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ÖZET 

ZEYTİN TAHMİNİ TRİOZFOSFAT İZOMERAZ GENİNİN 

MOLEKÜLER KARAKTERİZASYONU 
YÜKSEK LISANS TEZI 

ZEYNEP KARABAŞ 

BALIKESİR ÜNİVERSİTESİ FEN BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

BIYOLOJI ANABILIM DALI 

(TEZ DANIŞMANI: DOÇ. DR. EKREM DÜNDAR) 

BALIKESİR,  EYLÜL - 2011 

 

Bu çalıĢmada; Ayvalık zeytin çeĢidine (Olea europaea L. cv. Ayvalık) ait 

Kasım ayındaki meyve örneklerinden saflaĢtırılan toplam RNA kullanılarak 

yapılan cDNA kütüphanesinden izole edilen tahmini triozfosfat izomeraz geninin 

moleküler analizi yapıldı. Triozfosfat izomeraz (TIM); dihidroksi asetonfosfat ile 

D-gliseraldehit-3-fosfat arasında tersinir olarak iĢlev gören katalitik aktivatör bir 

enzimdir. Hızlı ve verimli enerji üretiminde görev aldığından hemen hemen tüm 

canlılarda bulunur. Hayvanlar, bitkiler, bakteriler, böcekler, memeliler ve 

mantarlar dahil olmak üzere birçok canlıda korunmuĢ formdadır. ÇeĢitli 

biyoinformatik araçlarla analiz edilen triozfosfat izomeraz geninin; yaklaĢık 1176 

nükleotit uzunluğundaki mRNA‟sının 254 amino asit kodlayan bir açık okuma 

çerçevesi (ORF) bulundurduğu, kısa bir 5‟UTR (19 nükleotit) ve çok uzun (23 

nükleotitlik Poli A kuyruğu hariç 367 nükleotit uzunluğunda) bir 3‟UTR içerdiği, 

moleküler ağırlığının 29044.44 Dalton olduğu ve izoelektrik noktasının da 

yaklaĢık 5.36 olduğu tespit edildi. Triozfosfat izomerazın, stoplazmik TIM 

enzimlerinin homoloğu olmasına rağmen; valin ve alanin içeriği sırasıyla %11 ve 

%12 olmak üzere toplam %48 hidrofobik amino asit içermesi dikkat çekmektedir. 

Zeytin çeĢitleri arasında yapılan dizilemeler bu gende polimorfizm oranının çok 

düĢük olduğunu gösterdi. Ayrıca zeytin triozfosfat izomeraz geninde introna 

rastlanmadı. Zeytinde ilk defa uygulanan TAIL - PCR ile tahmini promotör 

bölgesinden yaklaĢık 350 nükleotitlik dizi tespit edildi. Tahmini genin dokusal ve 

zamansal ekspresyon seviyesini belirlemek için 12 ay boyunca toplanan zeytin 

örneklerinden elde edilen RNA‟lar ile real - time PCR yapıldı. Genin meyvede 

sentezlendiği aylara göre bakıldığında ise; Kasım ayında oluĢan olgun meyvede 

en çok sentezlendiği saptandı. Farklı zeytin çeĢitlerinin meyveleri arasında yapılan 

ekspresyon analizi sonucunda da “Ġzmir Sofralık” zeytin çeĢidinde en fazla 

bulunduğu görüldü.  

ANAHTAR KELİMELER: Zeytin, triozfosfat izomeraz, intron analizi, 

promotör, polimorfizm analizi 
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ABSTRACT 

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF A PUTATIVE  

TRIOSEPHOSPHATE ISOMERASE FROM OLIVE 

MSC THESIS 

ZEYNEP KARABAŞ 

BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE 

BIOLOGY 

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

BALIKESİR,  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 mRNA 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 mRNA 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 “Ġzmir Sofralık” had the highest TIM mRNA level. 

KEYWORDS: Olive, triosephosphate isomerase, intron analysis, promoter, 

polymorphism analysis 

 

 



iii 

 

İÇİNDEKİLER 

 Sayfa 

ÖZET ................................................................................................................... i 

ABSTRACT ....................................................................................................... ii 

İÇİNDEKİLER ................................................................................................ iii 

ŞEKİL LİSTESİ ................................................................................................ v 

TABLO LİSTESİ ............................................................................................. vi 

SEMBOL LİSTESİ ......................................................................................... vii 

ÖNSÖZ ............................................................................................................ viii 

1. GİRİŞ ............................................................................................................. 1 

1.1 Zeytin (Olea europaea L.) .................................................................... 1 

1.1.1 Triozfosfat Ġzomeraz Nedir? .......................................................... 1 

        1.1.2      Triozfosfat Ġzomerazın ĠĢlevi  ....................................................... 2 

        1.1.3       Glikoliz Reaksiyonunda Triozfosfat Ġzomerazın Rolü ................ 4 

        1.1.4       TIM Proteini ve TIM‟in Aktif Bölgesi ........................................ 5 

1.1.4.1 TIM Barrel ................................................................................ 6 

1.1.4.1.1 TIM Barrel‟deki Esnek ve Hareketli Kıvrımların Önemi  .... 

 Kıvrım6 ve Kıvrım7  .......................................................... 8 

1.1.5 Etkin Bir Enzim Olarak TIM ......................................................... 9 

1.1.6 TIM ile Ġlgili Yapısal ÇalıĢmalar ................................................. 11 

1.1.7 3 Atomlu TIM'in Çözünürlüğü Üzerine Yapılan ÇalıĢmalar ...... 12 

1.1.8 Monomerik TIMlerle Ġlgili ÇalıĢmalar ........................................ 13 

1.1.9 KorunmuĢ Dizi Modelleri ............................................................ 15 

1.1.10 Klasik ve Çapraz Reaksiyon Mekanizması ................................. 16 

1.1.11 TIM'in Kimyasal Mekanizması ................................................... 18 

1.1.11.1 Genel Asit-Baz Katalizleri ...................................................... 20 

1.1.11.1.1 TIM Tarafından Katalize Edilen GAP ve DHAP Ara  .........   

Ürünlerinin Kinetik Ġçerikleri....................................... 21 

1.1.12 Ġzomeraz Reaksiyonu ................................................................... 22 

1.1.13 TIM' in Fizyolojik Rolü ............................................................... 23 

2. MATERYAL VE METOD ........................................................................ 25 

2.1 Biyoinformatik Analiz ...................................................................... 255 

2.2 Kullanılan Cam Malzeme ve Plastik Malzemelerin Hazırlanması..... 26 

2.3 Polimorfizm Ġçin Bitki Materyali Toplama ........................................ 26 

2.4 DNA Ġzolasyonu ................................................................................. 27 

2.5 Primerlerin Dizaynı ve Sulandırılması ............................................... 27 

2.6 PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) .................................................. 29 

2.7 Agaroz Jel Elektroforezi ..................................................................... 30 

2.8 Gerçek Zamanlı PCR Ġçin Bitki Materyali Toplama .......................... 31 

2.9 RNA Ġzolasyonu ................................................................................. 33 

2.10 DEPC‟li Su Hazırlama ....................................................................... 33 

2.11 TAIL-PCR (Thermal Asymmetric Interlaced) ................................... 35 

2.12 Reverse Transkriptaz-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ........ 37 

2.13 Gerçek Zamanlı PCR (Real-Time PCR) ............................................ 38 

3. BULGULAR ............................................................................................... 40 

3.1 Bioinformatik Analiz .......................................................................... 40 

3.1.1 BLAST Analizi ............................................................................ 40 



iv 

 

3.1.2 BioEdit Programı ......................................................................... 43 

3.2 ExPASy Analizleri ............................................................................. 44 

3.3 DNA Ġzolasyonu ve PCR ................................................................... 47 

3.4 Ġntron Analizi ..................................................................................... 48 

3.5 Polimorfizm Analizi ........................................................................... 49 

3.6 TAIL-PCR .......................................................................................... 50 

3.7 Triozfosfat Ġzomeraz Geninin Ekspresyon Seviyesinin Belirlenmesi 51 

4. TARTIŞMA VE SONUÇ ........................................................................... 57 

5. KAYNAKLAR ............................................................................................ 60 

 
 

 

  



v 

 

ŞEKİL LİSTESİ 

 Sayfa 

 
Şekil 2.1: Var yılı olarak belirlenen 1.Ağaç ..................................................... 32 
Şekil 2.2: Yok yılı olarak belirlenen 2.Ağaç .................................................... 35 
Şekil 2.3: TAIL-PCR‟nin mekenizması ........................................................... 35 
Şekil 3.1: TIM‟in cDNA dizisinin BLAST analizi ........................................... 40 
Şekil 3.2: TIM cDNA dizisine benzeyen nükleotit kayıtları ............................ 41 
Şekil 3.3: Protein dizisinin analizi .................................................................... 41 
Şekil 3.4: ORF dizisine benzeyen protein kayıtları .......................................... 41 
Şekil 3.5: “mk4mk22” cDNA dizisinin ait olduğu protein ailesi ..................... 41 
Şekil 3.6: TIM proteininin aktif bölgesi ........................................................... 42 
Şekil 3.7: TIM proteininin Cn3D‟de görüntülenen 3 boyutlu yapısı................ 42 
Şekil 3.8: Triozfosfat Ġzomerazın cDNA dizisinin nükleotit kompozisyonu ... 43 
Şekil 3.9: Triozfosfat izomeraz geninin açık okuma çerçevesi ........................ 43 
Şekil 3.10: Triozfosfat izomeraz proteinin amino asit kompozisyonu ............. 44 
Şekil 3.11: Triozfosfat izomerazın hücre içi lokalizasyon tahmini .................. 44 
Şekil 3.12: Triozfosfat izomeraz proteinin hücre içi tahmini lokalizasyonu .... 45 
Şekil 3.13: Triozfosfat izomeraz proteinin transit peptit analizi ...................... 45 
Şekil 3.14: Triozfosfat izomerazın protein özelliği .......................................... 46 
Şekil 3.15: Triozfosfat izomerazın sinyal peptid analizi .................................. 46 
Şekil 3.16: Triozfosfat izomerazın transmembran proteini analizi .................. 47 
Şekil 3.17: Ġzole edilen genomik DNA örnekleri  ............................................ 47 
Şekil 3.18: Zeytin çeĢitleriyle yapılan PCR ürünleri ........................................ 48 
Şekil 3.19: Ġntron tespiti için yapılan PCR ürünleri ......................................... 48 
Şekil 3.20: Zeytin triozfosfat izomeraz geninin intron analizi ......................... 49 
Şekil 3.21: Dizi analizinden gelen dizilere ait kromotogramlar ....................... 49 
Şekil 3.22: Zeytin çeĢitlerinin nükleotid dizilerinin karĢılaĢtırılması ............... 49 
Şekil 3.23: Zeytin çeĢitlerinin amino asit dizilerinin karĢılaĢtırılması ............. 50 
Şekil 3.24: TAIL-PCR jel görüntüsü ................................................................ 50 
Şekil 3.25: Promotör analizi ............................................................................. 51 
Şekil 3.26: Promotör aday bölgenin NCBI veri tabanında analizi ................... 51 
Şekil 3.27: TIM' in 5' ucundan 63 bazla benzeĢmesi ........................................ 51 
Şekil 3.28: Toplam RNA örneklerinin agaroz jel görüntüsü ............................ 52 

Şekil 3.29: Yaprak örnekleri grafiği ................................................................. 52 
Şekil 3.30: Yaprak örneklerindeki ekspresyon seviyesi ................................... 53 

Şekil 3.31: Doku örnekleri grafiği .................................................................... 53 

Şekil 3.32: Farklı dokulardaki ekspresyon seviyesi ......................................... 54 

Şekil 3.33: Meyve hasat zamanı ayları grafiği ................................................. 54 
Şekil 3.34: Meyve örneklerinde hasat zamanı olan aylara göre ekspresyon 

seviyeleri ........................................................................................ 55 
Şekil 3.35: Meyve çeĢitleri grafiği.................................................................... 55 
Şekil 3.36: Meyve çeĢitlerine göre ekspresyon seviyeleri ................................ 56 
 
 



vi 

 

TABLO LİSTESİ 

 Sayfa 

Tablo 1.1: TIM‟in kinetiği ............................................................................... 21 
Tablo 2.1: Polimorfizm için toplanan zeytin çeĢitleri ...................................... 27 
Tablo 2.2: PCR‟lerde kullanılan primerler, dizileri ve Tm değerleri ............... 28 

Tablo 2.3: Primerlerden çalıĢma solüsyonu hazırlanması ................................ 29 

Tablo 2.4: PCR komponentler, kullanılan miktarlar ve konsantrasyonları ...... 29 

Tablo 2.5: PCR döngü koĢulları ....................................................................... 30 

Tablo 2.6: Agaroz jel elektroforezinde kullanılan çözeltiler ve komponentlerinin 

miktarı ............................................................................................ 31 

Tablo 2.7: Agaroz jelde kullanılan malzemeler ............................................... 31 
Tablo 2.8: Ekspresyon seviyelerini belirlemek için toplanan örnekler ve hava 

Ģartları ............................................................................................. 34 
Tablo 2.9: TAIL-PCR programı ....................................................................... 36 
Tablo 2.10: TAIL-PCR için gerekli komponentler ve kullanılan miktarlar ..... 37 
Tablo 2.11: RT-PCR komponentleri ve uygulanma protokolü ........................ 38 

Tablo 2.12: Real-Time PCR reaksiyonlarında kullanılan komponentler ve 

konsantrasyonları ........................................................................... 39 

Tablo 2.13: Real-Time PCR döngü koĢulları ................................................... 39 

  



vii 

 

SEMBOL LİSTESİ 

AD:    Arbitrary degenerate (rastgele bağlanan) 

ATP:    Adenozin trifosfat 

bp:    Base pair (Baz çifti) 

BHAP:  Bromohidroksiaseton fosfat 

cDNA:    Complementary DNA (Komplementer DNA)  

CO2:    Karbondioksit molekülü 

DEPC:    Dietilpirokarbonat  

DHAP:   Dihidroksiaseton fosfat 

DGAP:   D-Gliseraldehit-3-fosfat 

D,L-GOP D,L-:  Glisidolfosfat 

DMSO:    Dimetil Sülfoksit  

DNA:    Deoksiribonükleik asit  

dNTP:    Deoksiribonükleosid trifosfat  

EDTA:    Etilendiamintetraasetik asit  

EtBr:    Etidyum bromid  

FBPase:   Fruktoz-1,6-bifosfataz 

GAP:   D-Gliseraldehit-3-fosfat 

gDNA:   Genomik DNA 

H2O2:    Hidrojen peroksit 

IPP 2:    (N-formil-N-hidroksi)-aminoetilfosfonat 

Kb:    Kilo baz 

NMR:   Nükleer manyetik rezonans 

O2:    Oksijen molekülü  

PCR:    Polymerase Chain Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) 

PGH0:   Fosfoglikolohidroksimat  

PGI:    Fosfogluko izomeraz 

RNA:    Ribonükleik asit  

RPI:    D-Riboz-5-fosfat izomeraz 

RT-PCR:  Reverse Transcriptase- Polymerase Chain Reaction (Revers 

Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonları) 

TAIL:   Thermal Asymmetric Interlaced 

Taq:    Thermus aquaticus  

TBE:    Tris borat etilendiamintetraasetikasit 

TIM:    Triozfosfat Ġzomeraz 

UV:    Ultraviyole  

VY:    Var yılı  

YY:    Yok yılı 

2PG:    2-Fosfoglikolat 

 

 

   



viii 

 

ÖNSÖZ 

ÇalıĢmalarım süresince ilgi, alaka ve yardımlarını hiçbir zaman 

esirgemeyen, karĢılaĢtığım her zorlukta bana destek olan, bilimin kapılarını 

aralamamı sağlayan, engin tecrübelerinden yararlandığım danıĢman hocam Sayın 

Doç. Dr. Ekrem DÜNDAR‟a en içten teĢekkürlerimi sunarım. 

 

Tecrübe ve bilgilerinden yararlandığım, baĢta Biyoloji Bölümü BaĢkanı 

Sayın Prof. Dr. Gülendam TÜMEN olmak üzere, Sayın Prof. Dr. Feray 

KÖÇKAR‟a, Sayın Yrd. Doç. Dr. Fatih CoĢkuna‟a ve tüm değerli öğretim 

üyelerine çok teĢekkür ederim. 

 

Bilgi, deneyim ve önerilerinden yararlandığım AraĢ. Gör. Görkem Deniz 

SÖNMEZ, AraĢ. Gör. Serdar SÖNMEZ, AraĢ. Gör. Meltem ALPER ve AraĢ. 

Gör. Sümeyye Aydoğan TÜRKOĞLU‟na teĢekkür ederim. 

 

Ders ve laboratuar aĢamasında bilgilerinden ve deneyimlerinden 

yararlandığım, karĢılaĢtığım sorunlarda koĢarak yardımıma gelen Öznur 

SUAKAR ve ġakir AKGÜN‟e teĢekkür ederim. 

 

Uzun bir yolculuğa çıktık. Zorlu ve keyifli günler geçirdik. Hep beraber 

güldük-ağladık. Ġyi ve kötü anlar paylaĢtık, hep gülümseyerek hatırlayacağım 

“BeĢi Bir Yerde” nin değerli üyeleri; Gülçin ÇETĠN, ġenay SÜNGÜ, Gamze 

YENER ve Müslime YAVUZ‟a teĢekkür ederim. 

 

ÇalıĢmam için gerekli laboratuar imkânlarını sağlayan BÜTAM 

Müdürlüğü‟ne ve bu merkezde görev alan diğer çalıĢanlara teĢekkür ederim. 

 

Toplanan zeytin örneklerinin –80 °C dolabına getirilmesine kadar geçen 

süre içinde nükleazlardan korumak için kullanılan sıvı azotun temin edilmesindeki 

yardımlarından dolayı Balıkesir Ġli Damızlık Sığır YetiĢtiriciliği Birliği müdürü 

Hasan DERTLĠ‟ye teĢekkür ederim.   

 



ix 

 

 

 

Sevgisiyle, dostluğuyla, pozitif enerjisiyle hayatıma anlam katan, neĢeli 

veya sıkıntılı günlerimi paylaĢtığım, ne zaman zora düĢsem ilk yanımda 

bulduğum, iyi niyetine ve yardımseverliğine hayran olduğum oda arkadaĢım 

Nuray ġENDEMĠR‟e çok teĢekkür ederim. 

 

Sonsuz anlayıĢı ve güzel yüreğiyle her zaman yanımda olan yurt müdirem 

Gamze UÇAR‟a teĢekkürlerimi sunarım. 

 

Ġki yıl süren tez çalıĢmalarım süresince karĢılaĢtığım her zorlukta moralimi 

yüksek tutmamı sağlayan, manevi desteklerini hep hissettiren arkadaĢlarım 

Hüseyin DĠNÇER, Göksel BĠLGĠÇ, Sabriye CAFEROĞLU, ve Ercüment 

YALÇIN‟a teĢekkürlerimi sunarım. 

 

Hayata umutla ve azimle tutunmamı sağlayan, sevgi ve desteklerini hiçbir 

zaman esirgemeyen, en büyük teĢekkürü hak eden aileme ve güzel bakıĢ açısıyla 

örnek insan dedem Osman KIZILAY‟a teĢekkürü bir borç bilirim. 

 

Balıkesir, 2011                                                                         Zeynep KARABAŞ 

 



1 

 

1. GİRİŞ 

1.1 Zeytin (Olea europaea L.) 

Zeytin (Olea europaea L.) gün geçtikçe çeĢitli tıbbi ve ekonomik değerleri 

farkedilen bir meyve ağacıdır. Tüm dünyada yaygın bir gıda olarak tüketilen 

zeytin meyvesi, içeriğindeki yağ ve proteinlerle insan beslenmesinde önemli bir 

yere sahiptir. Dünyada zeytin üretiminin en fazla yapıldığı ülkeler; Ġspanya, 

Yunanistan ve Türkiye‟dir [1]. Türkiye, Ġspanya‟dan sonra dünyadaki ikinci 

büyük zeytin üreticisidir. Türkiye'de zeytin ülke ekonomisi ve beslenme yönünden 

büyük öneme sahip tarımsal bir üründür. Toplam 81 ilin 36‟sında zeytin üretimine 

rastlanmaktadır [2].  

1.1.1 Triozfosfat İzomeraz Nedir? 

Yaygın adı triozfosfat izomeraz (TIM) olmakla beraber sistematik adı; D-

Gliseraldehit-3P Ketol Ġzomeraz‟dır [3]. Dihidroksi asetonfosfat ile D-

gliseraldehit-3-fosfat arasında tersinir olarak iĢlev gören katalitik aktivatör bir 

enzimdir [4]. TIM; yapılan çalıĢmalarda tanımlanmıĢ tüm türlerde homodimer 

yapıdaki bir enzim olarak saptanmıĢtır [5]. Ökaryotlardan arkeaya kadar çok iyi 

korunmuĢ bir amino asit dizisine sahiptir [6]. TIM ile ilgili ilk çalıĢmalara, 1977 

ile 1991 yılları arasında Knowles ile baĢlanmıĢtır. Knowles ve arkadaĢları [7]; 

TIM üzerine kısmi ve genel olacak Ģekilde enzimatik katalizörlüğü hakkında 

araĢtırmalar yapmıĢtır. Bu enzimi, katalitik gücün enzimler üzerindeki etkisini 

anlamak için kullanmıĢlardır. Ve bu yolla enzimler üzerinde canlı ortamda ideal 

katalitik etkiyi arttırmaya çalıĢmıĢlardır. Bu enzimler kcat/Km değelerini aĢmıĢtır. 

Difüzyon çarpıĢma limiti 109 M
-1

s
-1

‟e yaklaĢmıĢtır. Bundan önce yapılan 

enantiyomer TIM çalıĢmaları katalitik döngü üzerine yapılmıĢtır. Yan tepkimede 

istenilmeyen fosfatın eliminasyonunun önlenmesi, ayrıca geçiĢ durumu kararlılığı 

kuralı TIM‟in aktif bölgesinin görevidir [8]. Ġlk olarak; TIM‟in kristal yapısı, 
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1975‟te Philips ve arkadaĢları [9] tarafından bulunmuĢtur ve bu ilk kez tavuk kası 

TIM‟inde araĢtırılarak bildirilmiĢtir.  

 

TIM‟in yapısı benzer birçok enzimin yapısı ile birlikte 1970ler‟in 

ortasında Greg Petsko [10] tarafından tamamen çözümlenmiĢtir. TIM, genel 

olarak asit baz katalizi tepkimelerinde, enzimin aktif bölgesindeki pKa‟nın 

moderasyonunda, ara ürün tepkimelerinde, reaksiyondaki katalitik verimliliğin 

optimizasyonunda, kriptik sterokimyada görevler alır. 

1.1.2 Triozfosfat İzomerazın İşlevi 

TIM; reaksiyonları çok hızlı kataliz eden katabolik aktivatör bir enzim 

olduğundan etkin enerji üretimi için gereklidir ve birçok metabolik yolda rol 

oynar. Örneğin; fotosentezde CO2 fiksasyonunda, pentoz fosfat döngüsünde, yağ 

asidi biyosentezinde, glukoneogenez ve solunumda glikolizde olmak üzere çeĢitli 

görevlere sahiptir [11]. Sürekli enerji üretiminde görev aldığından hemen hemen 

tüm canlılarda bulunur. Hayvanlar, bitkiler, bakteriler, böcekler, memeliler ve 

mantarlar dahil birçok canlıda korunmuĢ formdadır [12]. Yüksek yapılı bitkilerde 

2 farklı izoformu mevcuttur: Stoplazmada glikolitik yolda görevli enzim ve 

kloroplastta Kelvin döngüsünde görevli enzim [13]. TIM; D-gliseraldehit-3-fosfat 

ve dihidroksiaseton fosfat arasında bir enediol aracısının Ģekillenmesi vasıtasıyla, 

enzimdeki tek bir bazın katıldığı proton transfer mekanizmasıyla ara 

indirgenmeleri katalizler [14]. TIM‟in substratı açık zincirli triozfosfattır. TIM, 

divalent metal iyonlarına ihtiyaç duymaz [15]. 

 

D-Gliseraldehit-3-fosfat                 Dihidroksiaseton fosfat 

 

Dihidroksiaseton fosfat ile D-gliseraldehit-3-fosfatın karĢılıklı 

dönüĢümlerini triozfosfat izomeraz katalizler. Bu reaksiyonla glikolizin hazırlık 

fazı tamamlanmıĢ olur. Bu yolla, D-fruktoz, D-galaktoz ve D-mannoz gibi diğer 

heksozlar da D-gliseraldehit-3-fosfata dönüĢtürülebilirler [16]. Aldolaz ve 

triozfosfat izomeraz reaksiyonlarının son ürünü iki molekül D-gliseraldehit-3-
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fosfattır ki; gliseraldehit-3-fosfatın üç karbonundan her biri glukozun iki spesifik 

karbonunun birinden türer [17].  

 

TIM, biyokimyasal çalıĢmalarda detaylı olarak irdelenmiĢ glikolitik yolda 

görevli bir enzimdir [18]. Hemen hemen tüm canlı organizmalarda görev alır [19]. 

TIM reaksiyonları, birbirine dönüĢebilen Ģekilde, karĢılıklı olarak bir substrat ile 

bir ürün arasında genel bir denge içerisinde cereyan eder. Bu özellik, reaksiyonun 

tersinir olarak karakterize olmasına imkan verir. Bunun yanı sıra TIM, diğer tüm 

faydalarıyla beraber mekanizma boyunca aracı bir enediol olarak rol oynar. Bu ara 

ürün olan TIM‟in varlığı sadece substrat ve üründen ziyade mekanizmadaki 

çözülmüĢ halde bulunan protonların da reaksiyonun ortasında ayrılmasına ya da 

reaksiyona girmesine olanak tanır [20].  Knowles ve ekibi, 1970ler‟in ortalarında 

TIM reaksiyonları üzerinde her biri birbirinden farklı hidrojen izotopu olarak 

görev yapan 16 çeĢitte TIM ile seri halinde çalıĢmalar yapmıĢtır. Bir enzimle 

katalizlenen reaksiyonlarda ilk serbest enerji profili TIM üzerinden ortaya 

konmuĢtur [21]. Bu durum biyokimyasal çalıĢmalarda enzim tarihi için bir dönüm 

noktasını simgeler. 

 

TIM, normal Ģartlar altında doğada bir dimer olarak bulunur. TIM‟in aynı 

monomerleri arasında hiçbir allosterik etkiye ve kooperativitiye rastlanmamıĢtır 

[22]. TIM‟in aktif bölgesinde, “TIM barrel” olarak bilinen kısmın β tabakasını 

çevreleyen bölgesinde katalitik olarak önemli göreve sahip 3 aminoasit rol oynar: 

Glu165 ve His95 proton transferinde rol alırken; Lys136 zincirin oksijen köprüleri 

ile zayıf hidrojen bağları arasında görevlidir [23]. 

 

Prokaryot ve ökaryotlarda TIM‟in; çok iyi bir Ģekilde korunmuĢ diziye, 

yapıya ve mekanizmaya sahip olduğu görülmektedir [24]. Bunun yanı sıra, 

TIM‟in aktif bölgesi 26-28 kDa olan 2 tanımlanmıĢ alt birimden oluĢan bir 

dimerdir.  Stoplazmik TIM genleri birçok farklı bitkiden; mısır, pirinç, marul, 

çavdar, Coptis  japonica, Stellaria longipes, Arabidopsis  ve  petunya  korollaları 

da dahil olmak üzere,  izole edilip dizilemesinin yapılmasına rağmen,  ekspresyon 

çalıĢmalarına devam edilmemiĢtir.  Bunun aksine ise; kloroplast TIMler‟i ile 
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biyokimyasal aĢamada çalıĢmalar yapılmıĢ, protein ekspresyonu ve saflaĢtırılması 

çalıĢmaları yürütülmüĢtür [25].   

1.1.3 Glikoliz Reaksiyonunda Triozfosfat İzomerazın Rolü 

Glikoliz, glukozun çeĢitli enzimler yardımıyla birbirini takip eden 

kademelerden geçerek pürüvata kadar parçalanması olayıdır [26]. Bir molekül 

glukozun glikolizi sonucunda iki molekül pürüvat meydana gelir. Glikoliz, 

birbirini takip eden dokuz safha sonucunda gerçekleĢir. Her bir reaksiyon 

basamağında ayrı bir enzim görev yapmak suretiyle, süresi boyunca dokuz çeĢit 

enzim faaliyet gösterir. Aldolazın kataliziyle dihidroksiaseton fosfat ve D-

gliseraldehit-3-fosfat meydana gelir. Tersinirdir, regülasyonu yoktur. Böylece 

glikolizin ilk aĢaması tamamlanır. Bu iki ürün triozfosfat izomeraz ile birbirine 

dönüĢebilir. Reaksiyon daha çok glikoliz yönüne iĢleyeceğinden, gliseraldehit-3-

fosfat daha çok oluĢur [27]. Glikolizin denklemi; 

 

C6H12O6 + 2 ADP + 2 Pi              2 C3H6O3 + 2 ATP 

  

TIM, glikolizde döngünün son heksozu olan fruktoz-1,6-bifosfatın DHAP 

ve GAP‟ye degredasyonu olaylarındaki bir birleĢme noktasıdır. Metabolik yolda 

bir sonraki enzimin substratı GAP olduğundan dolayı organizmada DHAP ve 

GAP‟nin birbirine dönüĢtürülmesi sırasında hiçbir heksoz boĢa harcanmıĢ olmaz 

[28]. Burada TIM, reaksiyonda DHAP ve GAP arasındaki birbirine dönüĢümü 

sağlayan biyolojik katalizördür. Böylece fruktoz-1,6-bifosfatın (F-1,6-P) açığa 

çıkan ürünleri sıradaki enzim olan GAP‟nin 2 molekülüdür. DHAP ile GAP 

arasındaki denge sabiti 0.05‟dir [29]. Denge için tercihen dihidroksiaseton fosfat 

seçilir. Hücrede DHAP‟tan GAP‟ye kadar olan dönüĢüm TIM yardımıyla katalize 

edilmesiyle beraber GAP glikolizin bir sonraki basamağında GAP dehidrogenaz 

tarafından uzaklaĢtırılır [30].  
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1.1.4 TIM Proteini ve TIM’in Aktif Bölgesi 

TIM; yaklaĢık 250 rezidüden oluĢan tanımlanmıĢ 2 alt birime sahip 

fonksiyonel bir dimerdir [31]. Her biri birbirinden bağımsız 2 aktif bölgeye 

sahiptir. TIM‟in 3 boyutlu yapsına baktığımızda “TIM barrel” ya da “α8β8-barrel” 

denen tek bir domaindir [32]. Bu yapı birçok enzimde yaygın olarak bulunur [33]. 

Merkezde 8 tane β plakası olacak Ģekilde onu çevreleyen bir β sayfasını oluĢturan 

sekiz merkezi β iplikçikler bulunur [34]. Her bir çiftin iplikçikleri, silindir 

etrafında tekrarlanan bir βαβ motifi ile bağlı α sarmalını meydana getirir. TIM‟in 

aktif bölgesi β plakalarının C terminal ucundaki virile benzer kısmın merkezinde 

konumlanır. Yani; “barrel” yapısının son karboksilinde bulunur. Substrat 

bağlandığında aktif bölge kıvrımlarındaki 169-176 arasındaki amino asitler 

tarafından esnek bir katlanma modeli oluĢturulur [35]. β plakalarından içe doğru 

bulunan aminoasitler hidrofobisiteye katkıda bulunur. Aktif bölge rezidülerinin 

168–177 arasındaki esnek ve kıvrımlı yapısındaki fonksiyonları aktif bölgeye 

engel teĢkil eder. Aktif bölge substratın giriĢini sağlamak için açılır ve substrat 

bağlandığında kapanır.  

 

Her bir enzim molekülü saniyede yüzlerce, binlerce substratı ürüne 

dönüĢtürebilir. Turnover (devir) sayısı, bir enzimin katalitik gücünü gösterir. Bir 

enzim molekülü tarafından bir saniyede ürüne dönüĢtürülen substrat molekülü 

sayısı olarak tanımlanır. TIM‟in turnover sayısı 4400‟dür [36]. TIM bir dimerdir, 

glikolitik yoldaki allosterik olmayan, DHAP‟yi DGAP‟ye çeviren bir enzimdir. 

Bu bir izomerizasyon reaksiyonudur. Optimum pH bu reaksiyonda 8‟e yakın 

olarak saptanmıĢtır. Bu reaksiyon herhangi bir kofaktör ya da metal iyonunun 

yardımı haricinde yürütülmektedir. Bu reaksiyon esnasında C-H bağı kırılmalıdır. 

Diğer birçok biyolojik reaksiyonda oldugu gibi TIM reaksiyonunda da C atomları 

karbonil gruplarına bağlıdır [37]. Ġleriki basamaklarda; TIM reaksiyonunda, 

karbonil grupları DHAP‟de bulunan keto grubuna girerken DGAP‟de aldehit 

grubuna girer. Bu olay bilim adamlarının kafasında “enzimlerin bu aktivasyonu 

nasıl gerçekleĢtirdiği” sorusunu uyandırmıĢtır. Ve bu soru enzimleri kullanarak 

“aktif protonların reaksiyonda nasıl soyutlanacağı” nın bulunmasına neden 
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olmuĢtur. Rose, 1990 yılında yaptığı araĢtırmalar sonucu; öldürücü inhibitör olan 

glisidol fosfatın zincirin asidik tarafı olduğu sonucuna varmıĢtır [38].  

 

Knowles ve arkadaĢları; BHAP‟yi öldürücü inhibitör olarak kullanıp 

Rose‟nin çalıĢmalarını devam ettirmiĢlerdir. BHAP (haloasetol fosfat ve glisidol-

fosfat) kullanılarak spesifik aminoasit Glu167 olarak tanımlanmıĢtır. D(S)-

glisidol-fosfat L(R)-glisidol-fosfatdan 10 kat daha fazla tepki göstermektedir [39]. 

Farklı enzimler üzerinde yapılan araĢtırmalar sonucu, enzimatik oranlar değiĢtiği 

halde katalitik oranlar ve katalitik olmayan tepkimelerin oranları aynı kalmıĢtır. 

TIM için bu karĢılaĢtırmada, çözelti içindeki kimyasal katalizasyon oranından 

organik baz ile katalize edilmiĢ enzim oranı 10
9 

kat daha hızlıdır. Enzimsel ve 

enzimsel olmayan katalizasyonlar TIM‟in 2 önemli fonksiyonunu ortaya 

koymuĢtur: Ġstenmeyen fosfat eliminasyonunu önlemek ve fosfat parçasının 

TIM‟in aktif bölgesindeki 3 aminoasitle sıkı bir Ģekilde bağlanılmasıdır. TIM‟in 

kristal yapısı “TIM barrel” topolojisini açığa çıkarmıĢtır [40]. Bu moleküller 

TIM‟in en sıkı olarak bilinen inhibitörleridir ve eğer tripanosomal TIM olarak 

düĢünürsek inhibisyon sabitleri 26 µM ve 8 µM, sırasıyla 2PG ve PGH‟dir.  

1.1.4.1 TIM Barrel 

TIM‟in aktif bölgesinde bulunan, 8 β plakasının C terminal ucunda yer 

alan ve substratın bağlanması için gerekli katalitik aminoasitleri tedarik eden 

“TIM barrel”; TIM ile ilgisi olmayan pek çok enzimin aktif bölgesinin 

aydınlatılmasında da çok fazla yarar sağlamıĢtır [41]. Bu kıvrım düzenli olarak 8β 

plakası ve 8α sarmal motifinin tekrarlanmasıyla oluĢmuĢtur. Burada β plakaları 

merkezde olmak üzere α sarmallar onları dıĢarıdan sarar. TIM barrel, “αβ8 

kıvrımı” olarak da adlandırılmıĢtır ve enzimlerde en çok karĢılaĢılan yapıdır. Bu 

kıvrım her zaman enzimlerde aktif bölgede konumlanır. β barrelin sonundaki C 

terminalinde ve 8 tane αβ aminoasitleriyle ĢekillendirilmiĢ β plakaları ve α 

sarmalların arasında kıvrım1, kıvrım2, kıvrım8 olarak tanımlanmıĢtır. TIM‟deki 8 

tane αβ kıvrımlarından 3 tanesi katalitik aminoasittir. Kıvrım1 (Asn11, Lys13), 

kıvrım4 (His95), kıvrım6 (Glu167) [42].  Aktif bölge kıvrım4‟teki küçük sarmal 

ve kıvrım6, 7, 8‟in bir parçası olan 11, uzun ve esnek aminoasit kıvrımı ile 
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ĢekillenmiĢtir. Ve bu, kıvrım6 ile birlikte ana zincirde bulunan H bağı ile fosfat 

arasındaki etkileĢimleri sağlar. Esnek olan kıvrım6 bağlanmamıĢ ve tercihen açık 

konformasyondan (kıvrım5 tarafından dengede tutulan) bağlanmıĢ ve yine 

tercihen kapalı bir konformasyona (kıvrım7 tarafından dengede tutulan) dönüĢür. 

Kıvrım2 aktif bölge ile direkt bir etkileĢim içerisinde değildir [43]. Aynı zamanda 

kıvrım8 ile birlikte dimer ara ürününü oluĢturmaktadır. Sadece TIM dimeri 

bütünüyle aktiftir. Aktif bölgedeki bütün katalitik aminoasitler aynı alt birime 

bağlanmıĢ olduğu halde dimerizasyon ile 2 ayrı aktif bölge katalitik olarak çok 

etkili güç sağlamak açısından birleĢtirilir. TIM‟in aktif bölgesinin ana bileĢenleri; 

birincisi, katalitik baz (Glu167), protonları soyutlamak için, ikincisi; sonradan 

açığa çıkan oksijen anyonlarının elektrostatik kararlılığı, üçüncüsü, çoğunlukla 

açığa çıkan çözücünün ortadan kaldırılmasıdır [44]. Aktif bölge, keton 

substratının 3 boyutlu yapısının aldehite dönüĢtürülmesine olanak sağlar. Keton 

karbonil parçaları ile aldehit karbonil parçalarına bağlanan enzim reaktivitesi 

farklıdır. Bu da bu parçaların farklı konformasyonlarda bağlanmasından 

kaynaklanır. Ġki rakip inhibitör TIM‟in reaksiyon mekanizmasını anlamamıza 

katkıda bulunmuĢtur. Bu moleküller reaksiyonun ara analoglarıdır: PGH ve 2PG 

[45]. TIM barrel‟in en küçük simetrisi 4 kıvrımlıdır. Bu kıvrımların her biri farklı 

uzunluktadır.   

 

TIM barrel‟i oluĢturan aminoasitlerin toplam sayısı ortalama 300 olmak 

üzere 150 den 500 e kadar değiĢiklik gösterir [46]. TIM barrel, yaklaĢık 250 

rezidüden oluĢmaktadır. Büyüklüklerindeki çeĢitlilik β plakalarının sonunda C 

terminal ucundaki kıvrımların uzunluklarının çeĢitli olmasından kaynaklanır [47]. 

Bunun yanı sıra, N terminal ucundaki kıvrımlar C terminalindeki kıvrımlara göre 

daha kısadır. TIM barrel kıvrımına eklenen domainin yerine uzun TIM barrel 

birimleri gözlenmiĢtir. Örneğin; pirüvat kinaz üçüncü β plakasının sonunda C 

terminal ucuna eklenen ekstra domaindir. Yapılan araĢtırmalar göstermiĢtir ki; 

eklenen domainler genellikle üçüncü β plakasından sonra gelmektedir. TIM barrel 

kıvrımı pek çok enzimin aktif bölgesinin aydınlatılması adına çok iyi bilinen bir 

kaynak haline gelmiĢtir [48]. Bu kıvrımın elektrostatik özelliklerinin önemi 

detaylı olarak incelenmiĢtir. TIM barrel‟in iki yarımdan bir bütün haline geldiğini 
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ortaya koymuĢtur. Ayrıca, enzimlerle ilgili yapılan son tasarım çalıĢmaları, 

yönlendirilmiĢ mutagenez kullanılarak veya bilgisayar ortamında yürütülen 

çalıĢmalar ile doğal olmayan enzimler meydana getirme çalıĢmaları TIM barrel‟in 

önemini vurgulamaktadır.  

1.1.4.1.1 TIM Barrel’deki Esnek ve Hareketli Kıvrımların Önemi, 

Kıvrım6  ve Kıvrım7 

Serbest enerji reaksiyonu diyagramına ait kimyasal basamaklar, katalitik 

döngüyü detaylı bir Ģekilde substrat bağlama ve ürün oluĢturma basamakları ile 

tanımlamıĢtır [49]. TIM‟de kimyasal basamaklar çok hızlı bir Ģekilde 

gerçekleĢmektedir. Klasik mekanizmada kıvrım6 açık bir konformasyonda 

bulunurken ligand durumunda ise kıvrım6 kapalı konformasyonda olduğu 

belirtilmiĢtir. TIM yapılarındaki bu bağlanma iĢlemi 2 basamakta 

gerçekleĢmektedir [50]. Örneğin; tavĢan ait TIM‟deki kıvrım6 kapalı formdadır. 

Tripanosomal TIM‟de ise açık konformasyonda bulunur. Kıvrımın açılıĢ kapanıĢ 

oranlarını ölçmek 13.8 kcal/mol için entalpi aktivasyonu sağlamaktadır. Bu 

durumda ligand gliserol-3-fosfattır. Döngü kapanıĢ özelliklerinde kıvrım7‟de aktif 

bölgeye daha derine bağlanmasını sağlamaktadır. Ayrıca kıvrım6 substratın 

kapanıĢında katalitik glutamatın yan zinicirine, substratın yanına yerleĢmiĢtir. Bu 

yüzden bu karmaĢık kapalı komplekste substrat tamamen bağlıdır ve proton 

uzaklaĢtırılması aĢaması meydana gelmiĢtir. Ürünün ortaya çıkıĢı, DGAP, birçok 

basamakta gerçekleĢmektedir. Bu kısımda DGAP-TIM kompleksi oluĢmaktadır 

[51].  

 

TIM‟de tirozinin önemi mutagenez çalıĢmalarında, Tyr210 YGGS motifi 

olarak tanımlanmıĢtır [52]. Tirozindeki hidroksil grubu kıvrım6‟nın kapalı halinde 

ana zincire hidrojen bağlıdır. Ayrıca kıvrımdaki dinamiklerin özelliklerini 

anlamak için tirozin üzerinde çalıĢmalar yürütülmektedir [53]. Ökaryot 

TIMler‟inde YGGS motifi korunmaktadır [54]. Rebecca ve arkadaĢlarının [55] 

yaptığı bir çalıĢmada tavuk TIM‟indeki YGGS motifi TGAG ile değiĢtirilmiĢtir. 

Fakat NMR çalıĢmaları ile bu değiĢikliğin katalitik özellikleri çok daha etkili 
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olarak gerçekleĢtirilebilir. Kıvrım6‟daki karĢılıklı değiĢim, kısmen N-terminali ve 

C-terminali tripeptitlerindeki küçük değiĢikliklerle ortaya çıkmaktadır [56]. Daha 

küçük bir değiĢim kıvrım7‟deki iki YGGS motifindeki iki glisindeki phi ve psi 

değerlerinde önemli değiĢiklikler meydana getirmiĢtir. Gly-211-Ser210‟deki 

peptit bağındaki peptitten dolayı phi/psi değerleri Ser213‟de değiĢir ve böylece 

yüksek enerji bariyeri çaprazlanabilir [57].  

 

TIM ile ilgili enzimolojik çalıĢmalar, Knowles ve arkadaĢlarının [58] 

yaptığı klasik reaksiyon mekanizmasına dayanmaktadır. Bu konuyla ilgili yapılan 

son çalıĢmalar bu enzimin katalitik gücü için elektrostatik stabilizasyonun 

önemini göstermektedir. Söz edilen elektrostatik etkileĢimler serbest enerji 

profilinin geçiĢ durumunu azaltmaktadır ve negatif yüklü cis-enediolatı nötr hale 

getirerek dengelemektedir. TIM‟in aktif bölgesinin eĢsiz bir özelliği; esnek ve 

hareketli olmasıdır [59]. Aktif bölge kıvrımları; kıvrım6, kıvrım7 ligandı katalitik 

olarak katı çözeltiyi çıkarır ve fosfatı ayırır. Fosfat eliminasyonu reaksiyonu 

burada devreye girer. Bunun yanı sıra fosfat bağlayıcı enerji geçiĢ durumunun 

stabilizasyonuna katkı sağlamaktadır. Kapalı ligand durumundaki katalitik temel, 

Glu167, kıvrım6‟nın baĢında ölçülen uygunluk katalitik içeriğe dönüĢmüĢtür. 

Aktif bölge burada izomerizasyon için protonların fırlatılmasında gerekli olan 

özelliklere sahiptir. 

1.1.5 Etkin Bir Enzim Olarak TIM  

Total DHAP ve total DGAP oranından hesaplanan denge sabiti (total-

[DHAP]/total-[D-GAP]) 22‟dir [60]. ÇözünmüĢ halde DHAP‟in %60‟ı anhidrat 

iken DGAP‟in sadece %4‟ü anhidrat olarak bulunur ki; anhidrat türlerde denge 

sabiti 340‟dır. TIM tarafından katalize edilen reaksiyonun serbest enerji profili 

Knowles ve arkadaĢları tarafından açığa çıkarılmıĢtır. Bu çalıĢmalarıyla Knowles 

ve arkadaĢları, TIM‟in reaksiyonda çok hızlı çalıĢan bir enzim olmasının yanı sıra 

çok yüksek bir etkiye sahip olduğunu ortaya koymuĢlardır. Örneğin DHAP‟den 

DGAP‟ye dönüĢüm oranı kontrol altındadır. Yani kcat/Km oranının maksimum 

olarak mümkün olan değeri 109 M
-1

s
-1

‟dir. Ayrıca kimyasal dönüĢüm 
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basamaklarının serbest enerji sınırı ve substratın bağlanması ile ilgili basamaklar 

ve konformasyonel değiĢiklikler çok farklı değildir [61]. DHAP‟nin DGAP‟ye 

dönüĢümü sırasında kcat  yaklaĢık 500 s
-1

 iken DGAP‟den DHAP‟ye dönüĢüm 

sırasında kcat 5.000 s
-1

‟dir. DHAP ve DGAP‟nin sırasıyla 1.2 ve 0.25 mM‟dır ve 

unhidrat türler için ise yine sırasıyla 0.7 ve  0.01 mM‟dır. Mekanizmada en hızlı 

basamak; ürün formasyonu ile ilgili proton transferinin yapıldığı basamaktır ve 

burada açığa çıkan DHAP değildir. Ġleri yönde basamak sınırlayıcı oranı, bu 

döngü açma gibi D-GAP çözünmemesi ile ilgili bir konformasyonel değiĢiklik 

olabilir. Herhangi bir durumda döngü açılıĢ oranları liganda bağımlıdır ve D-GAP 

oluĢumu döngü açılıĢ hızı DHAP oluĢumundan çok daha yavaĢtır. Serbest enerji 

profili geniĢ çaplı izotop transferi ve izotop ayrımı deneylerini içeren reaksiyon 

ölçüm oranlarından faydalanılarak hesaplanmıĢtır. Bu hesaplamalar DHAP, 

arabileĢenler ve DGAP‟nin miktarı ile iliĢkilendirilerek ortaya konmuĢtur. Baskın 

kompleksin %65‟i enzim-DHAP kompleksi oluĢturduğu tahmin edilirken ara 

bileĢenlerin ve DGAP‟nin de büyük bir miktarının bulunduğu düĢünülmektedir. 

McDermott ve arkadaĢları [62] tarafından yürütülen NMR çalıĢmaları göstermiĢtir 

ki; DGAP ve ara bileĢenler değil de sadece DHAP dengededir ve kararlılığını 

sürdürmektedir. Bunun yanı sıra reaksiyon ara bileĢenleri ve ürün kompleksleri 

devir süresiyle kıyaslandığında kısa ömürlü olduğunu öne sürmüĢlerdir. Serbest 

enerji profilinin önemli detayları izotop çalıĢmalarıyla ortaya çıkarılmıĢ olan 

tahmini kinetik modelden karmaĢıktır. Örneğin kinetik görünümde rol oynayan 

protein dinamiklerine bağlıdır. Katalitik döngüdeki en zor basamak ise; 

DHAP‟den baĢlangıçtaki ilk protonun çıkarılmasıdır. Reaksiyonun katalize 

edilmesi için TIM‟in aktif bölgesinin katalitik gücü bir çözelti içerisindeki basit 

tek bir bazın reaksiyonu katalize etmesi ile mukayese edilebilir [63]. Bu 

protondan ayırma olayında basit bir bazın reaksiyonu katalizmesine göre TIM‟in 

aktif bölgesi bu reaksiyonu 109 kat daha hızlı katalize eder. Serbest enerji engeli 

yönünden uygun içerik oranları DHAP‟nin substratı için bir engel olduğu ve eğer 

TIM ile reaksiyon katalize edilirse harcanan enerji 13.5 kcal/mol iken diğer basit 

baz katalizörlüğünde 26 kcal/mol olduğu görülmüĢtür. Kuramsal olarak 

anlaĢılmıĢtır ki; ara ürünlerin geçiĢ durumundaki serbest enerji profili çözelti 

içerisindeki reaksiyonun katalizasyonu enzim aracılığıyla gerçekleĢen reaksiyona 

göre yaklaĢık olarak 13-15 kcal/mol daha yavaĢtır [64].  
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1.1.6 TIM İle İlgili Yapısal Çalışmalar 

PDB‟de TIM‟in 111 tane kristal yapısı ile karĢılaĢılmıĢtır. Bu kristal 

yapılar 22 farklı organizmada bulunan yabani yapıdaki TIM yapısını da içine alır 

[65]. Bu yapılardan 3 tanesi atomsal rezolüsyondadır. TIM dimeri en son zamana 

ait sık karĢılaĢılan bir yapı olmasına rağmen termofilik organizmalarda TIM 

tetramerleri gibi ortaya çıkar. Bu tetramerler dimerlerin dimeridir. 2 tane dimerin 

tetramerlerin içinde biraraya gelmesi ile gereğinden fazla ısısal kararlılığı ortaya 

çıkarırlar. Doğada bulunmayan TIM monomerleri, kristalografik ve enzimatik 

yollar ile karakterize edilir [66]. Yapılan araĢtırmalar sonucu; aktif bölge aynı 

altbirime ait bütün katalitik aminoasitler ile dimer arayüzdedir. Ġkinci altbirim 

kıvrım3, kıvrım1 ve kıvrım4‟ün arasina 1. altbirimi de yerleĢtirerek aktif kısmı 

tanımlar. Kıvrım3‟ün ucunda bulunan Thr75 diğer altbirimlerdeki aktif kısımlara 

hidrojen bağlı ağlar ile katkıda bulunur.  Birçok su molekülü dimerin ayrılmaz 

parçasıdır. Bu su moleküllerinden 6 tanesi dikkatlice korunur. TIM‟in yapısı ile 

yapılan çalıĢmalar, iki esnek kıvrımın substrat katalitiğinde ve bağlanmasındaki 

önemini ortaya çıkarmıĢtır [67]. En iyi bilinen substrat bağlanması sırasında 

kıvrım6‟nın kapanmasıdır. 7 A
0
‟dan açık ve merkezi atoma bağli olmayan 

durumundan kapalı ve merkezi atoma bağli olan duruma dönüĢmesi bunu 

açıklamaktadır. Merkezi atoma bağlı olmayan durumda kıvrım6, kıvrım5 ile 

etkileĢim içindedir. Merkezi atoma bağlı ve kapalı olma durumunda ise kıvrım7 

ile etkileĢim içindedir. Ligand aktif kısma bağlandığında, kıvrım7‟de uyarlanabilir 

değiĢiklikler görülebilir. Bu kıvrımların kapatılması çok özel olan fosfat-dianyon 

bağlamını meydana getirmektedir. Bu durumda fosfat-dianyon parçaları 4 

hidrojen bağı ile bu kıvrımlarda bulunan (kapali kıvrımlar) 4 ana zincirdeki NH-

gruplarına tutturulur (kıvrım6 ile kıvrım1 hidrojen bağı, kıvrım7 ile 1 hidrojen 

bağı ve kıvrım8 ile 2 hidrojen bağı). Monoanyonik sülfonata benzer Ģeyler ve 

dihidroksiaseton sülfat gibi maddeler zayıf TIM bağlayıcılarıdır. Kıvrım6, 

kıvrım7 ve kıvrım8‟deki ana zincirdeki NH gurubu, dianyon fosfat ile iyi bir bağ 

alanı sağlarken, monoanyon benzeri Ģeyler ile zayıf bir bağ alanı sağlar [68]. 

Yapılan son araĢtırmalara göre, 4 tane kapalı durumdaki peptit NH grubu ile itici 

elektrostatik arasındaki iliĢki monoanyonik sülfonat grubu tarafından etkili bir 

Ģekilde kompanse edilmemektedir. Bir TIM varyantındaki kıvrım6‟nın ucunda 



12 

 

bulunan 4 tane amino asit yok edildiğinde, bu TIM varyantı fosfat parçaları ile 

hidrojen bağı yapamaz. Bu nedenden dolayı, reaksiyon ara maddesine sıkı 

bağlanamadığından, metilglioksial sentaz oluĢumu kaçınılmaz hale gelir. Ve bu 

TIM türüne “metilglioksal sentaz” denir. Katalitik kısım çözücü tarafından 

gömülmüĢ ve korunmuĢtur. Glu167‟de meydana gelen özel etkileĢimlerde 

katalitik kısım yoğun olarak bulunur. Yine de yan zincirdeki katalitik glutamat 

(Glu167), hidrofobik hava boĢluğunda hidroksimat düzlem üzerinde haraket eder. 

Anahtar, katalitik amino asit Glu167 olmasına rağmen; Asn11, Lys13, ve His 

95‟de önemli ve korunmuĢ amino asitlerdir. Glu167 hidroksimat düzlem üzerinde, 

Lys13 ve Asn11 ise hidroksimat düzlem altındadır. His95 yan zincirindeki 

imidazol halka cis-enediolat düzlemi ile aynı düzlemdedir. Daha sonra gelen 3 

aminoasit, reaksiyondan negatif yüklü olarak çıkan ara ürünler icin oksianyon 

dengesi sağlar. Asn11 ve Lys13‟ün elektrostatik dengedeki önemi büyüktür. 

His95 ise direkt olarak proton transferinde görev alır. Substratın katalitik sonu 

dehidrat edilmiĢtir. Ancak, katalitik glutamatın yan zinciri su moleküllerine 

hidrojen bağlamaktadir. Bu su, çözeltiyi yoğunlaĢtıran sudaki yoğun hidrojen 

bağlarının bir parçasıdır. Apo yapısında aktif kısım daha çok su moleküllerine 

bağlanmıĢtır ve bu moleküller substrat bağlandığında yer değiĢtirir. 

1.1.7 3 Atomlu TIM’in Çözünürlüğü Üzerine Yapılan Çalışmalar 

TIM komplekslerinin X ıĢını çözünürlüğü ile 3 atomlu yapısı tespit 

edilmiĢtir [69]. Bu kompleksler DHAP substratı ile, reaksiyon ara bileĢenlerinin 

analogları olan 2PG ve PGH ile bağlantılıdır. Bu yüksek çözünürlükte aktif bölge 

elemanlarının proton uzaklaĢtırması ve anizotropik dinamik nitelikleri üzerine 

bilgi edinmek mümkün olmuĢtur. TIM-DHAP kompleksinin kristal yapısına 

baktığımızda baskın olan ligand DHAP‟dır ve ara bileĢenlerin olması veya ürünün 

DGAP olması olasılığı çok düĢüktür. Ayrıca yapılan NMR çalıĢmaları sonucunda 

da DHAP‟in baskın olduğu ortaya çıkmıĢtır. Bu 3 atomik çözünmüĢ yapının her 

biri substrat ile glutamatın karboksilat grubu arasında çok sıkı bir Ģekilde 

etkileĢim halinde olduğunu vurgulamaktadır. Örneğin; TIM-DHAP kompleksinde 

karboksilat oksijeni karbon substratından 3 A° ötede konumlanmıĢtır [70]. 0.82 

A° ötede yer alan TIM-PGH yapısı proton uzaklaĢtırılması ve alınması 
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mekanizması için katalitik glutamatın protein dinamiklerinin önemine ıĢık 

tutmaktadır. 0.83 A°‟da konumlanmıĢ TIM-2PG yapısı ise; TIM‟in aktif 

bölgesinde prolinin Glu167-Pro168 dipeptid oluĢturacak Ģekilde bulunduğunu 

açığa çıkarmıĢtır. Sonuç olarak; bu sıkı konformasyonun döngü açılmasını 

kolaylaĢtırmasıyla ürün açığa çıkmıĢ ve reaksiyon tamamlanmıĢtır.  

1.1.8 Monomerik TIMlerle İlgili Çalışmalar 

 

Tek bir TIM dimeri, kendi baĢına aktiftir. Bu nedenle birçok ilaç ham 

maddesi keĢif çalıĢmaları dimerlerdeki monomerlerin birleĢtirilmesi ve katlanması 

ile inhibitörler ortaya koyulması ile yürütülmüĢtür [71]. Örneğin; özellikle parazit 

organizmalara ait TIMler seçilerek inhibe edilmiĢtir. Balaram ve arkadaĢları 

tarafından, bir sıtma TIM‟inde test edilmiĢ ve yaklaĢık olarak 0.7 µM‟lık bir 

değere sahip IC50 inhibitörü içeren sıtmalı bir TIM‟in kıvrım3‟ünde bir peptid 

analoğu bulunmuĢtur [72]. Ġlaç ham maddesi keĢif çalıĢmalarında TIM gibi sadece 

oligomerik olarak tamamen aktif olan oligomerik enzimlerin protein-protein 

etkileĢimlerinde bağlanma bölgeleri ile spesifik inhibitörlerin araĢtırılması merak 

uyandırmaktadır. Ayrıca bu gibi enzimlerin protein-protein etkileĢimlerine ait 

diziler aktif bölgeye göre daha az korunmuĢtur.  

 

TIM‟in katalitik rezidüleri yani aktif bölge aminioasitleri aynı alt birimde 

yer almaktadır [73]. Bunlardan en sık rastlananlar: Asn11, Lys13, His95‟dir. Bu 

aminoasitler dimer etkileĢimleri sayesinde kararlı bir halde dengede tutularak aynı 

kıvrım üzerinde bulunurlar. Monomerik TIMler üzerinde yapılan enzimatik 

çalıĢmalar göstermiĢtir ki; monomerler katalitik etkinliği azaltmaktadır. Öyle ki; 

birçok monomerik TIM‟in yapısal özellikleri sistematik olarak çalıĢılmıĢtır [74]. 

Ġlk monomerik TIM (monoTIM) bilgisayar ortamında kıvrım tasarım programları 

aracılığıyla modelleme paketi ICM kullanılarak oluĢturulmuĢtur. Bu protokol 

aracılığıyla tripanasomal, glikozomal TIM‟in kıvrım3‟ündeki 15 aminoasitlik bir 

bölge 8 aminoasitlik bir bölgeyle yer değiĢtirilmiĢtir. Bu monomerik TIMlerin 

kristal yapıları göstermiĢtir ki; doğal tip TIMlerin dimerizasyonunu içeren 
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kıvrımlar bozulmuĢtur veya özellikle bağlanmamıĢ halde bulunan monomerik 

yapıdaki doğal olmayan TIMlerinin konformasyonuna dönüĢmüĢtür. Örneğin; 

kıvrım4‟te bulunan monomer konformasyonu en çok bilinenlerden biridir. Oysaki 

kıvrım1 yapısal bozukluğa sahiptir. Kıvrım4 ile ilgili olarak, kıvrım4 

konformasyonundaki doğal tip monomerik TIMlerdeki monomerik değiĢkenlerin 

bir sonraki neslinin korunmasında etkin olan A100W mutasyonu zincirin geniĢ 

olan yönü ile kararlı hale getirilir. A100W mutasyonu monomerik TIMlerin 

katalitik özelliklerini etkilemez. TIM dimerinde ara bileĢenlerin kıvrımları; kıvrım 

8, kıvrım 1, kıvrım 2, kıvrım 3, kıvrım 4 değiĢmez, sabittir. Monomerik TIMlerin 

1, 3, 4 ve 8. kıvrımlarının yapısal özelliklerine bakıldığında, TIM‟in ara 

ürünlerinin doğal tip monomerik katlanmalarında düzensizlik görülmüĢtür [75]. 

Doğal tip TIM‟in dimere doğru katlanma yolunda her biri çok sert olan dimer ara 

bileĢenleriyle etkileĢiminden sonra 2 alt birimdeki düzensiz kıvrım bölgeleri 

dimerize olurlar.  

 

Monomerik TIMler, TIM aktivitesinin yaklaĢık 1 s
-1

 kcat ve Km‟si ise 

yaklaĢık olarak 5Mm‟dır. Doğal tip TIM‟e göre kcat yaklaĢık 1000 kat daha 

düĢüktür ve Km yaklaĢık 10 kat daha yüksektir [76]. Monomerizasyon tarafından 

devre dıĢı bırakılan fosfat demirleme mekanizması faaliyet gösterirken 

metilglioksal sentaz aktivitesi tespit edilmemiĢtir. 

 

Monomerik TIMler doğal tipteki TIMlerden daha az kararlıdır [77]. Bu 

monomerik değiĢkenlerin optimum pH‟sı tam olarak bilinmemekle beraber 

katalitik döngüye ait serbest enerji profili saptanamamıĢtır. Yapısal çalıĢmalar 

sonucu anlaĢılmıĢtır ki; karakteristik olarak açık ve kapalı konformasyonel 

değiĢimlerin gerçekleĢtirilmesi değiĢkenler vasıtasıyla halen söz konusudur.  

 

Monomerik TIMlerdeki düĢük katalitik etki esnek katalitik katlanmalar 

hakkında bilgi veren yapısal özelliklerle anlaĢılmıĢtır [78]. Örneğin; kıvrım 1, 4 

ve 8. Aktif bölge ile çözelti hacminin büyük bir kısmı açığa çıkmıĢtır. BaĢlangıç 

noktası olarak monomerik TIMlerin kullanılmasıyla yönlendirilmiĢ mutagenez 

sonucunda kıvrım2‟deki mutasyonların 4. faktörün rolüyle Km azalırken, 11. 
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faktör etkisiyle kcat‟in arttığı görülmüĢtür. Ġlk monomerik TIM değiĢkenleri 

bilgisayar programları aracılığıyla 1. katlanma ve akabinde 8. katlanma tarafından 

yeni ve spesifik bir substrat modeli oluĢturmak maksadıyla kullanılmıĢtır. 

BaĢlangıçta 8. katlanmadaki delesyon değiĢkeni aktif değildir ve zayıf bağlanma 

gösterir. Fakat delesyon mutasyonu V233A varyantı daha iyi bağlanma 

göstermektedir. V233A mutasyonunun önemini kavramak adına yapılan rasyonel 

çalıĢmalarla temin edilen yüksek çözünürlüklü ml8bTIM yapısı doğal tip TIM ile 

kıyaslandığında Val233‟ü ortaya koymuĢtur ve doğal tip TIM‟in 

konformasyonundaki kıvrım7‟nin müdahale etmesiyle fosfat bağlanma bölgesini 

kilitlemiĢtir. Katalitik aktivite standart sınırın altında olmasına rağmen A-TIM‟in 

BHAP inhibitörünün yanı sıra 2PG ara ürün analoğunun bağlanmasını mümkün 

kılan bir aktif bölgesi vardır. A-TIM‟in tahmini aktif bölgesi sitrat gibi doğal tip 

TIM‟in bağlanamadığı çok büyük moleküllere bağlanır. A-TIM‟de kıvrım 1, 3 ve 

8 kısaltılmıĢ olarak bulunurken  kıvrım 4‟te A100W isminde bir nokta mutasyonu 

yer almaktadır. TIM barrel‟in sonundaki katalitik döngüler çerçeve kayması 

mutasyonuna uğrayarak bütünlüğünü kaybetmektedir. A-TIM çerçevesi yeni 

katalitik aktif varyantlarla ilgili yapay spesifik substratların keĢfi için etkili bir 

baĢlangıç noktasıdır.  

1.1.9 Korunmuş Dizi Modelleri 

TIMler; tavuk, maya, tripanosoma, sıtmada kapsamlı olarak çalıĢılmıĢtır 

[79]. Tripanosomada yapılan çalıĢmalara göre; aktif bölge amino asitleri olan 

Asn11, Lys13, His95, ve Glu167 için dizi numaraları değerlendirilmiĢtir. Bu 4 

anahtar amino asit çok iyi korunmuĢtur. Bununla beraber kıvrım6, kıvrım7 ve 

kıvrım8‟deki amino asitler yüksek derecede korunmuĢ olarak bulunur. Ġlginç bir 

Ģekilde; arkeanın kıvrım6‟daki korunmuĢ dizilerinin farklı olduğu ortaya 

çıkmıĢtır. Glu167  burada katalitik bir bazdır. TIM‟in aktif bölgesinin önemli bir 

özelliğidir. Katalitik rezidü Glu167, kıvrım6‟nın baĢlangıcında konumlanır. 

Kıvrım6 kapandığında, Glu167 karboksilat substrattan yaklaĢık 2 A° öteye taĢınır. 

Enzim-substrat kompleksinde Glu167 zincirinin dinamik özellikleri proton 

ekleyip çıkarma mekanizmasının bir anahtar özelliğidir. 2 farklı proton ekleyip 

çıkarma mekanizmaları: Klasik mekanizma ve çapraz geçiĢli mekanizmadır. Bu 
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mekanizmalar enolize edilen enzimlerin substratlarıyla olan etkileĢimlerinden 

sorumludur. 

1.1.10 Klasik ve Çapraz Reaksiyon Mekanizması 

TIM‟in aktif bölgesi DHAP ve DGA‟yı yüksek bir spesifite ile katalize 

etmektedir. C1-pro-R protonu DHAP substrat olduğunda C2-R protonu ise DGAP 

substrat olduğunda devre dıĢı bırakılmaktadır. Bu kiral özelliği enzim substrat 

kompleksinde olası kristal yapılardan anlaĢılmaktadır. Bu durum; Rose ve 

arkadaĢları tarafından önerilmiĢtir [80]. Substrat bağlama durumu etkili bir 

enolizasyon için stereoelektronik gereklilikle iyi bir uyum içerisindedir [81]. Bu 

aĢama O1, O2, C1, C2 atomları tarafından tanımlanan ortogonal olarak 

konumlanmıĢ protonun uzaklaĢtırıldığını belirtmektedir. Ġlk katalitik döngü, 

Glu167 tarafından ilk protonun uzaklaĢtırılmasından sonra ortaya çıkmıĢtır. Etkin 

bir kataliz için sabit pk ve substrat aynı orandadır [82]. Molekülde pk substrat 16-

20‟de aynı sırada olması beklenmektedir [83]. Temel olarak Glu167 karboksilata 

ait pk değeri tamamlanmamıĢ reaksiyondaki enzim suda çözüldüğünde yaklaĢık 

olarak 4 zincirdedir. Etkin bir kataliz bu iki pk değerinin ayarlanacağını 

göstermektedir ve bu yüzden daha iyi bir çözelitide birbirlerine daha yakın 

değerleri ortaya çıkarırlar.  

 

Enzim geçiĢ durumunu ve açil durumları dengeleyerek 10
4
 oranında bir 

geniĢlik sağlamaktadır. Teorik ve deneysel çalıĢmalar göstermiĢtir ki; hidrojen 

atomu TIM mekanizmasında önemli bir rol oynamamaktadır [84]. NMR ve X-ray 

çalıĢmaları kısa hidrojen bağları kompleks TIM yapılarında reaksiyon analog 

durumunda bulunduğunu göstermiĢtir. Katalitik oranın büyümesine istinaden 

TIM‟deki önemi araĢtırılmaktadır.  

 

Substratın ürün değiĢimini tamamlayabilmesi için en az iki proton transfer 

yolu gerekmektedir. Bunlar: Klasik mekanizma ve çapraz mekanizma [85]. 

Çapraz yolun mekanizmasında, bütün proton transferleri Glu167 tarafından 
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gerçekleĢtirilmekte iken; klasik geçiĢ yolunda His95‟de proton transferine 

katılmaktadır. Her iki yolda da basit kimyasal basamakalr farklı basamaklara 

ayrılmıĢtır. Son basamak, Glu167 tarafından reprotonlaĢmadır. Ürün bu aĢamada 

elde edilir.  

 

GeniĢ QM/MM TIM mekanizmasına ait reaksiyon hesaplamaları iki olası 

reaksiyon mekanizmasının bütün reaksiyonlara katkı sağlayabileceğini 

göstermiĢtir [86]. NMR çalıĢmaları ile maya TIM‟inde klasik mekanizmanın en az 

%3.9, tavuk TIM‟inde en az %12.1 ve genel reaksiyonda katkıda bulunur. Bu 

homolog enzimlerin reaksiyon mekanizmalarında reaksiyon farklılıklar 

göstermektedir. Homolog enzimlerin katalitik mekanizmasındaki farklılıklara 

diğer çeĢitlerde rastlanmamaktadır.  

 

Klasik mekanizmalarında hem Glu167 hem de His95 yan zincirleri açil 

enediolat komplekslerinde protonların uzaklaĢtırılmasında etkilidir. Bu negatif 

Histidin yan zincirin oluĢturulmasında görevlidir. Proton transfer basamağı için, 

Histidin yan zincirinin büyük ölçüde önem taĢımaktadır [87].  Leishmania‟da 

TIM/PGH kompleksinin atomik yapısının çözülmesi iyi bir adım sağlamıĢtır. Bu 

yapının analizinden TIM ligand yapısının ana zincir ve yan zincir geometrisindeki 

küçük farklılıklar ortaya konmuĢtur.  

 

Knowles ve arkadaĢları [88] tarafından da tanımlandığı gibi, sinorbital 

karboksilat en yüksek yakınlığa sahip bir proton için bu orbitalin birinci karbon 

atomundan protonu uzaklaĢtırdığı düĢünülmektedir. Çapraz mekanizmada; 

karboksilat iskeletin diğer ucuna gittiğinde proton alıcı atomdan gönderilir. 

Sonrasında O1 protonu çıkarır ve ikinci karbon atomuna transfer eder ve 

böylelikle aldehit ürünü oluĢturulur.  
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DHAP‟den DGAP‟ye ürün dönüĢümünde oksianyon proton çıkarılması 

esnasında birinci karbon atomundan oluĢturulur [89]. Lys13 ve His95 yan 

zincirlerinden oksianyonlarda kararlı hale getirilerek oluĢturulur. Sonrasında 

reaksiyon döngüsünde negatif yük oksijene transfer edilir. Bu durum aslında ilk 

olarak açil DGAP‟den proton uzaklaĢtırılmasında oluĢturulur. DGAP‟den 

DHAP‟ye dönüĢüm söz konusu olduğunda, O1 negatif yükü His95 ve Asn11 yan 

zincirleri tarafından stabilize edilmiĢtir. Bu da proteinin kristalografik 

çalıĢmalarında sunulmuĢtur [90]. Ayrıca NMR çalıĢmaları D2O‟yu tavsiye 

etmektedirler. Çünkü geçiĢ durumları DHAP ve DGAP deprotonlaĢmasında 

oluĢturulan O1 ve O2 oksianyonlarındaki enediolat hidrojen oranlarını 

değiĢtirmektedir [91]. Knowles‟in bu konuda yaptığı ilk çalıĢmalardan beri 

trityumlu DHAP substratı ile yapılan kataliz boyunca sulu çözelti içinde 

sonrasında kayıp olduğunu görülmüĢtür [92].   

1.1.11 TIM’in Kimyasal Mekanizması 

TIM aracılığıyla GAP ve DHAP‟nin birbirine dönüĢümü için 2 mekanizma 

geliĢtirilmiĢtir: Ġlki; hidrit değiĢim mekanizması; C1 ve C2‟nin her biri sp
2
 geçiĢ 

orbitaline sahiptir ve C1‟den C2‟ye eĢdeğer bir hidrit transferi söz konusudur. 

Ġkinci mekanizma ise; proton transfer mekanizmasıdır. GAP‟nin deprotonasyonu 

yani proton uzaklaĢtırılması, DHAP‟nin reprotonasyonu yani proton alınması ile 

oluĢan bir enediolat ara ürünün formasyonuna öncülük eder [93]. Proton transferi 

için en güçlü mekanik kanıt J. P. Richard tarafından geliĢtirilen kimyasal değiĢim 

deneyidir. TIM döteryumlanmıĢ su ile inkübe edildiğinde DHAP %50 oranında 

döteryumlanır ve reaksiyon boyunca çözelti ile proton değiĢimi söz konusudur. 

Eğer su, protonları hariç hidrit ile değiĢtirilmezse proton transfer mekanizması 

gösterilmiĢtir. Dikkat edilmesi gerekir ki; döteryum C1 pozisyonundaki pro-R2 de 

tek baĢına bulunan DHAP üzerinde görünür. Ve bu döteryumlu malzemeler 

C2‟deki döteryumlu GAP modelinin eski Ģeklini almasında rol oynar. Reaksiyon 

GAP ve DHAP arasında hidrojenin tutulmasını engellemeden C1 ve C2 arasında 

proton transferini sağlayan tek bir baz içerir. Tüm bunlar proton transfer 

mekanizmasını desteklemektedir. GAP‟nin engellenmesi ile DHAP‟nin 
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döteryumla birleĢmesinin stereokimyasını veren bir cis-enediolat olan ara ürün 

boyunca reaksiyon devam eder. 

 

TIM‟in aktif bölgesindeki tek bir bazın varoluĢunu, triozfosfat 

substratlarının C1 ve C2 arasındaki proton değiĢiminin sağlanması için enzimlerin 

aktif bölgelerindeki olası fonksiyonel aminoasitlerin en küçük numaralarının 

kullanılmasıyla dizayn etmeye yarayan “tutumluluk ilkesi” takip eder [94].  

Optimum katalitik verimlilik için yan zincirin yer değiĢtirilmesi bağıĢıklık olarak 

tahmin edildiğinden beri çift yönlü fonksiyonlarda ikisinin yer değiĢtirmesi birine 

göre daha zordur. Doğal katalitik metabolizma TIM üzerinde rol oynadığı bilinen 

rakip inhibitörlerin yapısı için bir kanıttır. Fosfoglikohidroksimat  4 μM‟lık Kd ile 

çok güçlüdür. Çok sıkı olarak TIM‟e bağlanan mükemmel bir cis-enediolat ara 

ürünüdür. Hidroksimatın çift bağ eksikliği olan benzer bir inhibitörüdür ve 

anyonik yükü nedeniyle 100 kat daha zayıf olarak bağlanır.  

 

Aktif bölge bazlarının kimliği bir substrat analoğu olan ve açil bromid 

mekanizmasında aĢırı derecede elektrofil reaktifi içeren bromohidroksiaseton 

fosfat kullanılarak keĢfedilmiĢtir [95]. TIM ile inkübe edildiğinde tek bir 

aminoasit glutamat 165 vasıtasıyla kovalent bağ ile bağlanır. Glutamat 165 doğal 

bir substratın varlığında modifiye edilemez. Çünkü Glu165 aktif bölgedeki en çok 

nükleofil reaktifi içeren aminoasittir. Aktif bölge bazı olarak Glu165‟in seçilmesi 

kısmen ĢaĢırtıcıdır. Glutamatın yan zincirindeki karboksilik asitine ait pKa değeri 

yaklaĢık 4‟tür. Aldehit ve ketonlarla ilgili α durumundaki protonların pKa‟sı 

yaklaĢık 19‟dur. Bu da gösterir ki; triozfosfat substratlarından biri olan 

Glu165‟den bir proton transferi için denge sabiti yaklaĢık olarak 10-15‟dir.  

DHAP ve GAP‟nin izomerizasyonu için reaksiyon mekanizması bir enediol ara 

ürünü vasıtasıyla asit-baz katalizlemesi reaksiyonlarını içerir.  

 

Triozfosfat izomeraz prototip “TIM barrel” yapısını temsil eder ve β-

barrel, β iplikçikleri arasındaki α sarmal bağlantıları tarafından çevrilmiĢtir [96]. 

Enzim homodimerdir, her altbirim barrel‟in sonundaki karboksilin yanında aktif 

bir tarafı vardır. TIM (bazen TPI olarak da bilinir) triozfosfatın 

izomerleĢtirilmesidir; özellikle, glikoz ve glukoneogenezde D-gliseraldehit-3-
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fosfat (aldoz) ve dihidroksiaseton fosfatı (ilgili ketoz) karĢılıklı dönüĢtürür. 

Ġzomerizasyon katalizör yokluğunda kararsız bir enediol ara ürün aracılığıyla 

devam edebilir, ama katalizör yokluğunda aldoz ve ketoz her ikiside kararlı 

bileĢikler olduğundan katalize edilemeyen reaksiyon yavaĢlatır. Katalizör 

enediolün konsatrasyonunu arttırmalıdır. Enediol ara ürünün serbest enerjisini 

düĢürür ve enediol için gereken proton değiĢimini yükseltmesi ile oran artar. 

1.1.11.1 Genel Asit-Baz Katalizleri 

Aktif bölge asit ve bazları olarak iĢ gören rezidüler genellikle enzim 

katalizörleridir [97]. Biyokimyasal dönüĢümlerde molekülün yük dağılımı bir 

değiĢim tarafından gerçekleĢtirilir. Negatif yükün pozitife dönüĢtüğü durumlarda 

yaygın olarak bir hidrojen iyonunun transfer edilmesi ile nötrleĢme sağlanır ve 

eğer pozitif yükte birikme olursa reaksiyondan bir protonun uzaklaĢtırılması ile 

normale döndürülür.  

 

Biyokimyasal dönüĢümlerde bir hidrojen iyonunun uzaklaĢtırılmasının 

bağımsız olarak gerçekleĢtirilmesine dair birçok örnek vardır. Hiçbir zaman H3O
+
 

hariç bir asit  katalize edilmesi esnasında proton transferi yapmaz. Buna “genel 

asit katalizi” denir. Eğer OH
-
 hariç bir baz kataliz olayında proton transferini 

gerçekleĢtiriyorsa buna da “genel baz katalizi” denir. Bu reaksiyonlar için 

biyokimyasal kanıt pH gibi reaksiyon oranlarının sık sık kontrol edilmesidir. Eğer 

bir “asit” kataliz olayı için gerekliyse, yüksek pH‟da proton uzaklaĢtırılmıĢ 

aktivitede bir düĢüĢ gözlemlenir. Eğer bir “baz” gerekliyse, pH arttıkça aktivitede 

de bazın oluĢumuna yol açan proton uzaklaĢtırılmasına bağlı olarak bir artıĢ 

gözlemlenir. TIM için de aynı durum söz konusudur. TIM aktivitesindeki artıĢ pH 

artıĢıyla birlikte göze çarpar.  

 

Triozfosfat izomeraz mekanizması, asit-baz katalizine örnek sağlar. Aktif 

kısım Glu (Glu
165

) atom grubu hem de His (His
95

) ve Lys (Lys
12

) içerir ve bu 

atom grubu baz olarak düĢünülür. Enzim, enediol ara ürününün su ile 

tepkimesinden korumak ve substratı yakalamak için kapanan bir kapak tarafından 

substratın tutulduğu bir kafes sağlar. Asit-baz katalizini gerçekleĢtirmek ve aynı 
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zamanda enediolün katalizi için katalik grup mükemmel bir Ģekilde 

konumlanmıĢtır. Glu‟nun Asp‟ye dönüĢümü ve katalitik COO
-
 grubun substrattan 

0.1 nm öteye hareketi sonucu katalitik oranda 1000 kıvrımlık bir düĢüĢ olur. 

Kimyasal mekanizmanın Ģu Ģekilde devam ettiği düĢünülmektedir: Glu-COO
-
 (B

-

), C-2‟den proton ayırır, aynı zamanda enediolün oluĢum oranını arttırarak 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 alır. 

1.1.11.1.1  TIM Tarafından Kataliz Edilen GAP ve DHAP Ara 

Ürünlerinin Kinetik İçerikleri 

Bir enzimin aktif bölgesine ulaĢan küçük moleküller için difüzyon sınırı 

108-109 M
-1

s
-1

 sabit oranıdır. TIM‟le kıyaslayacak olursak TIM için difüzyon 

sınırı kabaca 107 M
-1

s
-1

‟dır. GAP spesifik diolüyle bir denge halindedir. GAP‟nin 

nominal konsantrasyonu 0.4 mM olduğunda diol baskın formdadır. TIM‟in 

substratının yaklaĢık olarak 0.02 mM olduğunda aldehit uzaklaĢtırılır. Böylece 

DHAP ve GAP dönüĢümü için kcat/Km değeri yaklaĢık 108 M
-1

s
-1

‟dır. Yani bu 

değer TIM‟in difüzyon sınırıdır ve daha hızlı gerçekleĢtirmesi mümkün değildir 

[98]. Knowles ve arkadaĢları tarafından; viskojenler yoluyla DHAP ve GAP 

dönüĢüm oranlarının ölçülmesi ile TIM‟in mükemmelliği doğrulanmıĢtır. Gliserol 

gibi bileĢikler eklenerek oluĢturulan yeni bir viskoz çözeltinin difüzyon hızı 

düĢüktür. Tüm bunların ıĢığında viskozitenin arttırılması sonucu; kcat/Km 

oranında doğrusal bir azalma olduğu göze çarpmaktadır.  

 

 

Tablo 1.1: TIM‟in kinetiği 

Substrat kcat (s
-1

)    Km (mM)   kcat/Km (M
-1

s
-1

) 

GAP 4300     

 

0.4*      9.1 x 106 

DHAP 430    0.97     4.4 x 106 
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1.1.12 İzomeraz Reaksiyonu 

TIM reaksiyonu, karbonilin komĢu C atomuna proton vermesiyle baĢlar. 

Genellikle ketoz aldoz reskisyonu iki olası mekanizmayla gerçekleĢir; ya proton 

transferiyle ya da metal-iyon bağımsız hidrid transferiyle. Molekülün içersinde 

optimum pH‟da her iki mekanizma da meydana gelir ve neredeyse her ikisi de eĢit 

etki yaratır. TIM katalitik reaksiyonunda proton transfer mekanizması 

kullanılmaktadır. Reaksiyonun mekanizmasındaki ilk adım karbonilden karbona 

proton çıkarılmasıyla ya aldehit DGAP olduğunda ya da keton DHAP olduğunda 

gerçekleĢir [99]. Her iki durumda da ilk ortaya çıkan cis-enediolat iyonudur. TIM 

bu yüzden “enolize enzim” olarak görülmektedir. TIM, DHAP ve DGAP gibi üç 

karbonlu Ģeker fosfatları için yüksek derecede spesifiktir. Aynı proton transfer 

mekanizmasını kullanan diğer üç karbonlu Ģeker fosfat izomerleri de TIM gibi 

aynı reaksiyonu gösterirler. Sadece substratları farklıdır. Örneğin; D-riboz-5-

fosfat izomeri beĢ karbonlu Ģeker fosfatı kullanırken ve fosfosglukoz (PGH) 

izomeri altı karbonlu Ģeker fosfatını kullanır. Tamamen değiĢik kıvrımları 

olmasına rağmen TIM ile aynı reaksiyon mekanizmasına sahip 2 farklı RPI 

enzimleri vardır: RPI-A ve RPI-B. TIM ile beraber bu üç katalitik enzimden her 

biri, glutamatı katalitik enzim olarak kullanmaktadır ve proton uzaklaĢtırılmasına 

dayanan her bir enzimdeki oksianyon cis-enediolattaki negatif yükü 

dengelemektedir.  

 

Sadece TIM‟de dört ana zincir NH
-
 grubu ile üç farklı bir kıvrımın 

substratı fosfat ile iyi bir Ģekilde demirlenmiĢtir ama hiçbir fosfat zinciri bu 

etkileĢime dahil değildir [100]. Bu fosfat bağlayan kıvrımlar TIM‟in oluĢumunda 

hem ligand hem de ligand olmayan konformasyonları tamamen bünyesinde 

bulundurur. PGI, fosfat ana zincire 2 H bağı ile bağlanırken RPI-B‟de ana zincire 

bağlı böyle bir H bağı bulunmamaktadır. Bu her iki yapıdan en az birinde arjinin 

ya da lizin yan zincir fosfatına katkıda bulunmaktadır. RPI-A‟da aynı zamanda 

fosfat ve yan zincir lizinleri ana zincir NH
-
 grupları arasında H bağları 

bulunmaktadır. TIM‟deki fosfat demirlemesi RPI ve PGI‟dan daha karmaĢıktır. 

Burada katalize edilemeyen TIM reaksiyonu fosfat elimine edilmesi durumunu 

desteklemektedir. RPI ve PGI izomerlerinin katalize edilmesinde uymamıĢtır. 
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Bunun nedeni; uzun karbon iskeletine sahip bir substrat ile kısmen beĢ veya altı 

karbonlu Ģeker fosfatı içermesidir.  

 

Aktif fosfit glikolaldehit izomerizasyonun ürün analizi TIM‟deki proton 

transfer mekanizması ile aynıdır. Her iki reaksiyonda TIM‟in kapalı formunda 

gerçekleĢmektedir. Bu durumda 700 kıvrıma sahip fosfit dianyon aktivasyonu bu 

kapalı formu enerjisini kullanarak dengede tutmada baĢarılı olmuĢtur. Katalitik 

etkinliğini arttırmak için substrat bağlayıcı etkileĢimleri TIM ile ilgisi olmayan 

farklı enzimler de kullanabilir.  

1.1.13 TIM’in Fizyolojik Rolü 

TIM, bir glikolitik enzimdir. Ġnsan vücudunda TIM‟i kodlayan tek bir gen 

vardır [101]. Pek çok organizmada TIM stoplazmada yer alır ancak tripasonomada 

ve leishmaniada ise; hem stoplazmada hem de glikozomda bulunur. Bu 

organizmalarda glikozom, glikoliz için peroksizom gibi önemli bir organel 

parçasıdır [102]. Glikolitik yolda TIM, fruktoz-bifosfat aldolazdan sonra gelir. Bu 

demek oluyor ki; fruktoz-bifosfat aldolaz DHAP ve DGAP‟yi oluĢturur.  DGAP 

daha ileride glikolitik yolu takip eden enzim tarafından metabolik yolda görev 

alır. DHAP ileriki basamaklarda glikolitik enzimle metabolik yola katılır [103]. 

Hücrede olayların düzenli bir Ģekilde iĢleyiĢi için TIM aktivasyonu çok önemlidir. 

TIM‟in aktivitesinin düĢmesi ile genlerde oluĢan nokta mutasyona bağlı olarak 

pek çok hastalık meydana gelebilir. Hastalıkların bir çoğu DHAP‟de oluĢan 

toksiklenme ile iliĢkilidir. 

 

  Glikololitik yolda, DHAP ve GAP vasıtasıyla; pentoz fosfat yolu, lipid 

metabolizması, glukuneogenez birbiri ile iliĢkilidir [104]. Bu yollarda metabolik 

geçiĢ TIM‟in aktivitesine bağlıdır ve burada oluĢabilecek herhangi bir TIM 

eksiklği bazı hastalıkların baĢ göstermesine neden olabilir. TIM insan E104D 

varyantı, karakterize edilmiĢ en iyi bilinen ve hastalığa neden olan mutasyon 

varyantıdır. Bunun kristal yapısı açığa çıkarılmıĢtır. Bu mutasyon 1000 yıl önce 

bile insanlık üzerinde etkisini göstermiĢtir. Glu104 tamamen korunmuĢ bir 
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aminoasittir. Bu geni taĢıyan homozigot hastalarda TIM, katalitik aktivitesinin 

sadece %2-20 arasında olarak kullanabilir. Bu geni taĢıyan heterozigotlar ise 

tıbben normal bireylerdir. Bu bireyler çeĢitli fiziksel ve zihinsel bozukluğa sahip 

olurlar ve bu kiĢilerin en fazla 5 yıl yaĢarlar. TIM‟in yapısı incelendiğinde; 

Glu104 bir dimer aminoasittir. Ġlginç bir Ģekilde; bu belirlenmiĢ nokta 

mutasyonlarından biri E104D‟dir. E104D-TIM varyantı, rekombinant bir protein 

olarak karakterizasyonu yapılıp ekspre edildiğinde aynı bir doğal tip TIM gibi 

aktiftir. Bu mutasyon E104D varyantı, dimerin hücrede etkisini önlediği gibi 

enzimin de kararlılığını daha düĢük seviyede tutmasına neden olur.  

 

TIM eksikliği; çocukluk döneminde öldürücü etkisini gösterir [105]. Bu 

semptomların çoğu hemolitik anemi göstergesi olduğu gibi aynı zamanda 

nörolojik bozuklukların da sebebi olabilir. I170V milder semptomuna ve 

hemolitik anemiye sebep olur. Ama nöroloik bozukluk görülmez. Bir sonraki 

mutasyon ise kıvrım6‟da bulunmakla beraber dimerin kararlılığını 

bozmamaktadır. Ancak E104D dimerin kararlılığını bozar. Maya, drosophila ve 

fare gibi model organizmalar kullanılarak E104D mutasyonu ile ilgili yapılan 

araĢtırmalar devam etmektedir.  
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2. MATERYAL VE METOD 

2.1 Biyoinformatik Analiz 

Triozfosfat izomeraz geninin ve proteinin özellikleri hakkında bilgi 

edinmek için çeĢitli veri tabanlarındaki programlar kullanıldı.  

 

Balıkesir Üniversitesi, Fen Edebiyat Fakültesi Biyoloji Bölümü‟nde daha 

önceden oluĢturulan cDNA kütüphanesinden temin edilen “mk4mk22” isimli 

dizinin homoloji gösterdiği nükleotit dizilerini saptamak için; NCBI veri 

tabanındaki BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) [106] programının 

“nBLAST” (Nucleotide Basic Local Alignment Search Tool) sekmesi yardımıyla 

benzerlik gösteren diziler bulundu. Daha sonra cDNA dizisinin BioEdit [107] 

programındaki “Sorted Six - Frame Translation” sekmesi ile açık okuma çerçevesi 

(ORF) belirlendi. Bulunan amino asit dizisine gore; NCBI veri tabanındaki 

BLAST [106] programının “pBLAST” (Protein Basic Local Alignment Search 

Tool) sekmesi yardımıyla protein dizisine benzerlik gösterenlerin belirlenmesinin 

yanı sıra en yakın benzerlik gösterdiği gen ailesi tespit edildi.  

 

Triozfosfat izomeraz proteinin aktif bölgesini ve bu bölgenin özelliğini 

belirlemek için; NCBI veri tabanındaki CDD (Conserved Domain Database) 

programı [108] yardımıyla belirlendi. Triozfosfat izomeraz proteinin 3 boyutlu 

yapısını ve domainlerinin dizilerini belirlemek için ise Cn3D programı kullanıldı.  

 

Zeytin triozfosfat izomeraz geninin BioEdit programı [107] yardımıyla 

cDNA dizisinin nükleotit komposizyonu ile amino asit dizisine ait amino asit 

kompozisyonu belirlendi. Triozfosfat izomeraz proteinin hem nükleotit dizisi hem 
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de amino asit dizisine göre zeytin çeĢitleri arasında farklılık gösterip göstermediği 

belirlendi. Bunun için DNA izolasyonu yapılan örneklerin REFGEN ticari 

firmasından (Refgen, Ankara, Türkiye) gelen dizileme sonuçları BioEdit 

programında [107] iĢlenerek hizalandı, karĢılaĢtırılarak analiz edildi.  

 

Zeytin tahmini triozfosfat izomeraz proteininin translasyon sonrası 

özelliklerini anlamak için; ExPASy web sayfasındaki (http://www.expasy.org)  

programlar kullanıldı. “Predotar” [109] programı ile triozfosfat izomeraz geninin 

tahmini hücre içi lokalizasyonuna bakıldı. Triozfosfat izomeraz proteinin transit 

peptitinin olup olmadığını belirlemek için, “TARGET-P” [110] programından 

yararlanıldı. Triozfosfat izomeraz proteinin hidrofob / filik olduğunun saptanması 

ve membran / stoplazmik özellikte olduğunun belirlenmesi amaçlı “SOSUI” [111] 

programı  kullanıldı.  

2.2 Kullanılan Cam Malzeme ve Plastik Malzemelerin 

Hazırlanması 

Bu çalıĢmada kullanılan pipet uçları, ependorf tüpleri, PCR tüpleri, cam 

malzemeler ve ısıya dayanıklı diğer malzemeler çalıĢmaya baĢlamadan önce 121 

°C‟de 20 dakika süreyle 1 atmosfer basınçta otoklavlanarak steril edilmiĢtir.  

2.3 Polimorfizm İçin Bitki Materyali Toplama 

Polimorfizm için; zeytin (Olea europaea L.) çeĢitlerinin yaprak örnekleri 

toplandı (Tablo 2.1). Bu örnekler, Edremit Zeytincilik Fidan Üretme 

Ġstasyonu‟nun zeytin bahçesinden temin edildi. Toplanan örnekler Balıkesir Ġli 

Damızlık Sığır YetiĢtiriciliği Birliği‟nden temin edilen sıvı azot içerisinde 

laboratuara getirildi ve uzun süre muhafaza edebilmek için -80 °C dolabına 

yerleĢtirildi.  
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2.4 DNA İzolasyonu 

Triozfosfat izomeraz geni için; zeytin (Olea europaea L.) çeĢitleri arasında 

polimorfizmin bulunup bulunmadığının belirlenmesi kapsamında zeytin 

çeĢitlerinden (Tablo 2.1) gDNA izolasyonu, Sigma (Taufkirchen, Almanya) 

firmasına ait “Gen Elute Plant Genomic DNA Miniprep Kiti (Katalog No: 

G2N70-1KT)” kullanılarak yapıldı ve izolasyon kitin kullanma kılavuzu takip 

edilerek gerçekleĢtirildi. 

 

Elde edilen gDNA örnekleri, kalıp olarak kullanarak gen spesifik primerler 

(TIMAmpL ve TIMAmpR) ile PCR gerçekleĢtirildi. PCR ürünleri jelde yürütüldü 

ve görüntülendi. Jelde tek bant olarak elde edilen PCR ürünleri, REFGEN 

(Ankara, Türkiye) isimli ticari firmaya gönderilerek dizi analizleri yapıldı.  

Tablo 2.1: Polimorfizim için toplanan zeytin çeĢitleri 

1. Domat 

2. Erkence 

3. Ascolana 

4. Manzallina 

5. Piqual 

6. Leço 

7. 0108 

8. 0308 

9. UB1 

 

2.5 Primerlerin Dizaynı ve Sulandırılması 

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

[112] bilgisayar programı ile dizayn edildi. Dizayn edilen primerler yerli, aracı 
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Ģirketler yoluyla “Integrated DNA Technologies (Leuvene, Belçika)” firmasından 

temin edildi. Liyofilize haldeki primerler laboratuara geldikten sonra yaklaĢık 15 

sn. 12 000 rpm‟de santrifüj yapıldı. Primerlere nükleazlardan arındırılmıĢ sudan 1 

mL eklenerek, 2 dk. süreyle alt üst edildikten sonra 15 sn. vorteks uygulandı. 

SulandırılmıĢ primerlerin, kullanıma hazır hale getirilmesi için, AD primerleri 

hariç, tüm primerlerin çalıĢma solüsyonlarının son konsantrasyonu 5 µM iken AD 

primerler için son konsantrasyon; 10 µM olarak belirlenmiĢtir. 200 µL‟lik çalıĢma 

solüsyonları uygun konsantrasyon hesaplamalarına göre hazırlandı (Tablo 2.3).  

 

Tablo 2.2: PCR‟lerde kullanılan primerler, dizileri ve Tm değerleri 

Primerler Nükleotit dizileri ( 5’-3’) Tm 

TIMAmpL GAAAATGGGCAGGAAATTCTTC 54.5 °C 

TIMAmpR  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 AST NCT NTG C 45.2 °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 çalıĢma solüsyonu hazırlanması 

Primerler Molaritesi Çalışma solüsyonu 

TIMAmpL 25.1 µM 36.1 µL primer + 164 µL distile su 

TIMAmpR  30 µM 27.2 µL primer + 173 µL distile su 

TIMRTF 28.2 µM 27.85 µL primer + 172.15 µL distile su 

TIMRTR 33.6 µM 34.72 µL primer + 165.28 µL distile su 

TIMT1 26.3 µM 31.5 µL primer + 168.5 µL distile su 

TIMT2 29.1 µM 23.6 µL primer + 176.4 µL distile su 

TIMT3 30.4 µM 27.3 µL primer + 172.7 µL distile su 

AD1 81 µM 24.7 µL primer + 175.3 µL distile su 

AD2 90.2 µM 22.2 µL primer + 177.8 µL distile su 

AD2a 82.9 µM 24.1 µL primer + 175.1 µL distile su 

AD3 88.3 µM 22.7 µL primer + 177.3 µL distile su 

AD5 73.2 µM 2.3 µL primer + 172.7 µL distile su 

2.6 PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) 

PCR reaksiyonları; 50 µL‟lik toplam hacimde, Tablo 2.4‟de gösterilen 

gerekli komponentler belirtilen miktarlarda eklenerek uygulandı. Primerlerin ortak 

çalıĢtığı sıcaklık belirlenerek oluĢturulan Tablo 2.5‟deki PCR programında 

gerçekleĢtirildi. Özellikle gDNA örneklerinin kalıp olarak kullanıldığı deneylerde 

uygulanan PCR reaksiyonlarına standart komponentlere ilaveten DMSO (dimetil 

sülfoksit) ilave edilmesi ile verimin arttığı gözlendi.  

Tablo 2.4: PCR komponentleri, kullanılan miktarları ve konsantrasyonları 

Komponenetler  Miktar  Konsantrasyonlar 

Tampon 5 µL 10 X 

MgCl2 3 µL 25 mM 

Primer F 5 µL 5 µM 

Primer R 5 µL 5 µM 

dNTP (2 mM) 5 µL 2.5 mM (her biri için) 

DMSO 2 µL  

gDNA 1 µL  

Taq Polimeraz 0.5 µL 5 unit 

Distile su 23.5 µL  

Toplam  50 µL  
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Tablo 2.5: PCR döngü koĢulları 

Basamak Sıcaklık Zaman Döngü  

Ön ısıtma 95 °C 1 dk. 1 

Denatürasyon 94 °C 30 sn.  

35 EĢleĢme 53 °C 45 sn. 

Sentez 72 °C 1 dk. 

Uzama 72 °C 5 dk. 1 

2.7 Agaroz Jel Elektroforezi 

Agaroz jel elektroforezi için yerli firmalar aracılığıyla temin edilen “Atto” 

marka (Tokyo, Japonya) elektroforez sistemi kullanıldı. Elektroforezde kullanılan 

“Agaroz (Katalog No: A9539-100G)”, Sigma (Taufkirchen, Almanya) 

firmasından temin edilirken, TBE tampon çözeltisi için gerekli olan “Tris-base 

(Katalog No: 0826-500G)”, Amresco (Solon, A.B.D) firmasından, “Borik Asit 

(Katalog No: A0768,1000)” ve “EDTA (Katalog No: A5097,0250)” ise; 

Applichem (Darmstadt, Almanya) firmasından temin edildi. TBE (5 X) tampon 

çözeltisi oluĢturmak için kullanılan bileĢenler belirli miktarlarda eklendi (Tablo 

2.6). Bu tampon çözeltisinden de elektroforezde kullanmak için, TBE (0.5 X) 

tampon çözeltisi hazırlandı (Tablo 2.6). Zeytinden izole edilen gDNA (bkz. Tablo 

2.1) ve RNA örneklerini gözlemek için %0.8‟lik agaroz jeli hazırlandı. Bunun için 

0.4 g agaroz tartıldı ve 50 mL TBE (0.5 X) tampon çöseltisi içerisine eklenip 

kaynatılarak çözüldü. KarıĢım soğuyana kadar elektroforez tankı ve taraklar 

DEPC‟li su ile yıkanarak steril edildi (özellikle de hassas olan RNA örnekleri 

için). Soğuyan karıĢımın içerisine 0.5 µL EtBr (Etidyum bromid) ilave edilerek, 

tarakları önceden yerleĢtirilen jel kasetine döküldü ve polimerleĢmesi beklendi. 

Jel polimerleĢtikten sonra taraklar çıkarıldı. Böylece örnek yükleme kuyucukları 

oluĢturuldu. Elektroforez tankına yerleĢtirilen jelin üzeri kaplanıncaya kadar TBE 

(0.5 X) tampon çözeltisi ile dolduruldu. Ġlk kuyucuğa moleküler büyüklüğü belli 

bir DNA standartı olan Fermentas (Vilnius, Litvanya) firmasından temin edilen 

markır (Katalog No: SM1333) yüklendi (ġekil 2.7). gDNA örnekleri için 5 µL 

gDNA ve 1 µL yükleme boyası (ġekil 2.7) karıĢtırılırken RNA örnekleri için 3 µL 

RNA kalıbı, 2 µL distile su ve 1 µL yükleme boyası eklenerek jeldeki 

kuyucuklara pipet yardımıyla yükleme yapıldı. Örnekler 100 V elektrik akımı 
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verilerek yaklaĢık 35 dk. jelde yürütüldü. Yürütülen DNA ve RNA örnekleri UV 

transillüminatöründe gözlendi ve fotoğrafları çekildi. 

 

Tablo 2.6: Agaroz jel elektroforezinde kullanılan çözeltiler ve komponentlerinin miktarı 

Çözeltiler Kompozisyonu (1L için) 

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 kullanılan malzemeler 

Yükleme boyası  Fermentas GeneRuler™ DNA Ladders  

(Katalog No: SM0313)  

Markır Fermentas GeneRuler™ 1 kb Plus DNA 

Ladder (Katalog No: SM1333) 

2.8 Gerçek Zamanlı PCR İçin Bitki Materyali Toplama 

Balıkesir‟de yetiĢen “var yılı” (ġekil 2.1) ve “yok yılı” (ġekil 2.2) olarak 

belirlenen zeytin ağaçlarından, triozfosfat izomeraz geninin ekspresyon 

seviyesinin belirlenmesi için çeĢitli dokulardan örnekler toplandı.  “Var yılı” ve 

“yok yılı” ifadeleri zeytin bitkisinin sırasıyla; çok meyveli ve az meyveli 

durumunu ifade etmektedir. 12 ay boyunca bu ağaçların çeĢitli dokularından 

örnekler toplandı.  Her örnek toplamada; tarih, hava durumu, toplanan doku 

örnekleri ve toplanıldığı ağaç hakkındaki bilgiler not edildi (Tablo 2.8). Toplanan 

örnekler, sıvı azot içerisinde laboratuara getirildi ve -80 °C‟de muhafaza edildi. 
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                    ġekil 2.1: Var yılı olarak belirlenen 1.Ağaç 

 

 

      ġekil 2.2: Yok yılı olarak belirlenen 2.Ağaç       
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2.9 RNA İzolasyonu 

Triozfosfat izomeraz proteinin zamansal ve yersel ekspresyon seviyelerini 

belirlemek için; 12 ay boyunca toplanan var yılı ve yok yılı zeytin ağaçlarına ait 

çeĢitli doku örneklerinden (Tablo 2.8) RNA izolasyonu için, Sigma (Taufkirchen, 

Almanya) firmasına ait “Spectrum Plant Total RNA Kiti (Katalog No: STRN50-

1KT)” kullanıldı ve izolasyon kitin kullanma kılavuzu takip edilerek yapıldı. Bu 

kit ile gerçekleĢtirilen RNA izolasyonu, zeytin yaprak örneklerinde oldukça 

baĢarılı iken meyve örnekleri ile yapılan izolasyonlarda verimsiz olduğu 

gözlemlendi. Bu nedenle meyve örnekleri için Qiagen (Hilden, Almanya) 

firmasına ait “RNeasy Plant Mini Kit (Katalog No: 74904)” kullanıldı ve 

izolasyon kitin kullanma kılavuzu takip edilerek yapıldı. Toplam RNA 

örneklerindeki DNA molekülllerini ortadan kaldırıp daha saf RNA örneği elde 

etmek için DNaz enzimi kullanıldı. Sigma kiti kullanılarak yapılan örnekler, 

Sigma (Taufkirchen, Almanya) firmasına ait “On-Column DNase I Digestion Seti 

(Katalog No: DNASE70-1SET)” ile Qiagen kullanılarak yapılan meyve örnekleri 

ise; Qiagen (Hilden, Almanya) firmasına ait “On-Column DNase Digestion with 

the RNase-Free Dnase enzimi (Katalog No: 79254)” ile muamele edildi. ĠĢlem 

protokollerine uygun Ģekilde gerçekleĢtirildi.  

2.10 DEPC’li Su Hazırlama 

RNA örneklerini nükleazlardan korumak için izolasyonda kullanılan 

ortamın, kullanılan pipetlerin ve elektroforez takımının temizlenmesi için 

DEPC‟li su kullanıldı. DEPC' li suyun hazırlanmasında Sigma (Taufkirchen, 

Almanya) firmasına ait DEPC‟den (Katalog No: D5758) kullanıldı. 0.1 mL 

DEPC‟den alınarak 100 mL suya eklendi ve alt üst edildi. 37 °C‟de 12 saat 

bekletildikten sonra 15 dakika otoklav yapılarak kullanıma hazır hale getirildi. 
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Tablo 2.8: Ekspresyon seviyelerini belirlemek için toplanan örnekler ve hava Ģartları 

Tarih Sıcaklık 

Ortalama 

Nem 

Ortalama 

Örnekler 

 

15.04.2010 

 

15 °C 

 

%61 

Tomurcuklu yaprak(1.Ağaç) 

Tomurcuksuz yaprak(2.Ağaç) 

Sürgün(3.Ağaç) 

 

 

 

14.05.2010 

 

 

 

21 °C 

 

 

 

%47 

Yaprak (1.Ağaç) 

Tomurcuk (1.Ağaç) 

Çiçek(1.Ağaç) 

Yaprak (2.Ağaç) 

Tomurcuk (2.Ağaç) 

Tomurcuk+çiçek(2.Ağaç) 

Sürgün(3.Ağaç) 

 

17.06.2010 

 

26 °C 

 

%60 

Yaprak (2.Ağaç) 

Yaprak (1.Ağaç) 

Sürgün 

 

 

15.07.2010 

 

 

26 °C 

 

 

%61 

Yaprak (1.Ağaç) 

Meyve (1.Ağaç)  

Yaprak (2.Ağaç) 

Meyve (2.Ağaç) 

 

19.08.2010 

 

27 °C 

 

%55 

Yaprak (1.Ağaç) 

Meyve (1.Ağaç) 

Yaprak (2.Ağaç) 

 

 

22.09.2010 

 

 

20 °C 

 

 

%61 

OlgunlaĢmamıĢ meyve (1.Ağaç) 

OlgunlaĢmıĢ meyve (1.Ağaç) 

Yaprak (1.Ağaç) 

OlgunlaĢmamıĢ meyve (2.Ağaç) 

Yaprak (2.Ağaç) 

 

19.10.2010 

 

20 °C 

 

%71 

Yaprak (1.Ağaç) 

Pedisel (1.Ağaç) 

Meyve  

Yaprak (2.Ağaç) 

 

22.11.2010 

 

7 °C 

 

%84 

Yaprak (1.Ağaç) 

Meyve (1.Ağaç) 

Yaprak (2.Ağaç) 

 

20.12.2011 

 

11 °C 

 

%72 

Yaprak (1.Ağaç) 

Meyve (1.Ağaç) 

Yaprak (2.Ağaç) 

 

19.01.2011 

 

2 °C 

 

%81 

Yaprak (1.Ağaç) 

Yaprak (2.Ağaç) 

Yaprak (3.Ağaç) 

 

21.02.2011 

 

6 °C 

 

%63 

Yaprak (1.Ağaç) 

Yaprak (2.Ağaç) 

 

16.03.2011 

 

 

12 °C 

 

%41 

Yaprak (1.Ağaç) 

Yaprak (2.Ağaç) 

Sürgün (3.Ağaç) 
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2.11 TAIL-PCR (Thermal Asymmetric Interlaced) 

Triozfosfat izomeraz geninin promotörünü tespit etmek için; ilk olarak 

bilinen cDNA dizisinden 5‟ucuna ters yönde ve kademeli olarak TAIL1, TAIL2 

ve TAIL3 primerleri (bkz. Tablo 2.3) Primer3 [112] programı yardımıyla 

tasarlandı. Bu primerlere karĢılık olarak rastgele bağlanan primerler (AD1, AD2, 

AD2a, AD3 ve AD5) kullanıldı (bkz. Tablo 2.3). Liu Y. G. ve arkadaĢlarının  

detaylı olarak analiz ettiği TAIL-PCR protokolü modifiye edilerek kullanıldı. 

Optimize edilen PCR reaksiyonları kademeli olarak gerçekleĢtirildi (Tablo 2.9). 

Bu PCR‟lerin her biri için farklı komponentler kullanıldı (Tablo 2.10). ġekil 2.3‟ 

de TAIL-PCR‟nin mekanizması Ģematize edilmiĢtir.  

 

ġekil 2.3 TAIL - PCR‟nin mekanizması 
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Tablo 2.9: TAIL-PCR programı 

 Sıcaklık Zaman Döngü 

TAIL1 - PCR  

1. Basamak 92 °C 3 dk.  

1 2. Basamak 95 °C 1 dk. 

3. Basamak 94 °C 30 sn.  

5 4. Basamak 60 °C 1 dk. 

5. Basamak 72 °C 2 dk.  

6. Basamak 94 °C 30 sn.  

1 7. Basamak 25 °C 2 dk. 

8. Basamak 72 °C 2 dk. 

9. Basamak 94 °C 30 sn.  

30 10. Basamak 60 °C 1 dk. 

11. Basamak 72 °C 2 dk. 

12. Basamak 72 °C 5 dk 1 

TAIL2 - PCR  

1) Basamak 94 °C 30 sn.  

 

 

 

12 

2) Basamak 60 °C 1 dk. 

3) Basamak 72 °C 2 dk. 

4) Basamak 94 °C 30 sn. 

5) Basamak 60 °C 1 dk. 

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.  

20 2) Basamak 45 °C 1 dk. 

3) Basamak 72 °C 2 dk. 

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

TAIL1  Miktar 

Tampon (10 X) 2 µL 

MgCl2 1.2 µL 

Primer TAIL1 (5 µM) 2 µL 

 dNTP (10 mM) 0.4 µL 

DMSO 0.4 µL 

gDNA 2 µL 

Taq Polimeraz 0.5 µL 

Distile su 6.5 µL 

AD Primer (10 µM) 5 µL 

TAIL2  

Tampon (10 X) 2.5 µL 

MgCl2 1.5 µL 

Primer TAIL2 (5 µM) 2 µL 

dNTP (10 mM) 0.4 µL 

DMSO 0.5 µL 

1/40 TAIL1 PCR ürünü 1 µL 

Taq Polimeraz 0.5 µL 

Distile su 12.6 µL 

AD Primer (10 µM) 5 µL 

TAIL3  

Tampon (10 X) 5 µL 

MgCl2 3 µL 

Primer TAIL3 (5 µM) 2 µL 

dNTP (10 mM) 0.8 µL 

DMSO 1 µL 

1/10 TAIL2 PCR ürünü 1 µL 

Taq Polimeraz 0.5 µL 

Distile su 26.7 µL 

AD Primer (10 µM) 10 µL 

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

Fermentas (Vilnius, Litvanya) firmasından yerli firmalar aracılığıyla temin 

edilen “RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kiti (Katalog No: K1622)” 

kullanılarak ters transkripsiyon (RT-PCR) yapıldı ve bunun için kit protokolü 
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takip edildi. PCR reaksiyonları, 20 µL‟lik toplam hacim içerisinde Tablo 

2.11‟deki komponentlerden belirtilen miktarlarda eklenerek gerçekleĢtirildi.  

 

Tablo 2.11: RT-PCR komponentleri ve uygulanma protokolü 

Bileşenler Miktar Konsantrasyon 

Kalıp RNA 5 µL - 

Oligo (dT)18 primer 1 µL - 

DEPC‟li su 6 µL - 

5 dk. 65 °C‟de inkübasyon 

Tampon 4 µL 5 X 

RNaz inhibitörü 1 µL 20 u/µL 

dNTP Mix 2 µL 10 mM 

Revers Transkriptaz 1 µL 200 u/µL 

60 dk. 42 °C‟de inkübasyon 

5 dk. 70 °C‟de inkübasyon 

2.13 Gerçek Zamanlı PCR (Real-Time PCR) 

Belirlenen zeytin ağaçlarının çeĢitli dokularından 12 ay boyunca toplanan 

örneklerden (bkz. Tablo 2.8) izole edilen RNA örneklerinden, ters transkripsiyon 

ile elde edilen cDNA örnekleri kalıp olarak kullanıldı. Gerçek zamanlı PCR, 

Bioneer (Seoul, Kore) firmasına ait “GreenStar qPCR PreMix (Katalog No: K-

6210)” kiti kullanılarak gerçekleĢtirildi. Gerçek zamanlı PCR için gerekli 

malzemeler kitin kullanma kılavuzunda belirtildiği Ģekilde, Tablo 2.12‟de 

gösterildiği gibi, ilave edilerek Bioneer (Seoul, Kore) markalı Gerçek zamanlı 

PCR cihazı ile Tablo 2.13‟de gösterilen programda uygulandı. Gerçek zamanlı 

PCR reaksiyonları, her bir cDNA örneği için, hem zeytin tahmini TIM genine 

hem de normalizör gen olan GapDH‟ye (GenBank eriĢim no: 154260889) ait 

özgül primerler kullanılarak 3‟er tekrarlı olacak Ģekilde gerçekleĢtirildi.  
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Tablo 2.12: Real-Time PCR reaksiyonlarında kullanılan komponentler ve konsantrasyonları 

Bileşenler Miktar Konsantrasyon 

cDNA Kalıp 1 µL - 

Primer L 1 µL 5 μM 

Primer R 1 µL 5 μM 

DEPC‟li su 17 µL - 

GreenStar qPCR PreMix Liyofilize halde 

 

Tablo 2.13: Real-Time PCR döngü koĢulları 

Basamak Fonksiyon Sıcaklık Zaman Döngü 

1. Basamak Ġnkübasyon 95 °C 5 dk. - 

2. Basamak Ġnkübasyon 94 °C 15 sn. - 

3. Basamak Ġnkübasyon 55 °C 15 sn. - 

4. Basamak Tarama - - - 

5. Basamak Ġnkübasyon 72 °C 15 sn. - 

6. Basamak Basamak 2‟ye dön - - 35 

7. Basamak Ġnkübasyon 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 

BaĢlangıçta ismi belirsiz olan cDNA dizisine ait, NCBI veri tabanıdaki 

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) programının nBLAST sekmesi ile 

yapılan analizin sonucu, ġekil 3.1 ve ġekil 3.2‟de gösterilmektedir. “mk4mk22” 

isimli cDNA dizisinin; triozfosfat izomeraz genine ait olduğu görüldü. pBLAST 

sekmesi yardımıyla amino asit dizisi analize tabi tutuldu (ġekil 3.3 ve ġekil 3.4). 

Kütüphaneden temin edilen “mk4mk22” isimli cDNA dizisinin en yakın 

benzerliği gösterdiği gen ailesi tespit edildi (ġekil 3.5). Triozfosfat izomeraz gen 

ailesinin bir üyesi olduğu belirlendi. 

 

ġekil 3.1: TIM cDNA dizisinin BLAST analizi 
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ġekil 3.2: TIM cDNA dizisine benzeyen nükleotit kayıtları 

 

 

 

         ġekil 3.3: Protein dizisinin BLAST analizi                          

 

 

ġekil 3.4: ORF dizisine benzeyen protein kayıtları 

 

 

 

ġekil 3.5: “mk4mk22” cDNA dizisinin ait olduğu protein ailesi 
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Triozfosfat izomeraz geninin aktif bölgesi ve özelliği (ġekil 3.6) ve 

genimizin 3-boyutlu yapısı için yapılan analizin sonucu (ġekil 3.7) gösterildi. 

Aktif bölgesinde; “TIM Barrel” yapısının bulunduğu ve diğer TIMlerle 

karĢılaĢtırıldığında korunmuĢ olarak bulunan aynı aktif bölge amino asitlerini 

içerdiği saptandı. 

 

           ġekil 3.6: TIM proteinin aktif bölgesi 

 

 

     

ġekil 3.7: TIM proteinin Cn3D‟de görüntülenen 3 boyutlu yapısı 
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3.1.2 BioEdit Programı 

Zeytin tahmini triozfosfat izomeraz geninin cDNA dizisinin nükleotit 

kompozisyonu analiz sonuçları ġekil 3.8‟de görülmektedir.  Bu sonuçlara göre 

1176 nükleotit uzunluğundaki triozfosfat izomeraz geninin %42.60 G+C ve 

%57.40 A+T içerdiği belirlendi.   

 

ġekil 3.8: Triozfosfat izomeraz cDNA dizisinin nükleotit kompozisyonu 

 

Triozfosfat izomeraz cDNA dizisinin, Bioedit programı vasıtasıyla tespit 

edilen açık okuma çerçevesi (ORF) ġekil 3.9‟da gösterildi. Triozfosfat izomeraz 

geninin açık okuma çerçevesinin amino asit kompozisyonu bulundu (ġekil 3.10). 

Burada; valin ve alanin içeriği sırasıyla %11 ve %12 olmak üzere toplam %48 

hidrofobik amino asit içermesinin yanı sıra; glutamik asit gibi asidik özellikte, 

lizin gibi bazik ve glisin ile serin gibi hidrofilik amino asitleri bir arada 

bulunduran kompleks amino asit içeriği  dikkat çekmektedir. 

 

ġekil 3.9: Triozfosfat izomeraz geninin açık okuma çerçevesi 
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ġekil 3.10: Triozfosfat izomeraz proteinin amino asit kompozisyonu 

3.2 ExPASy Analizleri 

 

Zeytin triozfosfat izomeraz proteinin translasyon sonrası özelliklerini 

anlamak için ilk olarak triozfosfat izomeraz proteininin hücre içindeki tahmini 

lokalizasyonuna  bakıldı (ġekil 3.11 ve ġekil 3.12). 

 

 

ġekil 3.11: Triozfosfat izomerazın hücre içi lokalizasyon tahmini 

 

 

Zeytin tahmini triozfosfat izomeraz geninin hücre içerisindeki 

lokalizasyonu, Predotar isimli programla tespit edildikten sonra SOSUI programı 

yardımıyla desteklenmiĢ olan sonuç ġekil 3.12‟de görülmektedir. Predotar isimli 
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programda yapılan analiz ile TIM‟in %3 oranında mitokondride bulunurken %97 

oranında hücrede herhangi bir yerde lokalize olduğu görüldü. SOSU isimli 

programın ise; stoplazmik bir protein olduğunu belirtmesi sonucu; zeytin 

triozfosfat izomeraz geninin stoplazmada sentezlendiği belirlendi. 

 

 

ġekil 3.12: Triozfosfat izomeraz proteinin hücre içi tahmini lokalizasyonu 

 

Triozfosfat izomeraz proteininin transit peptitinin olup olmadığını anlamak 

için yapılan analizin sonucu ġekil 3.13‟de görülmektedir.  RC ile ifade edilen 

kısım analizin güvenilirliğini ölçmektedir.  1‟den 5‟e kadar derecelendirilmiĢ 

ölçekte değer düĢtükçe güvenilirlik artmaktadır. Bu durumda 2 değeri burada 

sonucun %80 güvenilir olduğunu göstermektedir. 

 

ġekil 3.13: Triozfosfat izomeraz proteinin transit peptit analizi 
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Triozfosfat izomerazın protein özelliğini belirlemek için yapılan analiz 

sonucu ġekil 3.14‟deki gibidir. SOSU isimli programla yapılan analiz sonucuyla; 

proteinin hücre içerisinde çözününmüĢ halde bulunduğu görüldü. 

 

ġekil 3.14: Triozfosfat izomerazın protein özelliği 

 

SignalP programı ile zeytin tahmini triozfosfat izomeraz geninin sinyal 

peptid içerip içermediği ve transmembran proteini bulundurma durumu 

görülmektedir (ġekil 3.15 ve ġekil 3.16). Burada sinyal peptidi bulunmadığını ve 

transmembran domaini olmadığını dolayısıyla membran proteini olmadığını 

görmekteyiz. 

 

 

         ġekil 3.15: Triozfosfat izomerazın sinyal peptid analizi 
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          ġekil 3.16 Triozfosfat izomerazın transmembran proteini analizi 

 

3.1 DNA İzolasyonu ve PCR 

Zeytin çeĢitlerine (Tablo 2.1) ait yapraklardan elde edilen genomik DNA 

örneklerinin agaroz jel görüntüleri ġekil 3.17‟de görülmektedir.   

 

                    ġekil 3.17: Ġzole edilen genomik DNA örnekleri 
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Polimorfizm olup olmadığını anlamak için toplanan örneklerden (bkz. 

Tablo 2.2) triozfosfat izomeraz genine spesifik primerler (TIMAmpL ve  

TIMAmpR) ile PCR yapıldı (ġekil 3.24). 

 

              ġekil 3.18: Zeytin çeĢitleriyle yapılan PCR ürünleri 

3.2 İntron Analizi 

Triozfosfat izomeraz geninde intronunun olup olmadığını belirlemek için 

hem gDNA hem de cDNA örneklerinden ayrı ayrı spesifik primerler (TIMAmpL 

ve TIMAmpR) ile PCR yapıldı ve sonuçlar ġekil 3.19‟da gösterildi. Jelde bant 

veren PCR ürünleri dizi analizine gönderildi. Jel görüntüsünde aynı büyüklükte 

görülmesinin yanı sıra dizi analizi sonucu; gDNA ve cDNA dizileri karĢılaĢtırıldı 

ve aynı moleküler büyüklükte (yaklaĢık 800 nükleotit) olduğu görüldü. Böylece 

zeytin triozfosfat izomerazın intronunun bulunmadığı tespit edildi (ġekil 3.19). 

Ayrıca yapılan BLAST analizi  de sonucu doğrulamaktadır (ġekil 3.20). 

 

ġekil 3.19: Ġntron tespiti için yapılan PCR ürünleri: 1. gDNA kalıbıyla yapılan PCR ürünü 

                  2. cDNA kalıbıyla yapılan PCR ürünü 
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ġekil 3.20: Zeytin triozfosfat izomeraz geninin intron analizi 

 

3.3 Polimorfizm Analizi 

Polimorfizmin tespiti için triozfosfat izomeraz geninin zeytin çeĢitleri 

arasındaki farklılıkları ayrı ayrı incelendi. 9 farklı zeytin çeĢiti (bkz. Tablo 2.1) ile 

yapılan PCR ürünlerinin, dizi analizi sonuçlarına ait kromotogramlarda piklerin 

sağlamlığı kontrol edildikten sonra BioEdit programı ile hizalandı. Zeytin tahmini 

triozfosfat izomeraz geninde polimorfizm bulunmadığı dizileme sonuçlarından 

görülmektedir (ġekil 3.22 ve ġekil 3.23). 

 

ġekil 3.21: Dizi analizinden gelen dizilere ait kromotogramlar 

 

.

 

ġekil 3.22: Zeytin çeĢitlerinin nükleotid dizilerinin karĢılaĢtırılması 
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ġekil 3.23: Zeytin çeĢitlerinin amino asit dizilerinin karĢılaĢtırılması 

3.4 TAIL-PCR 

Triozfosfat izomeraz geninin promotörünü bulmak için gerçekleĢtirilen 

PCR ürününün jeldeki görüntüsü ġekil 3.24‟deki gibi fotoğraflandı.  

 

ġekil 3.24: TAIL-PCR jel görüntüsü 

TAIL-PCR sonucunda elde edilen hedef PCR ürünleri dizi analizine 

gönderildi. Dizi analizinden gelen sonuçlara göre, ġekil 3.25‟te görüldüğü gibi; 

kendi içlerinde karĢılaĢtırılarak bir dizi oluĢturuldu. OluĢturulan bu dizi ile cDNA 

dizisi BioEdit programı yardımı ile karĢılaĢtırılarak promotör analizi yapıldı 

(ġekil 3.26). Bunun sonucunda; elde edilen promoter aday bölgenin zeytin 

triozfosfat izomeraz cDNAsı‟na ait 5‟ ucundan ilk 63 nükleotitlik bölge ile 

benzeĢtiği görüldü (ġekil 3.27). 
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ġekil 3.25: Promotör analizi 

 

 

ġekil 3.26: Promotör aday bölgenin NCBI veri tabanında analizi 

 

ġekil 3.27: TIM' in 5' ucundan 63 bazla benzeĢmesi 

 

 

3.5 Triozfosfat İzomeraz Geninin Ekspresyon Seviyesinin 

Belirlenmesi 

Triozfosfat izomeraz proteinin, dokusal ve zamansal ekspresyon 

seviyerlerinin belirlenmesi için toplanan çeĢitli dokulardan (bkz. Tablo 2.8) elde 

edilen RNA örnekleri jelde yürütülerek fotoğraflandı (ġekil 3.28).  
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ġekil 3.28: Toplam RNA örneklerinin agaroz jel görüntüsü 

 

 

12 ay boyunca toplanan yaprak örneklerinden izole edilen RNA örnekleri 

kalıp olarak kullanılarak yapılan gerçek zamanlı PCR sonuçları analiz edildiğinde 

oluĢan grafik ġekil 3.30‟da görülmektedir.  Burada zeytin triozfosfat izomeraz 

geninin en çok “yok yılı” diye isimlendirilen ağaçta ġubat ayında en fazla 

sentezlendiği görüldü. 

 

 

ġekil 3.29: Yaprak örnekleri grafiği 
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ġekil 3.30: Yaprak örneklerindeki ekspresyon seviyesi 

 

12 ay boyunca, zeytinin çeĢitli dokularından toplanan örneklerden izole 

edilen RNA örnekleri kalıp olarak kullanılarak yapılan gerçek zamanlı PCR 

sonuçları analiz edilerek bir grafik oluĢturuldu (ġekil 3.32). Meyve örneklerine ait 

cDNA kütüphanesinden temin edilen zeytin triozfosfat izomeraz geninin farklı 

zeytin dokularındaki ekspresyon seviyelerini gösteren grafik de meyveye has bir 

gen olduğunu doğruladı.  

 

 

ġekil 3.31:  Doku örnekleri grafiği 
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ġekil 3.32: Farklı dokulardaki ekspresyon seviyesi 

 

 

12 ay boyunca zeytin ağaçlarından toplanan meyve örneklerinden izole 

edilen RNA örnekleri kalıp olarak kullanılarak yapılan gerçek zamanlı PCR 

sonuçları analiz edildiğinde oluĢan grafik ġekil 3.34‟de gösterildi. Meyveye has 

bir gen olduğu anlaĢıldıktan sonra meyve hasat zamanı olan aylara göre 

ekspresyon seviyelerine bakıldığında; metabolik aktivitenin en yüksek olduğu, 

meyvenin olgunlaĢma dönemi olan Kasım ayında en yüksek oranda 

sentezlendiği görüldü. 

 

 

   ġekil 3.33: Meyve hasat zamanı ayları grafiği 
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ġekil 3.34: Meyve örneklerinde hasat zamanı olan aylara göre ekspresyon seviyeleri 

 

 

12 ay boyunca zeytin ağaçlarından toplanan meyve çeĢitlerine ait 

örneklerden izole edilen RNA örnekleri kalıp olarak kullanılarak yapılan gerçek 

zamanlı PCR sonuçları analiz edildiğinde oluĢan grafik ġekil 3.36‟da gösterildi. 

Meyve çeĢitleri arasında yapılan reaksiyonda ekspresyon seviyelerine 

bakıldığında ise; zeytin triozfosfat izomeraz geninin en fazla “Ġzmir sofralık” 

zeytin çeĢidinde sentezlendiği görüldü. 

 

 

ġekil 3.35:  Meyve çeĢitleri grafiği 

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

7000

8000

TEMMUZ
MEYVE

AĞUSTOS
MEYVE

EYLÜL MEYVE EKİM MEYVE KASIM MEYVE

K

A

T

 

G

A

P

D

H 



56 

 

 

ġekil 3.36 Meyve çeĢitlerine göre ekspresyon seviyeleri 

 

 

-20

0

20

40

60

80

100

120

140 

K

A

T

 

G

A

P

D

H 



57 

 

4. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Tezin ana materyali olan zeytin tahmini triozfosfat izomeraz geni, “zeytinde 

var yılı ve yok yılını kontrol eden genlerin tespit edilmesi” amaçlı proje kapsamında 

yapılan meyve cDNA kütüphanesinden temin edilmiĢtir. “mk4mk22” olarak 

isimlendirilen genin biyoinformatik araçlarla analizi sonucunda triozfosfat izomeraz 

gen ailesine benzediği ve Petunia hybrida triozfosfat izomerazı ile en yakın benzerlik 

gösterdiği saptanmıĢtır. 

 

Zeytin tahmini triozfosfat izomeraz geninin nükleotit kompozisyonuna 

bakıldığında; 1176 baz çifti uzunluğunda, %42.60 G+C oranına ve %57.40 A+T 

oranına sahip olduğu belirlenmiĢtir. Biyoinformatik analiz için; programlar 

yardımıyla genin 254 amino asit uzunluğunda bir protein sentezlediği görülmüĢtür. 

Kısa bir 5‟ UTR (19 nükleotit) ve çok uzun (23 nükleotitlik Poli A kuyruğu hariç 367 

nükleotit) bir 3‟UTR içerdiği saptanmıĢtır. Ġzoelektrik noktası, 5.36 ve moleküler 

ağırlığı 29044.44 Dalton olarak belirlenmiĢtir. Genin amino asit kompozisyonuna 

baktığımızda ise sitosolik TIM enzimlerinin homoloğu olmasına rağmen valin ve 

alanin içeriği sırasıyla %11 ve %12 olmak üzere toplam %48 hidrofobik amino asit 

içermesinin yanı sıra glutamik asit gibi asidik özellikte, lizin gibi bazik ve glisin ile 

serin gibi diğer hidrofilik amino asitleri bir arada bulunduran kompleks amino asit 

içeriği  dikkat çekmektedir. En az bulunan amino asitin ise %1.1 ile sistein olduğu 

görüldü. Buna bağlı olarak bu durum; zeytin tahmini TIM proteininin ya membrana 

gömülü olduğu ya da globüler protein olduğu Ģüphesini uyandırdı.  Ayrıca bu 

tahmin, proteinin serin bakımından (hidrofilik bir amino asit) zengin olması hücre 

zarı veya organel zarlarından ziyade stoplazmik olduğu ihtimalini güçlendirmektedir.   

 

Proteinin hücre içerisindeki yerleĢimine bakıldığında; yüksek oranda 

stoplazmada bulunması, mitokondri transit peptidinin bulunması ve çözünmüĢ 

protein olarak görünmesi, zeytin tahmini triozfosfat izomeraz geninin stoplazmadan 

mitokondriye gönderildiğini düĢündürmektedir.   
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Zeytin triozfosfat izomeraz geninin aktif bölgesinde de triozfosfat izomeraz 

proteinlerinin karakteristik özelliği olan “TIM Barrel” motifinin varlığı ve 

domainlerinin diğer canlılarla benzerlik gösterdiği görülmüĢtür.   

 

Kromozomal genin intron sayısı ve uzunluklarını tespit etmek için gene özgü 

primerler ile yapılan gDNA ve cDNA PCR ürünlerinin dizilenmesi sonucunda zeytin 

triozfosfat izomeraz geninde intron bulunmadığı tespit edilmiĢtir. 

 

Edremit Zeytincilik Üretme Ġstasyonu‟nun Gömeç bahçesinden toplanan 9 

adet zeytin çeĢidinden (Tablo 2.1) yapılan PCR ürünlerinin dizilenmesi sonucunda 

zeytin tahmini triozfosfat izomeraz geninde herhangi bir polimorfik bölgeye 

raslanmamıĢtır.  Yapılan literatür taramasında da görülmüĢtür ki; triozfosfat 

izomeraz hemen hemen tüm canlılarda bulunan, korunmuĢ bir yapıya sahiptir.  Bu 

durumda NCBI web sayfası yardımıyla yapılan BLASTX analizi sonucuna göre 

zeytin tahmini triozfosfat izomeraz amino asit dizisinin insanınkine bile çok yüksek 

benzeĢme gösterirken zeytinin kendi çeĢitleri arasında hiç polimorfizm göstermemesi 

tutarlı görülmüĢtür. 

 

Zeytin tahmini triozfosfat izomeraz geninin promotör bölgesinin tespit 

edilmesi için yapılan TAIL - PCR sonucunda promotör aday bölge olarak 5‟ yönüne 

doğru yaklaĢık 350 baz çifti tespit edilmiĢtir.  Bu bölgenin bioinformatik araçlar ile 

analizinde ise henüz bir promotör yapısı gözlenmemesi bu bölgenin promotörün bir 

kısmı olduğunu düĢündürmektedir.  Bunun yanı sıra promotör aday bölge ile zeytin 

tahmini triozfosfat izomerazın karĢılaĢtırılması için BLASTn analizi yapıldığında 

zeytin tahmini triozfosfat izomeraz geninin nükleotit dizisine ait ilk 63 nükleotitlik 

bölge ile bire bir benzeĢtiği dikkat çekmektedir. 

 

Zeytin tahmini triozfosfat izomeraz mRNA‟sının dokusal ve zamansal 

(sentez) ekspresyon seviyelerini belirlemek için yapılan analizler; yapraklar, 

tomurcuklar, çiçekler, sürgünler ve meyve çeĢitleri olmak üzere 5 grupta 
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değerlendirilmiĢtir.  Aylara göre yaprak örneklerinin ekspresyon seviyeleri analiz 

edildiğinde; ġubat ayındaki “yok yılı”na ait örneklerde en fazla sentezlendiği 

görülmektedir. Tomurcuk, çiçek, sürgün ve meyve dokularındaki triozfosfat 

izomeraz karĢılaĢtırıldığında ise; en fazla meyve örneklerinde sentezlendiği göze 

çarpmaktadır. Böylece meyveye has bir gen olduğu anlaĢıldıktan sonra meyve 

hasat zamanı olan aylara göre ekspresyon seviyelerine bakıldığında metabolik 

aktivitenin en yüksek olduğu, meyvenin olgunlaĢma dönemi olan Kasım ayında en 

yüksek oranda sentezlendiği görüldü. Meyve çeĢitleri arasındaki ekspresyon 

seviyelerine bakıldığında; zeytin tahmini triozfosfat izomeraz geninin ekspresyon 

seviyesinin en yüksek olduğu meyve çeĢidi; “Ġzmir sofralık” olduğu görülmüĢtür.   

 

ġimdiye kadar yapılan literatür taramasında; zeytin (Olea europaea L.) 

triozfosfat izomeraz genine ait bir çalıĢmaya rastlanmamıĢtır. Bu çalıĢma ile zeytin 

tahmini triozfosfat izomeraz geninin moleküler biyolojik düzeyde zeytin çeĢitlerinde 

ilk defa analizi yapılmıĢtır. Böylece bu genle ilgili literatüre katkı sağlanmıĢtır. Bir 

bütün olarak değerlendirildiğinde zeytin tahmini triozfosfat izomeraz geninin 

moleküler karakterizasyonu; zeytin moleküler genetik araĢtırmalarına ve dolayısıyla 

zeytin genlerinin aydınlatılması çalıĢmalarına az da olsa bir katkı sağlamıĢtır.  
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