilesimleri TIM ile ilgisi olmayan

farkli enzimler de kullanabilir.

1.1.13 TIM’in Fizyolojik Rolii

TIM, bir glikolitik enzimdir. Insan viicudunda TIM’i kodlayan tek bir gen
vardir [101]. Pek ¢ok organizmada TIM stoplazmada yer alir ancak tripasonomada
ve leishmaniada ise; hem stoplazmada hem de glikozomda bulunur. Bu
organizmalarda glikozom, glikoliz i¢in peroksizom gibi 6nemli bir organel
pargasidir [102]. Glikolitik yolda TIM, fruktoz-bifosfat aldolazdan sonra gelir. Bu
demek oluyor ki; fruktoz-bifosfat aldolaz DHAP ve DGAP’yi olusturur. DGAP
daha ileride glikolitik yolu takip eden enzim tarafindan metabolik yolda gorev
alir. DHAP ileriki basamaklarda glikolitik enzimle metabolik yola katilir [103].
Hiicrede olaylarin diizenli bir sekilde isleyisi icin TIM aktivasyonu ¢ok énemlidir.
TIM’in aktivitesinin diigmesi ile genlerde olusan nokta mutasyona bagli olarak
pek cok hastalik meydana gelebilir. Hastaliklarin bir ¢cogu DHAP’de olusan

toksiklenme ile iligkilidir.

Glikololitik yolda, DHAP ve GAP vasitasiyla; pentoz fosfat yolu, lipid
metabolizmasi, glukuneogenez birbiri ile iliskilidir [104]. Bu yollarda metabolik
gecis TIM’in aktivitesine baglidir ve burada olusabilecek herhangi bir TIM
eksiklgi bazi hastaliklarin bas gostermesine neden olabilir. TIM insan E104D
varyanti, karakterize edilmis en iyi bilinen ve hastalifa neden olan mutasyon
varyantidir. Bunun kristal yapisi agiga ¢ikarilmistir. Bu mutasyon 1000 yil 6nce

bile insanlik {izerinde etkisini gostermistir. Glul04 tamamen korunmus bir
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aminoasittir. Bu geni tagiyan homozigot hastalarda TIM, katalitik aktivitesinin
sadece %2-20 arasinda olarak kullanabilir. Bu geni tasiyan heterozigotlar ise
tibben normal bireylerdir. Bu bireyler ¢esitli fiziksel ve zihinsel bozukluga sahip
olurlar ve bu kisilerin en fazla 5 yil yasarlar. TIM’in yapisi incelendiginde;
Glul04 bir dimer aminoasittir. Ilging bir sekilde; bu belirlenmis nokta
mutasyonlarindan biri E104D’dir. E104D-TIM varyanti, rekombinant bir protein
olarak karakterizasyonu yapilip ekspre edildiginde ayni bir dogal tip TIM gibi
aktiftir. Bu mutasyon E104D varyanti, dimerin hiicrede etkisini onledigi gibi

enzimin de kararliligin1 daha diisiik seviyede tutmasina neden olur.

TIM eksikligi; ¢ocukluk doneminde oldiiriicti etkisini gosterir [105]. Bu
semptomlarin ¢ogu hemolitik anemi gostergesi oldugu gibi aym1 zamanda
norolojik bozukluklarin da sebebi olabilir. 1170V milder semptomuna ve
hemolitik anemiye sebep olur. Ama néroloik bozukluk goriilmez. Bir sonraki
mutasyon ise kivrim6’da  bulunmakla beraber dimerin  kararliligim
bozmamaktadir. Ancak E104D dimerin kararliligin1 bozar. Maya, drosophila ve
fare gibi model organizmalar kullanilarak E104D mutasyonu ile ilgili yapilan

arastirmalar devam etmektedir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1  Biyoinformatik Analiz

Triozfosfat izomeraz geninin ve proteinin Ozellikleri hakkinda bilgi

edinmek i¢in ¢esitli veri tabanlarindaki programlar kullanildi.

Balikesir Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’nde daha
onceden olusturulan ¢cDNA kiitiiphanesinden temin edilen “mk4mk22” isimli
dizinin homoloji gosterdigi niikleotit dizilerini saptamak igin; NCBI veri
tabanindaki BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) [106] programinin
“nBLAST” (Nucleotide Basic Local Alignment Search Tool) sekmesi yardimiyla
benzerlik gosteren diziler bulundu. Daha sonra cDNA dizisinin BioEdit [107]
programindaki “Sorted Six - Frame Translation” sekmesi ile agik okuma gergevesi
(ORF) belirlendi. Bulunan amino asit dizisine gore; NCBI veri tabanindaki
BLAST [106] programinin “pBLAST” (Protein Basic Local Alignment Search
Tool) sekmesi yardimiyla protein dizisine benzerlik gosterenlerin belirlenmesinin

yani sira en yakin benzerlik gosterdigi gen ailesi tespit edildi.

Triozfosfat izomeraz proteinin aktif bolgesini ve bu bolgenin 6zelligini
belirlemek i¢in; NCBI veri tabanindaki CDD (Conserved Domain Database)
programi [108] yardimiyla belirlendi. Triozfosfat izomeraz proteinin 3 boyutlu

yapisini ve domainlerinin dizilerini belirlemek i¢in ise Cn3D programi kullanildu.

Zeytin triozfosfat izomeraz geninin BioEdit programi [107] yardimiyla
cDNA dizisinin niikleotit komposizyonu ile amino asit dizisine ait amino asit

kompozisyonu belirlendi. Triozfosfat izomeraz proteinin hem niikleotit dizisi hem
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de amino asit dizisine gore zeytin ¢esitleri arasinda farklilik gosterip gostermedigi
belirlendi. Bunun ig¢in DNA izolasyonu yapilan orneklerin REFGEN ticari
firmasindan (Refgen, Ankara, Tiirkiye) gelen dizileme sonuclari BioEdit

programinda [107] islenerek hizalandi, karsilastirilarak analiz edildi.

Zeytin tahmini triozfosfat izomeraz proteininin translasyon sonrasi
Ozelliklerini anlamak icin; EXPASY web sayfasindaki (http://www.expasy.org)
programlar kullanildi. “Predotar” [109] programu ile triozfosfat izomeraz geninin
tahmini hiicre i¢i lokalizasyonuna bakildi. Triozfosfat izomeraz proteinin transit
peptitinin olup olmadigini belirlemek i¢in, “TARGET-P” [110] programindan
yararlanildi. Triozfosfat izomeraz proteinin hidrofob / filik oldugunun saptanmasi
ve membran / stoplazmik 6zellikte oldugunun belirlenmesi amagl “SOSUI” [111]

programi kullanildi.

2.2 Kullanillan Cam Malzeme ve Plastik Malzemelerin

Hazirlanmasi

Bu calismada kullanilan pipet uglari, ependorf tiipleri, PCR tiipleri, cam
malzemeler ve 1stya dayanikli diger malzemeler calismaya baslamadan 6nce 121

°C’de 20 dakika siireyle 1 atmosfer basingta otoklavlanarak steril edilmistir.

2.3 Polimorfizm I¢in Bitki Materyali Toplama

Polimorfizm igin; zeytin (Olea europaea L.) ¢esitlerinin yaprak &rnekleri
topland1 (Tablo 2.1). Bu ornekler, Edremit Zeytincilik Fidan Uretme
Istasyonu’nun zeytin bahgesinden temin edildi. Toplanan &rnekler Balikesir ili
Damizlik Sigir Yetistiriciligi Birligi’'nden temin edilen sivi azot igerisinde
laboratuara getirildi ve uzun siire muhafaza edebilmek i¢in -80 °C dolabina

yerlestirildi.
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2.4  DNA izolasyonu

Triozfosfat izomeraz geni igin; zeytin (Olea europaea L.) ¢esitleri arasinda
polimorfizmin bulunup bulunmadiginin  belirlenmesi  kapsaminda  zeytin
cesitlerinden (Tablo 2.1) gDNA izolasyonu, Sigma (Taufkirchen, Almanya)
firmasina ait “Gen Elute Plant Genomic DNA Miniprep Kiti (Katalog No:
G2N70-1KT)” kullanilarak yapildi ve izolasyon kitin kullanma kilavuzu takip
edilerek gerceklestirildi.

Elde edilen gDNA o6rnekleri, kalip olarak kullanarak gen spesifik primerler
(TIMAmpL ve TIMAmpR) ile PCR gergeklestirildi. PCR iirtinleri jelde yiiriitiildi
ve goriintillendi. Jelde tek bant olarak elde edilen PCR fiiriinleri, REFGEN

(Ankara, Tiirkiye) isimli ticari firmaya gonderilerek dizi analizleri yapilda.

Tablo 2.1: Polimorfizim i¢in toplanan zeytin ¢esitleri

1. Domat
2. Erkence
3. Ascolana

4. Manzallina

5. Piqual
6. Leco
7. 0108
8. 0308
9. UB1

2.5  Primerlerin Dizaym ve Sulandirilmasi

PCR deneylerinde kullanilan spesifik primerler (Tablo 2.2) “Primer3”

[112] bilgisayar programi ile dizayn edildi. Dizayn edilen primerler yerli, araci
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sirketler yoluyla “Integrated DNA Technologies (Leuvene, Belgika)” firmasindan
temin edildi. Liyofilize haldeki primerler laboratuara geldikten sonra yaklasik 15
sn. 12 000 rpm’de santrifiij yapildi. Primerlere niikleazlardan armndirilmis sudan 1
mL eklenerek, 2 dk. siireyle alt tist edildikten sonra 15 sn. vorteks uygulandi.
Sulandirtlmig primerlerin, kullanima hazir hale getirilmesi i¢in, AD primerleri
harig, tiim primerlerin ¢alisma soliisyonlarinin son konsantrasyonu 5 uM iken AD
primerler i¢in son konsantrasyon; 10 uM olarak belirlenmistir. 200 pL’lik ¢alisma

soliisyonlar1 uygun konsantrasyon hesaplamalarina gore hazirlandi (Tablo 2.3).

Tablo 2.2: PCR’lerde kullanilan primerler, dizileri ve Tm degerleri

Primerler Niikleotit dizileri ( 5°-3°) m
TIMAmpL GAAAATGGGCAGGAAATTCTTC 54.5°C
TIMAmMpR AAATTCACCACACGAGTGATACTG 51°C
TIMRTF CCTGGATTAACTTGTGCATTTATACTT 60 °C
TIMRTR CATCTAAGCGAAGTTCCAAATAGATAC 59.8 °C
TIMT1 GAACTTTTAACCACTGGAAGAAACAC 60.6 °C
TIMT2 ATCTTCTTCACCTCTTCAGTGGTTT 60.8 °C
TIMT3 GAAGAATTTTCCTGCCCATTTT 60.6 °C
AD 1 NTC GAS TWT SGW GTT 43.7 °C
AD 2 NGT CGA SWG ANA WGA A 45.6 °C
AD 2a STT GNT ASTNCT NTG C 452 °C
AD 3 WGT GNA GWA NCA NAG A 44.6 °C
AD 5 WCA GNT GWT NGT NCT G 46.7 °C
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Tablo 2.3: Primerlerden ¢alisma soliisyonu hazirlanmasi

Primerler Molaritesi Calisma soliisyonu
TIMAmpL 25.1 uyM 36.1 pL primer + 164 uL distile su
TIMAmMpR 30 uM 27.2 puL primer + 173 pL distile su
TIMRTF 28.2 uM 27.85 uL primer + 172.15 pL distile su
TIMRTR 33.6 uM 34.72 pL primer + 165.28 pL distile su
TIMT1 26.3 uM 31.5 pL primer + 168.5 pL distile su
TIMT2 29.1 uyM 23.6 pL primer + 176.4 pL distile su
TIMT3 30.4 uM 27.3 uL primer + 172.7 uL distile su
AD1 81 uM 24.7 uL primer + 175.3 pL distile su
AD2 90.2 uM 22.2 uL primer + 177.8 pL distile su
AD2a 82.9 uM 24.1 pL primer + 175.1 pL distile su
AD3 88.3 uM 22.7 uL primer + 177.3 pL distile su
AD5 73.2 uM 2.3 uL primer + 172.7 pL distile su

2.6 PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

PCR reaksiyonlari; 50 pL’lik toplam hacimde, Tablo 2.4’de gosterilen
gerekli komponentler belirtilen miktarlarda eklenerek uygulandi. Primerlerin ortak
calistign sicaklik belirlenerek olusturulan Tablo 2.5°deki PCR programinda
gerceklestirildi. Ozellikle gDNA 6rneklerinin kalip olarak kullamldig1 deneylerde
uygulanan PCR reaksiyonlarina standart komponentlere ilaveten DMSO (dimetil

stilfoksit) ilave edilmesi ile verimin arttigi gozlendi.

Tablo 2.4: PCR komponentleri, kullanilan miktarlar1 ve konsantrasyonlari

Komponenetler Miktar Konsantrasyonlar
Tampon S5uL 10 X
MgCl, 3uL 25 mM
Primer F 5uL 5 uM
Primer R 5uL 5 uM
dNTP (2 mM) 5uL 2.5 mM (her biri igin)
DMSO 2uL
gDNA 1pL
Taq Polimeraz 0.5 uL 5 unit
Distile su 23.5ulL
Toplam 50 uL
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Tablo 2.5: PCR dongii kosullari

Basamak Sicakhik Zaman Dongii
On 1s1tma 95 °C 1 dk. 1
Denatiirasyon 94 °C 30 sn.
Eslesme 53 °C 45 sn. 35
Sentez 72 °C 1 dk.
Uzama 72 °C 5 dk. 1

2.7  Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi icin yerli firmalar araciligiyla temin edilen “Atto”
marka (Tokyo, Japonya) elektroforez sistemi kullanildi. Elektroforezde kullanilan
“Agaroz (Katalog No: A9539-100G)”, Sigma (Taufkirchen, Almanya)
firmasindan temin edilirken, TBE tampon ¢6zeltisi i¢in gerekli olan “Tris-base
(Katalog No: 0826-500G)”, Amresco (Solon, A.B.D) firmasindan, “Borik Asit
(Katalog No: A0768,1000)” ve “EDTA (Katalog No: A5097,0250)” ise;
Applichem (Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edildi. TBE (5 X) tampon
¢ozeltisi olusturmak i¢in kullanilan bilesenler belirli miktarlarda eklendi (Tablo
2.6). Bu tampon c¢ozeltisinden de elektroforezde kullanmak igin, TBE (0.5 X)
tampon ¢ozeltisi hazirlandi (Tablo 2.6). Zeytinden izole edilen gDNA (bkz. Tablo
2.1) ve RNA o&rneklerini gozlemek icin %0.8’lik agaroz jeli hazirlandi. Bunun igin
0.4 g agaroz tartildi ve 50 mL TBE (0.5 X) tampon ¢0seltisi igerisine eklenip
kaynatilarak ¢ozildii. Karisim soguyana kadar elektroforez tanki ve taraklar
DEPC’li su ile yikanarak steril edildi (6zellikle de hassas olan RNA o&rnekleri
i¢in). Soguyan karisimin igerisine 0.5 pL EtBr (Etidyum bromid) ilave edilerek,
taraklar1 onceden yerlestirilen jel kasetine dokiildii ve polimerlesmesi beklendi.
Jel polimerlestikten sonra taraklar ¢ikarildi. Boylece ornek yiikleme kuyucuklart
olusturuldu. Elektroforez tankina yerlestirilen jelin tizeri kaplanincaya kadar TBE
(0.5 X) tampon ¢ozeltisi ile dolduruldu. Ik kuyucuga molekiiler biiyiikliigii belli
bir DNA standart: olan Fermentas (Vilnius, Litvanya) firmasindan temin edilen
markir (Katalog No: SM1333) yiiklendi (Sekil 2.7). gDNA o6rnekleri igin 5 pL
gDNA ve 1 pL yiikleme boyas1 (Sekil 2.7) karistirilirken RNA 6rnekleri igin 3 pL
RNA kalibi, 2 pL distile su ve 1 pL yiikleme boyast eklenerek jeldeki
kuyucuklara pipet yardimiyla yiikleme yapildi. Ornekler 100 V elektrik akimi
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verilerek yaklasik 35 dk. jelde yiiriitiildii. Yiriitilen DNA ve RNA o6rnekleri UV

transilliiminatoriinde gozlendi ve fotograflar ¢ekildi.

Tablo 2.6: Agaroz jel elektroforezinde kullanilan ¢6zeltiler ve komponentlerinin miktari

Cozeltiler Kompozisyonu (1L i¢in)

TBE (5 X) 54 gr. Tris-base

27,5 gr. Borik Asit

20 mL. 0,5 M EDTA ( pH:8)

TBE (0.5 X) 100 mL TBE (5 X)

900 mL distile su

Tablo 2.7: Agaroz jelde kullanilan malzemeler

Yiikleme boyasi Fermentas GeneRuler™ DNA Ladders
(Katalog No: SM0313)
Markr Fermentas GeneRuler™ 1 kb Plus DNA
Ladder (Katalog No: SM1333)

28  Gergek Zamanh PCR I¢in Bitki Materyali Toplama

Balikesir’de yetisen “var yil1” (Sekil 2.1) ve “yok yilr” (Sekil 2.2) olarak
belirlenen zeytin agacglarindan, triozfosfat izomeraz geninin ekspresyon
seviyesinin belirlenmesi i¢in ¢esitli dokulardan 6rnekler toplandi. “Var yili” ve
“yok yili” ifadeleri zeytin bitkisinin sirasiyla; cok meyveli ve az meyveli
durumunu ifade etmektedir. 12 ay boyunca bu agaglarin ¢esitli dokularindan
ornekler toplandi. Her o6rnek toplamada; tarih, hava durumu, toplanan doku
ornekleri ve toplanildigr agac¢ hakkindaki bilgiler not edildi (Tablo 2.8). Toplanan

ornekler, s1vi azot igerisinde laboratuara getirildi ve -80 °C’de muhafaza edildi.
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Sekil 2.1: Var yil1 olarak belirlenen 1.Agac

L5 =

-
le 2
@
o
N

Sekil 2.2: Yok yili olarak belirlenen 2.Agag
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2.9  RNA lizolasyonu

Triozfosfat izomeraz proteinin zamansal ve yersel ekspresyon seviyelerini
belirlemek i¢in; 12 ay boyunca toplanan var yili ve yok yili zeytin agaclarina ait
cesitli doku o6rneklerinden (Tablo 2.8) RNA izolasyonu i¢in, Sigma (Taufkirchen,
Almanya) firmasina ait “Spectrum Plant Total RNA Kiti (Katalog No: STRN50-
1KT)” kullanild1 ve izolasyon kitin kullanma kilavuzu takip edilerek yapildi. Bu
kit ile gerceklestirilen RNA izolasyonu, zeytin yaprak orneklerinde oldukca
basarili iken meyve Ornekleri ile yapilan izolasyonlarda verimsiz oldugu
gozlemlendi. Bu nedenle meyve oOrnekleri igin Qiagen (Hilden, Almanya)
firmasina ait “RNeasy Plant Mini Kit (Katalog No: 74904)” kullanildi ve
izolasyon kitin kullanma kilavuzu takip edilerek yapildi. Toplam RNA
orneklerindeki DNA molekiilllerini ortadan kaldirip daha saf RNA 6rnegi elde
etmek i¢in DNaz enzimi kullanildi. Sigma kiti kullanilarak yapilan o6rnekler,
Sigma (Taufkirchen, Almanya) firmasina ait “On-Column DNase | Digestion Seti
(Katalog No: DNASE70-1SET)” ile Qiagen kullanilarak yapilan meyve 6rnekleri
ise; Qiagen (Hilden, Almanya) firmasina ait “On-Column DNase Digestion with
the RNase-Free Dnase enzimi (Katalog No: 79254)” ile muamele edildi. Islem

protokollerine uygun sekilde gerceklestirildi.

2.10 DEPC’li Su Hazirlama

RNA o6rneklerini niikleazlardan korumak ig¢in izolasyonda kullanilan
ortamin, kullanilan pipetlerin ve elektroforez takiminin temizlenmesi igin
DEPC’li su kullanildi. DEPC' li suyun hazirlanmasinda Sigma (Taufkirchen,
Almanya) firmasina ait DEPC’den (Katalog No: D5758) kullanildi. 0.1 mL
DEPC’den alinarak 100 mL suya eklendi ve alt st edildi. 37 °C’de 12 saat
bekletildikten sonra 15 dakika otoklav yapilarak kullanima hazir hale getirildi.
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Tablo 2.8: Ekspresyon seviyelerini belirlemek igin toplanan 6rnekler ve hava sartlar

Tarih

Sicakhik

Ortalama

Nem

Ortalama

Ornekler

15.04.2010

15°C

%61

Tomurcuklu yaprak(1.Agac)

Tomurcuksuz yaprak(2.Agac)

Stirgiin(3.Agac)

14.05.2010

21°C

%47

Yaprak (1.Agac)

Tomurcuk (1.Agac)

Cigek(1.Agag)

Yaprak (2.Agac)

Tomurcuk (2.Agac)

Tomurcuk+gicek(2.Agac)

Stirgiin(3.Agac)

17.06.2010

26 °C

%60

Yaprak (2.Agac)

Yaprak (1.Agac)

Stirgiin

15.07.2010

26 °C

%61

Yaprak (1.Agac)

Meyve (1.Agac)

Yaprak (2.Agac)

Meyve (2.Agac)

19.08.2010

27 °C

%55

Yaprak (1.Agac)

Meyve (1.Agac)

Yaprak (2.Agac)

22.09.2010

20°C

%61

Olgunlagmamis meyve (1.Agac)

Olgunlagmis meyve (1.Agag)

Yaprak (1.Agac)

Olgunlagmamis meyve (2.Agac)

Yaprak (2.Agac)

19.10.2010

20°C

%71

Yaprak (1.Agac)

Pedisel (1.Agac)

Meyve

Yaprak (2.Agac)

22.11.2010

7°C

%84

Yaprak (1.Agac)

Meyve (1.Agac)

Yaprak (2.Agac)

20.12.2011

11°C

%72

Yaprak (1.Agac)

Meyve (1.Agac)

Yaprak (2.Agac)

19.01.2011

%81

Yaprak (1.Agag)

Yaprak (2.Agag)

Yaprak (3.Agac)

21.02.2011

6 °C

%63

Yaprak (1.Agag)

Yaprak (2.Agag)

16.03.2011

12 °C

%41

Yaprak (1.Agag)

Yaprak (2.Agag)

Siirgiin (3.Agag)
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2.11 TAIL-PCR (Thermal Asymmetric Interlaced)

Triozfosfat izomeraz geninin promotdriinii tespit etmek ig¢in; ilk olarak
bilinen cDNA dizisinden 5’ucuna ters yonde ve kademeli olarak TAIL1, TAIL2
ve TAIL3 primerleri (bkz. Tablo 2.3) Primer3 [112] programi yardimiyla
tasarlandi. Bu primerlere karsilik olarak rastgele baglanan primerler (AD1, AD2,
AD2a, AD3 ve ADS) kullanild1 (bkz. Tablo 2.3). Liu Y. G. ve arkadaslarinin
detayli olarak analiz ettigi TAIL-PCR protokolii modifiye edilerek kullanildi.
Optimize edilen PCR reaksiyonlar1 kademeli olarak gergeklestirildi (Tablo 2.9).
Bu PCR’lerin her biri igin farkli komponentler kullanildi (Tablo 2.10). Sekil 2.3’
de TAIL-PCR’nin mekanizmasi sematize edilmistir.

GUMBENOZIPRONER 5 BLNBADD y
[

:> - T1 PRNER

i S
m - i

0 N

0
5/

Sekil 2.3 TAIL - PCR’nin mekanizmasi
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Tablo 2.9: TAIL-PCR programi

Sicakhik Zaman Dongii

TAIL1-PCR

1. Basamak 92 °C 3dk.

2. Basamak 95°C 1 dk. 1

3. Basamak 94 °C 30 sn.

4. Basamak 60 °C 1 dk. 5

5. Basamak 72 °C 2 dk.

6. Basamak 94 °C 30 sn.

7. Basamak 25°C 2 dk. 1

8. Basamak 72 °C 2 dk.

9. Basamak 94 °C 30 sn.

10. Basamak 60 °C 1 dk. 30

11. Basamak 72 °C 2 dk.

12. Basamak 72 °C 5 dk 1
TAIL2 - PCR

1) Basamak 94 °C 30 sn.

2) Basamak 60 °C 1 dk.

3) Basamak 72 °C 2 dk.

4) Basamak 94 °C 30 sn.

5) Basamak 60 °C 1 dk. 12

6) Basamak 72 °C 2 dk.

7) Basamak 94 °C 30 sn.

8) Basamak 45°C 1 dk.

9) Basamak 72 °C 2 dk.

10) Basamak 72 °C 5 dk. 1
TAIL3 -PCR

1) Basamak 94 °C 30 sn.

2) Basamak 45°C 1 dk. 20

3) Basamak 72 °C 2 dk.

4) Basamak 72 °C 5 dk. 1
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Tablo 2.10: TAIL-PCR igin gerekli komponentler ve kullanilan miktarlar

TAIL1 Miktar

Tampon (10 X) 2 uL
MgCl, 1.2 uL

Primer TAIL1 (5 uM) 2 uL
dNTP (10 mM) 0.4 uL
DMSO 0.4 uL

gDNA 2 uL

Taq Polimeraz 0.5 uL
Distile su 6.5 uL

AD Primer (10 uM) 5uL

TAIL2

Tampon (10 X) 2.5 uL
MgCl, 1.5 uL

Primer TAIL2 (5 uM) 2 uL
dNTP (10 mM) 0.4 uL
DMSO 0.5 uL

1/40 TAIL1 PCR firiinii 1 pL
Taqg Polimeraz 0.5 uL
Distile su 12.6 uL

AD Primer (10 pM) 5uL

TAIL3

Tampon (10 X) S5uL

MgCl, 3uL

Primer TAIL3 (5 uM) 2 uL
dNTP (10 mM) 0.8 uL

DMSO 1 uL

1/10 TAIL2 PCR firiinii 1 uL
Taq Polimeraz 0.5 uL
Distile su 26.7 uL

AD Primer (10 pM) 10 uL

2.12 Reverse Transkriptaz-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

Fermentas (Vilnius, Litvanya) firmasindan yerli firmalar araciligiyla temin
edilen “RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kiti (Katalog No: K1622)”
kullanilarak ters transkripsiyon (RT-PCR) yapildi ve bunun i¢in kit protokoli
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takip edildi. PCR reaksiyonlari, 20 pL’lik toplam hacim igerisinde Tablo
2.11°deki komponentlerden belirtilen miktarlarda eklenerek gergeklestirildi.

Tablo 2.11: RT-PCR komponentleri ve uygulanma protokolii

Bilesenler Miktar Konsantrasyon
Kalip RNA 5uL
Oligo (dT)18 primer 1 uL
DEPC’li su 6 uL
5 dk. 65 °C’de inkiibasyon
Tampon 4 uL 5X
RNaz inhibitorii 1 uL 20 u/pL
dNTP Mix 2 uL 10 mM
Revers Transkriptaz 1 uL 200 u/pL
60 dk. 42 °C’de inkiibasyon
5 dk. 70 °C’de inkiibasyon

2.13 Gergek Zamanh PCR (Real-Time PCR)

Belirlenen zeytin agaglarinin ¢esitli dokularindan 12 ay boyunca toplanan
orneklerden (bkz. Tablo 2.8) izole edilen RNA 6rneklerinden, ters transkripsiyon
ile elde edilen cDNA ornekleri kalip olarak kullanildi. Gergek zamanli PCR,
Bioneer (Seoul, Kore) firmasina ait “GreenStar q°PCR PreMix (Katalog No: K-
6210)” kiti kullanilarak gergeklestirildi. Gergek zamanli PCR igin gerekli
malzemeler kitin kullanma kilavuzunda belirtildigi sekilde, Tablo 2.12°de
gosterildigi gibi, ilave edilerek Bioneer (Seoul, Kore) markali Ger¢ek zamanli
PCR cihazi ile Tablo 2.13’de gosterilen programda uygulandi. Gergek zamanli
PCR reaksiyonlari, her bir cDNA &rnegi icin, hem zeytin tahmini TIM genine
hem de normalizér gen olan GapDH’ye (GenBank erisim no: 154260889) ait
0zgll primerler kullanilarak 3’er tekrarli olacak sekilde gerceklestirildi.
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Tablo 2.12: Real-Time PCR reaksiyonlarinda kullanilan komponentler ve konsantrasyonlari

Bilesenler Miktar Konsantrasyon
cDNA Kalip 1 uL -
Primer L 1 uL 5 uM
Primer R 1 uL 5 uM
DEPC’li su 17 uL -
GreenStar qPCR PreMix Liyofilize halde

Tablo 2.13: Real-Time PCR dongii kosullar

Basamak Fonksiyon Sicakhik Zaman Dongii
1. Basamak Inkiibasyon 95 °C 5 dk. -

2. Basamak Inkiibasyon 94 °C 15 sn. -

3. Basamak Inkiibasyon 55°C 15 sn. -

4. Basamak Tarama - - -

5. Basamak Inkiibasyon 72 °C 15 sn. -

6. Basamak Basamak 2’ye don - - 35
7. Basamak Inkiibasyon 72 °C 1 dk. -

8. Basamak Erime 70 °C-94°C Her 1 sn.1 °C -
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3. BULGULAR

3.1 Bioinformatik Analiz

3.1.1 BLAST Analizi

Baslangicta ismi belirsiz olan ¢cDNA dizisine ait, NCBI veri tabanidaki
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) programinin nBLAST sekmesi ile
yapilan analizin sonucu, Sekil 3.1 ve Sekil 3.2°de gosterilmektedir. “mk4mk22”
isimli cDNA dizisinin; triozfosfat izomeraz genine ait oldugu gorildii. pPBLAST
sekmesi yardimiyla amino asit dizisi analize tabi tutuldu (Sekil 3.3 ve Sekil 3.4).
Kiitiiphaneden temin edilen “mk4mk22” isimli cDNA dizisinin en yakin
benzerligi gosterdigi gen ailesi tespit edildi (Sekil 3.5). Triozfosfat izomeraz gen

ailesinin bir iiyesi oldugu belirlendi.

Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence &

|X83227 P hybrida mRNA for trissephosphate isomerase S=805 E=0 |

Color key for alignment sceres
<40 40-50 80-200 *>=200
o ue ry | —
| | | | | |
1 200 400 600 800 1000
— score 805 :

Sekil 3.1: TIM cDNA dizisinin BLAST analizi
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Description Max score Total scare Query coverage - E value Hax ident Links

Peoulus trchecapa cone 2X0021_EZ9 unknovin mRHA 824 e E3% 0. 4% mm

L Pecoulus trchocampa preccted orobe n, mRNA 823 823 Ei% 0. £3% EE
Solznum yoooersicum cINA, clene: LEFL1D52EGD2, HTCin =af 803 a3 Ei% 0.1 £2%.

P.ykrda mRMA for triosepkosohzke izomerasz 805 a3 E3% 0.1 £3%
Solznum chzcoerse thcse shespnate scmerzse ovbosc o isoform mF 801 a1 E3% 0.1 £3%

L PREDICTED: Wiks vnitera hypeknetica! protein LOCICI263345 (LOCI 793 753 £5% 0.0 £3% UG
Peoulus trchecama ¢ one WSCZ210_KCS wakrowr mENA 182 e E5% 0.J £2% UG
Pooulus trchocampa precckad oroke . mRNA i TET E3% 0.l £2%. EE
Solznum tuberosum clors 104FCL mmicse phospnate isomerase evkost 287 7 £5% 0.1 i2% (UM
Pooulus EST Tom leave 75 7ES £5% 0. £2%

Sekil 3.2: TIM cDNA dizisine benzeyen niikleotit kayitlart
80-200 »=000
I | I
150 200 250
Sekil 3.3: Protein dizisinin BLAST analizi
hecesion | Descipton ‘ Hasare ‘ Tohlsore ‘
SEDEIEL tise phosphate fomerase cyfosolc fofom- ke [Slanum s L] 4
AIITEL ingepfosphate omerase Gossypum Aritum] # g
PSUEL Rechame: Fl=Trosenhosphate samerace, cyosoly Short=TIN, St # g
1 DVLBEEEET  PREDICTED: hypotheical poten Vi vinfera] et CRI3AG84.)1 . 4l
MRISTSL inge phosofat somerase cytosolcoform [Sulanum chacoanse] . 4l
CAVTESETL  ypotheica poten VITISN 041523 Vi vinfer] 4l 4l
AFIREL ringe phosohite somerace cytosolc foform [Flaes quinesnsis] & 4
10 DESEELETT  ingepfosphate somerase, putstive [Ricnus communis] 0b[EEF2SE & 4
VORI eeeditad comita Thaakidumate binake sikien Limabal s oL IFFIPAFS 4] 1E4 164
Sekil 3.4: ORF dizisine benzeyen protein kayitlari
1 SID 1o 150 200 54
Query seq, s
catalybic triod § L L
substrate binding site jj L L & L MY
direr interface j 4 Wiry L LA i

Specific hits
Superfanilies TIM_phosphate_binding superfamily

Sekil 3.5: “mk4mk22” ¢cDNA dizisinin ait oldugu protein ailesi
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Triozfosfat izomeraz geninin aktif bolgesi ve ozelligi (Sekil 3.6) ve
genimizin 3-boyutlu yapisi igin yapilan analizin sonucu (Sekil 3.7) gosterildi.
Aktif bolgesinde; “TIM Barrel” yapisinin bulundugu ve diger TIMlerle
karsilastirildiginda korunmus olarak bulunan ayni aktif bolge amino asitlerini

icerdigi saptandi.

\ />

mn

i

*
.
i e 11 -
’ ._.0. Secr 2
15 % - P N
Lss

Sawr 96

Sekil 3.6: TIM proteinin aktif bolgesi

Triosephosphate Isomerase

Sekil 3.7: TIM proteinin Cn3D’de goriintiilenen 3 boyutlu yapisi
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3.1.2 BioEdit Program

Zeytin tahmini triozfosfat izomeraz geninin ¢cDNA dizisinin niikleotit
kompozisyonu analiz sonuglar1 Sekil 3.8’de goriilmektedir. Bu sonuglara gore
1176 niikleotit uzunlugundaki triozfosfat izomeraz geninin %42.60 G+C ve
%57.40 A+T igerdigi belirlendi.

%" Nucleotide Compaosition: TriosePhosphate Isomerase =101,

LENG: | | /0 Dase pais . 2
Molecular weight: 354441,00 D altans, single stranded G il AT

Molecular weight: 713447 00 Daltons, double stranded

Nucleotide Composition
TriosePhosphate Isomerase

Nucleotide

Sekil 3.8: Triozfosfat izomeraz cDNA dizisinin niikleotit kompozisyonu

Triozfosfat izomeraz cDNA dizisinin, Bioedit programi vasitasiyla tespit
edilen agik okuma gergevesi (ORF) Sekil 3.9°da gosterildi. Triozfosfat izomeraz
geninin agik okuma gergevesinin amino asit kompozisyonu bulundu (Sekil 3.10).
Burada; valin ve alanin icerigi sirasiyla %11 ve %12 olmak iizere toplam %48
hidrofobik amino asit icermesinin yam sira; glutamik asit gibi asidik o6zellikte,
lizin gibi bazik ve glisin ile serin gibi hidrofilik amino asitleri bir arada

bulunduran kompleks amino asit i¢erigi dikkat cekmektedir.

>0RF 25 to 786: Frame 1 254 aa

MGRKT TEEVKKIVETLNAGQVPSPDVVEVVVS PPEVELPVVKSSLRPDFHVAAQNCWVKKGGAYTGE ISAEMLVNLDI PWVILGHSERRALLSESNE FVGEKV
AYALS TLEQREAGSTMDVVAAQT KA I AART SDWTNVVLAYE PVWAIGTGKVAT PAQAQEVERE LRKWLHANVS PEVARSTRI T YGGSVNGANCKE LAANPDVD
FIDIIKSAEVKKSA

Sekil 3.9: Triozfosfat izomeraz geninin agik okuma gergevesi
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3% Amino Acid Composition: mkdmk22TriosePisomeraselto762Framel 254aa -0 X%
Pratein: mkdmk22TriosePisomeraselto?62Framel 254aa

Length: 254 amino acids

Molecular weight; 27170,74 Daltons

Amino Acid Composition

oo = R e

Mol %

L L L I L B = R B - -]

Ala Cys Asp Glu Phe Gly His lle Lys Leu Met Azn Pro Gl Arg Ser Thr Val Trp Tyr
Amino Acid

Sekil 3.10: Triozfosfat izomeraz proteinin amino asit kompozisyonu

3.2  ExPASy Analizleri

Zeytin triozfosfat izomeraz proteinin translasyon sonrasi ozelliklerini
anlamak i¢in ilk olarak triozfosfat izomeraz proteininin hiicre i¢indeki tahmini

lokalizasyonuna bakildr (Sekil 3.11 ve Sekil 3.12).

A prediction service for identifying putative mitochondrial, plastid and ER targeting sequences

Predotar v. 1.03 using plastid prediction networks

Sequence Mitochondrial Plastid ER Elsewhere Prediction

mk4mk22TriosePisomerase25-786Framel 0.03 0.00 0.00 0.97 none

Sekil 3.11: Triozfosfat izomerazin hiicre i¢i lokalizasyon tahmini

Zeytin  tahmini  triozfosfat izomeraz geninin hiicre igerisindeki
lokalizasyonu, Predotar isimli programla tespit edildikten sonra SOSUI programi

yardimiyla desteklenmis olan sonug Sekil 3.12°de goriilmektedir. Predotar isimli
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programda yapilan analiz ile TIM’in %3 oraninda mitokondride bulunurken %97
oraninda hiicrede herhangi bir yerde lokalize oldugu gorildi. SOSU isimli
programin ise; stoplazmik bir protein oldugunu belirtmesi sonucu; zeytin

triozfosfat izomeraz geninin stoplazmada sentezlendigi belirlendi.

SOSUIGram~ Result

snbce]]nla:itocah;mon

0001 | 2534aa C (cytoplasmic) mk4mk22TriosePisomerase25-786Framel 254aa

Sekil 3.12: Triozfosfat izomeraz proteinin hiicre igi tahmini lokalizasyonu

Triozfosfat izomeraz proteininin transit peptitinin olup olmadigin1 anlamak
icin yapilan analizin sonucu Sekil 3.13’de goriilmektedir. RC ile ifade edilen
kisim analizin giivenilirligini 6l¢mektedir. 1’den 5’e¢ kadar derecelendirilmis
Olgekte deger diistiikce giivenilirlik artmaktadir. Bu durumda 2 degeri burada

sonucun %80 giivenilir oldugunu gostermektedir.

centerro - TargetP 1.1 Server - prediction results
REIOLOGI

CALSEQU

ENCEANAL Technical University of Denmark
LYSIS CBS

### targetp vl1.1l prediction resultzs FHF##FFF4844F4484440 00400044444
Humber of gquery sequences: 1

Cleavage site predictions not included.
Using PLANT networks.

Hame Len cTE mTFE 5P other Loc RC
Sequence 254 0.082 0.16% 0.038 0.815 _ 2
cutoff 0.000 ©0.000 ©0.000 ©.000

Sekil 3.13: Triozfosfat izomeraz proteinin transit peptit analizi
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Triozfosfat izomerazin protein 6zelligini belirlemek igin yapilan analiz

sonucu Sekil 3.14°deki gibidir. SOSU isimli programla yapilan analiz sonucuyla;

proteinin hiicre igerisinde ¢oziinlinmiis halde bulundugu goriildi.

This amine acid sequence is of a SOLTEBLE PROTEL™S,

Sekil 3.14: Triozfosfat izomerazin protein 6zelligi

SignalP programi ile zeytin tahmini triozfosfat izomeraz geninin sinyal

peptid icerip igcermedigi

ve transmembran proteini bulundurma durumu

goriilmektedir (Sekil 3.15 ve Sekil 3.16). Burada sinyal peptidi bulunmadigini ve

transmembran domaini olmadigimni dolayisiyla membran proteini olmadigini

gormekteyiz.

SignalP-HH prediction feuk networksi: mkd4mk22TriosePisomerase25-F86Framel

Score

MGRKFFYGONHKCHGTTEEYKKIVETLHAGOYPSPIVYEYYY SPPFVYFLPYVKSSLRPOFHYAAQHCHY

T
L zcore

Y =oore

>mk4mk22TriosePisomer

length = 70
Cutoff

# Measure Position Value

max. C 30 0.
max. Y & 0
max. 5 2 0
mean 5 1-4 0

D 1-4 4]

0es

.037
.247
.231
.134

28

0.
o)

0
0.
0
0

32

a7
o

.48
3

el

48 S8 1] 7a

Fosition

=zignal peptide?

NO
NO
NO
NO
NO

Sekil 3.15: Triozfosfat izomerazin sinyal peptid analizi
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$# mk4mk22TriosePizomerazse2S-T786Framel Length: 254
$# mk4mk22TriosePisomerase25-786Framel Humber of predicted TMHs: 0O
# mk4mk22TriosePisomerase25-786Framel Exp number of AAs in TMHs: 0.00689

# mk4mk22TriosePisomerase25-786Framel Exp number, first €0 Afs: 0.00161
$ mkd4mk22TriosePisomerase25-T786Framel Total prob of N-in: 0.02442
mkdmk22TriozePisomerase25-T86Framel THHMMZ . O outzide 1 254

TMHMM posterior probabilities for mk4mk22Triose Pisomerase25-786F rame

D& r

06 ¢

probability

04t

02 ¢

50 100 150 200 280

transmembrane inside outside

Sekil 3.16 Triozfosfat izomerazin transmembran proteini analizi

3.1 DNA izolasyonu ve PCR

Zeytin ¢esitlerine (Tablo 2.1) ait yapraklardan elde edilen genomik DNA

orneklerinin agaroz jel gortintiileri Sekil 3.17°de goriilmektedir.

Sekil 3.17: izole edilen genomik DNA 6rnekleri
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Polimorfizm olup olmadigimi anlamak icin toplanan orneklerden (bkz.
Tablo 2.2) triozfosfat izomeraz genine spesifik primerler (TIMAmpL ve
TIMAmMpR) ile PCR yapild1 (Sekil 3.24).

e ey e e e e e ey Sy

Sekil 3.18: Zeytin ¢esitleriyle yapilan PCR {irtinleri

3.2 intron Analizi

Triozfosfat izomeraz geninde intronunun olup olmadigini belirlemek i¢in
hem gDNA hem de cDNA o&rneklerinden ayri ayri spesifik primerler (TIMAmpL
ve TIMAmMpR) ile PCR yapildi ve sonuglar Sekil 3.19’da gosterildi. Jelde bant
veren PCR iirlinleri dizi analizine gonderildi. Jel goriintiisiinde ayni biiyiikliikte
goriilmesinin yani sira dizi analizi sonucu; gDNA ve cDNA dizileri kargilagtirild
ve ayn1 molekiiler biiytlikliikte (yaklasik 800 niikleotit) oldugu goriildii. Boylece
zeytin triozfosfat izomerazin intronunun bulunmadigi tespit edildi (Sekil 3.19).

Ayrica yapilan BLAST analizi de sonucu dogrulamaktadir (Sekil 3.20).

Sekil 3.19: Intron tespiti i¢in yapilan PCR fiiriinleri: 1. gDNA kalibiyla yapilan PCR iiriinii

2. cDNA kalibryla yapilan PCR iiriinii
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Sekil 3.20: Zeytin triozfosfat izomeraz geninin intron analizi

3.3 Polimorfizm Analizi

Polimorfizmin tespiti i¢in triozfosfat izomeraz geninin zeytin gesitleri

arasindaki farkliliklart ayri ayri incelendi. 9 farkli zeytin ¢esiti (bkz. Tablo 2.1) ile

yapilan

PCR diriinlerinin, dizi analizi sonuglarina ait kromotogramlarda piklerin

saglamlig1 kontrol edildikten sonra BioEdit programui ile hizalandi. Zeytin tahmini

triozfosfat izomeraz geninde polimorfizm bulunmadigi dizileme sonuglarindan
goriilmektedir (Sekil 3.22 ve Sekil 3.23).
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Sekil 3.21: Dizi analizinden gelen dizilere ait kromotogramlar
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cap PIGURL-L
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cap 308-L GCACARACANAGG
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Sekil 3.22: Zeytin ¢esitlerinin niikleotid dizilerinin karsilagtiriimasi
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Sekil 3.23: Zeytin gesitlerinin amino asit dizilerinin karsilastirilmasi

34  TAIL-PCR

Triozfosfat izomeraz geninin promotoriinii bulmak igin gergeklestirilen

PCR iiriiniiniin jeldeki goriintiisti Sekil 3.24°deki gibi fotograflandi.

AD3 ADS
/[ O v A I /S . S [ R

Sekil 3.24: TAIL-PCR jel gbriintiisii

TAIL-PCR sonucunda elde edilen hedef PCR iiriinleri dizi analizine
gonderildi. Dizi analizinden gelen sonuglara gore, Sekil 3.25’te goriildiigii gibi;
kendi i¢lerinde karsilastirilarak bir dizi olusturuldu. Olusturulan bu dizi ile cDNA
dizisi BioEdit programi yardimi ile karsilastirilarak promotor analizi yapildi
(Sekil 3.26). Bunun sonucunda; elde edilen promoter aday bdlgenin zeytin
triozfosfat izomeraz cDNAsi’na ait 5° ucundan ilk 63 niikleotitlik bolge ile

benzestigi goriildi (Sekil 3.27).
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Sekil 3.25: Promotdr analizi
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Sekil 3.26: Promotor aday bolgenin NCBI veri tabaninda analizi

IENEERE]
710
ATAATTTGCTARATGGAAC

== s

IREREN
7207

GGATAATTTGCTARATGGRA(

LECECECERE P PReeeer e Feeer 0 beeer 1 1

Sbjct

ATGC 63

(111

Query 60

Score = 71.0 bits (84), Expect = Be-18

Identities = 56/64 (88%), Gaps = 1/64 (2%)

Strand=Plus/Minus

Query 1 GATCATCGTAACCTGCGTAGCGAAA-TGGGCCGTAAATTTTTTGTGGGCGECAACTGGAR 59

RRRRRRRRRRARY
GATCATCGTAATCTTCGTAGCGAARATGGGCAGGARATTCTTCGTCGGCGGCAACTGEAR 445

Sbjct 444 ATGC 441
Sekil 3.27: TIM'" in 5" ucundan 63 bazla benzesmesi
35  Triozfosfat 1izomeraz Geninin Ekspresyon Seviyesinin
Belirlenmesi
Triozfosfat izomeraz proteinin, dokusal ve zamansal ekspresyon

seviyerlerinin belirlenmesi igin toplanan ¢esitli dokulardan (bkz. Tablo 2.8) elde

edilen RNA 6rnekleri jelde yiiriitiilerek fotograflandi (Sekil 3.28).
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Sekil 3.28: Toplam RNA 6rneklerinin agaroz jel goriintiisii

12 ay boyunca toplanan yaprak 6rneklerinden izole edilen RNA 6rnekleri
kalip olarak kullanilarak yapilan gercek zamanli PCR sonuglari analiz edildiginde
olusan grafik Sekil 3.30’da goriilmektedir. Burada zeytin triozfosfat izomeraz
geninin en ¢ok “yok yili” diye isimlendirilen agacta Subat ayinda en fazla

sentezlendigi goriildii.

1581
Std_SYER_GREEN

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 28 28 30 3z 34

Sekil 3.29: Yaprak ornekleri grafigi

52



: 4
A 3,5 T
T 3
G 2,5 T
A 2
P 1,5
D 1
H 0,5 -
0_
N IR G\ G\ N\ R\
R R R R R R
K\ oSN SRR SRR\ SRR SRR\ SR\ S\ S\ S\ S\
OO Q ) &S v
FTFESEF LI LTSS
X

Sekil 3.30: Yaprak orneklerindeki ekspresyon seviyesi

12 ay boyunca, zeytinin gesitli dokularindan toplanan 6rneklerden izole
edilen RNA Ornekleri kalip olarak kullanilarak yapilan gergek zamanli PCR
sonuglart analiz edilerek bir grafik olusturuldu (Sekil 3.32). Meyve orneklerine ait
cDNA kiitiiphanesinden temin edilen zeytin triozfosfat izomeraz geninin farkl
zeytin dokularindaki ekspresyon seviyelerini gosteren grafik de meyveye has bir

gen oldugunu dogruladi.

Fluorescence Intensi

2 4 6 8 10 1z 14 16 13 20 22 X 26 23 EL] 3z 34

Sekil 3.31: Doku ornekleri grafigi
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Sekil 3.32: Farkli dokulardaki ekspresyon seviyesi

12 ay boyunca zeytin agaclarindan toplanan meyve orneklerinden izole
edilen RNA o&rnekleri kalip olarak kullanilarak yapilan ger¢ek zamanli PCR
sonuglari analiz edildiginde olusan grafik Sekil 3.34’de gosterildi. Meyveye has
bir gen oldugu anlagildiktan sonra meyve hasat zamani olan aylara gore
ekspresyon seviyelerine bakildiginda; metabolik aktivitenin en yiiksek oldugu,
meyvenin olgunlasma donemi olan Kasim aymnda en yiiksek oranda

sentezlendigi gorildi.

1oM-

~LCK=

Sekil 3.33: Meyve hasat zamani aylar1 grafigi
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Sekil 3.34: Meyve orneklerinde hasat zamani olan aylara gore ekspresyon seviyeleri

12 ay boyunca zeytin agaglarindan toplanan meyve c¢esitlerine ait
orneklerden izole edilen RNA 6rnekleri kalip olarak kullanilarak yapilan gercek
zamanli PCR sonuglari analiz edildiginde olusan grafik Sekil 3.36’da gosterildi.
Meyve cesitleri arasinda yapilan reaksiyonda ekspresyon seviyelerine
bakildiginda ise; zeytin triozfosfat izomeraz geninin en fazla “Izmir sofralik”

zeytin ¢esidinde sentezlendigi gorildii.

1357
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Sekil 3.35: Meyve gesitleri grafigi
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Sekil 3.36 Meyve ¢esitlerine gore ekspresyon seviyeleri
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4. TARTISMA VE SONUC

Tezin ana materyali olan zeytin tahmini triozfosfat izomeraz geni, “zeytinde
var yili ve yok yilin1 kontrol eden genlerin tespit edilmesi” amacl proje kapsaminda
yapilan meyve CDNA kiitiiphanesinden temin edilmistir. “mk4mk22” olarak
isimlendirilen genin biyoinformatik araclarla analizi sonucunda triozfosfat izomeraz
gen ailesine benzedigi ve Petunia hybrida triozfosfat izomerazi ile en yakin benzerlik

gosterdigi saptanmistir.

Zeytin tahmini triozfosfat izomeraz geninin niikleotit kompozisyonuna
bakildiginda; 1176 baz ¢ifti uzunlugunda, %42.60 G+C oranina ve %57.40 A+T
oranina sahip oldugu belirlenmistir. Biyoinformatik analiz igin; programlar
yardimiyla genin 254 amino asit uzunlugunda bir protein sentezledigi goriilmiistiir.
Kisa bir 5> UTR (19 niikleotit) ve ¢ok uzun (23 niikleotitlik Poli A kuyrugu hari¢ 367
niikleotit) bir 3’UTR icerdigi saptanmustir. Izoelektrik noktas1, 5.36 ve molekiiler
agirh@r 29044.44 Dalton olarak belirlenmistir. Genin amino asit kompozisyonuna
baktigimizda ise sitosolik TIM enzimlerinin homologu olmasina ragmen valin ve
alanin icerigi sirasiyla %11 ve %12 olmak iizere toplam %48 hidrofobik amino asit
icermesinin yan sira glutamik asit gibi asidik 6zellikte, lizin gibi bazik ve glisin ile
serin gibi diger hidrofilik amino asitleri bir arada bulunduran kompleks amino asit
icerigi dikkat ¢ekmektedir. En az bulunan amino asitin ise %1.1 ile sistein oldugu
goriildii. Buna bagli olarak bu durum; zeytin tahmini TIM proteininin ya membrana
gomiilii oldugu ya da globiiler protein oldugu siiphesini uyandirdi. Ayrica bu
tahmin, proteinin serin bakimindan (hidrofilik bir amino asit) zengin olmasi hiicre

zar1 veya organel zarlarindan ziyade stoplazmik oldugu ihtimalini gli¢lendirmektedir.

Proteinin hiicre igerisindeki yerlesimine bakildiginda; yiiksek oranda
stoplazmada bulunmasi, mitokondri transit peptidinin bulunmasi ve ¢oziinmiis
protein olarak goriinmesi, zeytin tahmini triozfosfat izomeraz geninin stoplazmadan

mitokondriye gonderildigini diisiindiirmektedir.
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Zeytin triozfosfat izomeraz geninin aktif bolgesinde de triozfosfat izomeraz
proteinlerinin karakteristik 6zelligi olan “TIM Barrel” motifinin varligi ve

domainlerinin diger canlilarla benzerlik gosterdigi goriilmiustiir.

Kromozomal genin intron sayist ve uzunluklarini tespit etmek icin gene 6zgi
primerler ile yapilan gDNA ve cDNA PCR iirlinlerinin dizilenmesi sonucunda zeytin

triozfosfat izomeraz geninde intron bulunmadigi tespit edilmistir.

Edremit Zeytincilik Uretme Istasyonu’nun Gomeg bahgesinden toplanan 9
adet zeytin g¢esidinden (Tablo 2.1) yapilan PCR iirlinlerinin dizilenmesi sonucunda
zeytin tahmini triozfosfat izomeraz geninde herhangi bir polimorfik bdlgeye
raslanmamustir.  Yapilan literatiir taramasinda da gorilmistir ki; triozfosfat
izomeraz hemen hemen tiim canlilarda bulunan, korunmus bir yapiya sahiptir. Bu
durumda NCBI web sayfasi yardimiyla yapilan BLASTX analizi sonucuna goére
zeytin tahmini triozfosfat izomeraz amino asit dizisinin insaninkine bile ¢ok yiiksek
benzesme gosterirken zeytinin kendi cesitleri arasinda hi¢ polimorfizm gdstermemesi

tutarl goriilmiistiir.

Zeytin tahmini triozfosfat izomeraz geninin promotdr bdlgesinin tespit
edilmesi i¢in yapilan TAIL - PCR sonucunda promotor aday bolge olarak 5° yoniine
dogru yaklasik 350 baz ¢ifti tespit edilmistir. Bu bolgenin bioinformatik araglar ile
analizinde ise heniiz bir promotdr yapis1 gozlenmemesi bu bdlgenin promotoriin bir
kismi oldugunu diisiindiirmektedir. Bunun yani sira promotdr aday bolge ile zeytin
tahmini triozfosfat izomerazin karsilastirilmasi icin BLASTn analizi yapildiginda
zeytin tahmini triozfosfat izomeraz geninin niikleotit dizisine ait ilk 63 niikleotitlik

bolge ile bire bir benzestigi dikkat gekmektedir.

Zeytin tahmini triozfosfat izomeraz mMRNA’simin dokusal ve zamansal
(sentez) ekspresyon seviyelerini belirlemek igin yapilan analizler; yapraklar,

tomurcuklar, c¢igekler, siirgiinler ve meyve ¢esitleri olmak {izere 5 grupta
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degerlendirilmistir. Aylara gore yaprak orneklerinin ekspresyon seviyeleri analiz
edildiginde; Subat ayindaki “yok yili”na ait 6rneklerde en fazla sentezlendigi
goriilmektedir. Tomurcuk, ¢icek, siirgiin ve meyve dokularindaki triozfosfat
izomeraz karsilastirildiginda ise; en fazla meyve 6rneklerinde sentezlendigi goze
carpmaktadir. Boylece meyveye has bir gen oldugu anlasildiktan sonra meyve
hasat zamani olan aylara gore ekspresyon seviyelerine bakildiginda metabolik
aktivitenin en yiiksek oldugu, meyvenin olgunlasma donemi olan Kasim ayinda en
yiikksek oranda sentezlendigi goriildii. Meyve c¢esitleri arasindaki ekspresyon
seviyelerine bakildiginda; zeytin tahmini triozfosfat izomeraz geninin ekspresyon

seviyesinin en yiiksek oldugu meyve ¢esidi; “Izmir sofralik” oldugu goriilmiistiir.

Simdiye kadar yapilan literatiir taramasinda; zeytin (Olea europaea L.)
triozfosfat izomeraz genine ait bir ¢alismaya rastlanmamigtir. Bu ¢alisma ile zeytin
tahmini triozfosfat izomeraz geninin molekiiler biyolojik diizeyde zeytin ¢esitlerinde
ilk defa analizi yapilmistir. Boylece bu genle ilgili literatiire katki saglanmistir. Bir
biitin olarak degerlendirildiginde zeytin tahmini triozfosfat izomeraz geninin
molekiiler karakterizasyonu; zeytin molekiiler genetik arastirmalarina ve dolayisiyla

zeytin genlerinin aydinlatilmasi ¢alismalarina az da olsa bir katki saglamistir.
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