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OZET

ZEYTIN TAHMINI TiYOREDOKSIN GENININ MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU

Giilgin CETIN
Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,
Biyoloji Anabilim Dal

(Yiiksek Lisana Tezi / Tez Damismam: Yard. Dog. Dr. Ekrem DUNDAR)
Balikesir, 2011

Bu c¢alismada Ayvalik zeytin ¢esidine (Olea europaea L. cv. Ayvalik) ait
meyvesiz yapraklardan ele edilen cDNA kiitiiphanesine ait tahmini tiyoredoksin
geninin molekiiler analizi yapildi. Tiyoredoksinler hiicre redoks diizenlemesinde rol
oynayan kiigiik proteinlerdir. Gelismis Okaryotlardan prokaryotlara kadar tiim
organizmalarda mevcuttur. Tiyoredoksin disiilfit oksidorediiktaz olarak hizmet eder.
Cesitli biyoinformatik araglarla analiz edilen tiyoredoksin geninin 706 niikleotit
uzunlugundaki mRNA’ smin 188 aminoasit kodlayan bir acik okuma ¢ercevesi
(ORF) bulundurdugu, molekiiler agirhginin 20944.94 Dalton oldugu tespit edildi.
Genin kodladig1 proteinin yiiksek oranda serin aminoasidi bulundurmasina ilaveten
diger bitkilerin tiyoredoksinlerinin hi¢ birinde rastlanmayan 6 adet serin aminoasit
tekrar1 (SSSSSS) icerdigi tespit edildi. Tahmini tiyoredoksin geninin iki ekzon ve bir
introndan olusmakta oldugu bulundu. Zeytinde ilk defa uygulanan TAIL - PCR ile
yaklasik 650 niikleotitlik promotér bolgesi tespit edildi. Proteinin dokusal ve
zamansal ekspresyon seviyesini belirlemek igin 12 ay boyunca toplanan zeytin
orneklerinden elde edilen RNA Ornekleri ile anlik gosterimli (real - time) PCR
yapildi. Genin en ¢ok meyvede sentezlendigi, aylara gore bakildiginda ise Kasim
aymnda olusan olgun meyvede ekspresyon seviyesinin en yiiksek oldugu saptandi.
Tahmini tiyoredoksin geninin zeytindeki temel gorevini 6grenmek igin yapilacak
protein ekspresyon deneylerinin ilk basamagi olan ekspresyon vektoriine klonlama
islemi gerceklestirildi.  Sonraki calismalarda ekspresyon vektoriinden proteinin
iiretilmesi ve biyokimyasal karakterizasyonunun yapilmasinin yanmda, promotor
bolgesinin tamamiim tespit edilerek fonksiyonel promotér karakterizasyonunun
yapilmasi planlanmaigtir.

ANAHTAR KELIMELER: Zeytin, Olea europaea L., tiyoredoksin, intron,
promotdr, polimorfizm analizi, SNP



ABSTRACT

MOLECULER CHARACTERIZETION OF A PUTATIVE THIOREDOXIN
FROM OLIVE

Giilgin CETIN
Balikesir University, Institute of Science,
Department of Biology

(MSc Thesis / Supervisor: Assistant Prof. Dr. Ekrem DUNDAR)
Balikesir - Turkey, 2011

In this study, molecular analysis of a putative thioredoxin isolated from a
cDNA library generated from olive (Olea europaea L. cv. Ayvalik) leaves in July,
was performed. Thioredoxin is a small protein that functions in cellular redox
regulations as a disulfide oxidoreductase in many organisms fromhigher eukaryotes
to prokaryotes.. Bioinformatics analysis of the putative gene revealed about 706
nucleotides longmRNA that encodes a 188 amino acid long open reading frame
(ORF) and a 20944.94 Dalton protein. The putative protein contains a high
percentage of serine. Moreover the protein contains 6 amino acid repeat (SSSSSS)
that was not detected in its homologs in other plants. The putative thioredoxin gene
was found to be composed of two exons and one intron. TAIL — PCR in olive is
applied for the first time and a putative promoter region of approximately 650
nucleotides was detected. Spatial and temporal expression of mMRNA levels from
olive tissue samples collected along 12 months were detected with the real - time
PCR. According to the results the putative gene has sthe highest expression level in
mature fruits. To explore the biochemical properties of the encoded protein, the
cDNA was cloned into an expression vector. Studies to express the putative protein,
and to obtain a more comphrehensive promoter region are underway.

KEYWORDS: Olive, Olea europaea L., thioredoxin, intron, promoter,
polymorphism analysis, SNP
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1. GIRIS

1.1 Tiyoredoksin Nedir

Tiyoredoksin (TRX) geni, ilk olarak Escherichia coli’ de bulunmustur.
Tiyoredoksinler tiim prokaryot ve Okaryot canlilarda karakterize edilmis [1] ve
proteinin 1s1tya dayanikli, asidik ve kii¢iik molekiil agirligina (yaklasik 12kD) sahip
oldugu bulunmustur [2]. E.coli tiyoredoksininin 108 aminoasitten olusan bir
polipeptit zincirini kodladig1 ve proteinin karakteristik 6zelligi Trp - Cys — Gly (Ala /
Pro) - Pro - Cys - (Lys / Arg) motifine sahip oldugu ortaya ¢ikarilmstir [2, 3].

1.2. Tiyoredoksinin Islevi

Tiyoredoksinler, genellikle hedef proteinlerin distilfit kopriilerini kirabilen
disiilfit rediiktazlar olarak ¢alismaktadirlar. Fakat in vitro kosullarda distilfit koprii
olusumunun tesvikinde de gorev alabildigi goriilmiistiir [1]. Redoks aktif distilfitler,
tiyol - distlfit degisim reaksiyonlar1 tizerinde elektron tasmnmasi i¢in gereklidir [4].
Baslangicta  tiyoredoksinlerin  hiicrede, DNA’ nin iskeletine baglanan
deoksiriboniiklotitleri riboniikleotitlere ¢eviren temel enzim olan riboniikleotit
rediiktaz i¢in hidrojen verici olarak gorev aldigina inanmilmustir [2, 5]. E.coli’ de
tiyoredoksin geni eksik olan hiicreler gelistirilerek, tiyoredoksinin gercek islevlerinin
sadece riboniikleotit rediiktaz i¢in hidrojen verici olmadigi, ayrica glutaredoksinin
riboniikleotit igin alternatif elektron wvericisi islevi ortaya ¢ikarilmistir [6].
Disiilfitlerin indirgenmesi durumunda proteinlerin korunmasindan sorumlu temel
disiilfit rediiktaz, tiyoredoksin rediiktaz yardimiyla NADPH’ dan alinan elektronlar

ile indirgenen tiyoredoksindir [7]. Genellikle hiicre icerisinde yiiksek seviyede
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serbest SH seviyesinden ve diisiik redoks potansiyelinden sorumlu diger temel faktor
glutatyon rediiktaz ise NADPH tarafindan indirgenen glutatyondur (GSH) [8, 9].
GSH - bagimh disilfit rediiktazlar tiyoredoksinlerin iglevleriyle Ortlisen
glutaredoksinler tarafindan uyarilirlar. Hizli ve tersinir olan tiyol - disiilfit degisim
reaksiyonlari, katalitik SH gruplarimi kontrol etmekte ve glutoredoksin yapisinin
redoks ozelligi vasitasiyla proteinlerin iglevlerini kontrol edebilmektedir [10].
E.coli’ de tiyoredoksinin diger gorevleri siilfat 6ziimleme, faj olusumu ve disilfit

oksidorediiktaz olarak bulunmustur [7].

Bakteri, hayvan ve bitki hiicrelerinde tiyoredoksin ve tiyoredoksin
sistemlerinin yapist ve fonksiyonlar1 ile ilgili ¢aligmalar mevcuttur [7, 10-23].
Hayvanlar elektron kaynagi olarak NADPH kullanarak bir flavin enzim tiyoredoksin
rediiktaz tarafindan indirgenen ve tek bir tiyoredoksin sinifindan olusan tiyoredoksin
sistemi igermektedir [24]. Hayvan hiicreleri icerisinde tiyoredoksinlerin, hiicresel
proteinlerinin  antioksidan korumast ve transkripsiyon faktorlerinin redoks
diizenlenmesi gibi ¢esitli siireclerde [25] gerekli oldugu gosterilmistir.
Tiyoredoksinlerin NF - kB transkripsiyon faktoriiniin transkripsiyonel aktivitesini
yiikselttigi rapor edilmistir [26]. Ek olarak baska bir transkripsiyon faktoriiniin (AP -
1) DNA baglama aktivitesi, tiyoredoksinin degistirilmis formu olan bir redoks
faktori (ref - 1) tarafindan diizenlenmektedir [27]. Tiyoredoksin - peroksidaz enzimi
(TRXP) bilesimindeki tiyoredoksin, pek ¢ok organik ve inorganik oksidantlar ile
oksidasyonda hiicresel bilesenleri korudugu gosterilmistir [28, 29]. Tiyoredoksin -
peroksidazlar distlfit baglar1 boyunca dimerler olusturur. Tiyoredoksin proteinleri,
antioksidanlardan arindirilmis monomerik formda olan dimerik tiyoredoksin -

peroksidazlari indirgemektedir [30].

1.3 Tiyoredoksinin Cesitleri

Son yillarda tiyoredoksin ailesi iiyelerinin sayist 6nemli 6lglide artmustir.
Tiyoredoksinler, aminoasit dizilerine dayanarak iki aileye ayrilmistir. Aile I, belirgin

bir tiyoredoksin domaini barindiran proteinleri icerirken Aile Il ise bir veya daha



fazla tiyoredoksin domainin birlesimi olan ilave domainler ile fiizyon proteinlerinin
karisimmi igerir.  Ornegin Arabidopsis thaliana’ nimn genomunda en az 20 gen
belirlenmesi sebebiyle tiyoredoksin aile I, diger organizmalarla kiyasla 6zellikle
bitkiler alemi i¢in onemlidir [31]. Bunun aksine memelilerde 2 mayada 3 ve

Escherichia coli’ de 2 adet tiyoredoksin proteini rapor edilmistir [32-36].

Yiiksek yapili bitkilerde primer yapilari analizine dayanarak tiyoredoksin aile
I, 6 temel gruba ayrilmistir. Bunlar, Tiyoredoksin f, m, h, o, X ve y’dir. Tiyoredoksin
m, X ve Yy, prokaryotik tiyoredoksinler ile iliskilendirilmisken tiyoredoksin f, h ve o
Okaryotik organizmalara 6zgiidiir. Tiyoredoksin f, m, x ve y kloroplastta yerlesim
gosterirken tiyoredoksin o ise mitokondride bulunmustur [37]. Bitkiler en az 3
tiyoredoksin sinifi igermektedir.  Bunlarin tiimii ¢ekirdek genomu tarafindan
kodlanmaktadir [38]. Tiyoredoksin m ve f siniflari, kloroplastta yerlesmis ve 1s18a
bagimli  CO, fiksasyonda gerekli olan enzimlerin redoks Gzelligini
diizenlemektedirler [13, 19]. Tiyoredoksin m ve f’ nin indirgenmesinde araci olan
ferrodoksin, ferrodoksin - tiyoredoksin rediiktaz (FTR) enzimi tarafindan uyarilir [7].
Tiyoredoksinin iki tipi se¢ilen hedef enzimleri aktiflestirme kapasitelerine gore
belirlenmistir [39].  Tiyoredoksin f, fruktoz — 1,6 - bisfosfatazi (FBPase)
aktiflestirirken tiyoredoksin m ise NADP - malat dehidrogenaz (NADP - MDH)
aktiflestirmektedir. Ayrica kloroplastta tiyoredoksin x [40] ve tiyoredoksin y [41]
olarak isimlendirilen iki farkli tiyoredoksin belirlenmistir. 2 - sistein
peroksiredoksinleri indirme yetenekleri ile bu tiyoredoksinlerin oksidatif zarara kars1
plastidi korudugu gortilmiistiir [42]. Tiyoredoksin m’ ye benzer olan tiyoredoksin x
ise ferrodoksin - tiyoredoksin rediiktaz tarafindan aktiflestirilir ve 2 - Cys
peroksiredoksinin indirgenmesinde etkilidir [43]. Bitki hiicrelerinin sitopldzmasinda
tiyoredoksin h (heterotropik oldugu icin) olarak isimlendirilen tiyoredoksin formu
[44, 45] ve bitki mitokondrisinde tiyoredoksin o formu bulunmustur [46].
Tiyoredoksin o Arabidopsis’ te karakterize edilmistir [47] ve NADPH - bagh
tiyoredoksin rediiktaz (NTRA) ve tiyoredoksin 0’ nun birlesmesiyle tam bir
tiyoredoksin sistemi olusturmaktadir. H smifi tiyoredoksinler en yaygin ve en fazla
sayida olan gruptur. Hayvan tiyoredoksinleri gibi bitki h tipi tiyoredoksinler de
NADPH - bagimli tiyoredoksin rediiktaz tarafindan indirgenir. H smifi

tiyoredoksinler genis bir hiicre i¢i dagilima sahiptir. Genellikle sitoplazmiktir [48].
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Ancak diger hiicresel boliimlerde de belirlenmistir. Marcus ve arkadaglari [49]
fasiilye endosperminin endoplazmik retikulum hiicre bdliimlerinden ve
mitokondriden tiyoredoksin izole etmistir. Ek olarak Ishiwatari ve arkadaslar1 [50]
pirincin kalbur tiiplerinde temel proteinlerden birinin tiyoredoksin h oldugunu
belirlemistir.  Yapilan son c¢aligmalarda ise Schobert ve arkadaslar1 [51] bazi
dikotiledon ve monokotiledon bitkilerin kalbur tiiplerinden izole edilen
tiyoredoksinlerin  kalbur tiip proteinlerini  oksidatif zarardan korudugunu
belirlemislerdir. Bir¢ok organizmada bulunan tiyoredoksinlerin temel gorevlerinin

yaninda farkl 6zgiil islevlere de sahip oldugu bilinmektedir (Tablo 1.1).

Yukarida goriildiigii gibi, yiiksek bitkilerin kloroplastlart en az 2 tip
tiyoredoksin (fruktoz - 1,6 - bisfosfataz ile etkili bir sekilde aktive edilen f tipi ve
NADP - malat dehidrojenaz ile aktive edilen m tipi) icermektedir [52]. Bu iki
tiyoredoksinin tiyol disiilfit degisim mekanizmalar1 ile kloroplastik enzimlerin
aktivitesini diizenlemek icin 151k indirgeyici ferrodoksinin varligmmda ferrodoksin -

tiyoredoksin rediiktazin indirgenmis olmas1 gerektigi goriilmustiir (Sekil 1.1).

Bitki hiicrelerindeki tiyoredoksin sistemine ek olarak, fotosentetik olmayan
bakteri ve hayvan hiicrelerindeki tiyoredoksin sistemine benzer olan ekstra
tiyoredoksin sistemi bulunmustur. Bu sistemi elektron verici NADPH ve NADPH’
y1 indirgeyen bir flavoprotein olan NADPH - tiyoredoksin rediiktaz olusturmaktadir
(Sekil 1.2) [53].



Tablo 1.1 Cesitli organizmalarda tiyoredoksinin gorevi

Organizma

Tiyoredoksinin gorevi

Aciklamalar

Tim organizmalar

DNA sentezi

Protein disiilfit indirgeme

Riboniikleotit rediiktaz igin
hidrojen verici [10].
Indirgenen hiicre i¢i protein
distilfitlerin korunmasinda
anahtar rol oynar [54, 55].

Cogu organizmalar

H,0,’ nin indirgenmesi

Metiyonin siilfoksit
indirgenmesi ile protein tamiri

H,0,’yi indirgemesini
katalizleyen ve boylece
oksidatif stresi engelleyen ve
apoptozisi  tetikleyen  ¢ogu
peroksidazlart TRX ile
indiregenir [56-58].

Metiyonin stilfokside
rediiktazlar i¢in hidrojen verici
[59, 60].

E. coli fajlari

T7 DNA polimerazin alt iinitesi

Faj iplik¢iklerin olusumuna
katilmak

Islevligin artmastyla
oksidorediiktaz aktivitesi
gerekmeden tiyoredoksin - SH,
i¢in spesifik [61].

Faj yapimi ve disa atimi igin
gereken E. coli proteinin tek
konakgisi [62, 63].

Bakteri ve maya

3’ - fosfoadenilsiilfat (PAPS)
rediiktaz i¢in hidrojen verici

Siilfiir indirgenmesi igin siilfat
tarafindan Siilfiir sentezi [64,
65].

Kloroplast fotosentetik

Ferredoksin yoluyla

Bitkiler enzimleri indirgenme fotosentezin diizenlenmesi [66]
Transkripsiyon faktorlerinin Farkli transkripsiyon faktorleri
redoks diizenlemeleri cekirdek ve sitoplazma
karsilastirmada [67] farkli
aktiviteler uygulayan
tiyoredoksin tarafindan aktive
S . ya da inaktive edilir [68].

Apoptosis diizenlenmesi Thioredoxin - (SH), apoptozis
icin agag sinyal engelleyici
ASK1 ile bir karmagim yapar
[69]

Bagisiklik sisteminin giiciinii Hiicre dis1 tiyoredoksin hem bir

Memeliler arttirma veya azaltma ko - sitokin [70] ve bir kemokin

Gebelik

Dogum

Merkezi Sinir Sistemi (CNS)

[71] hem de uyarilmis
eozinofillerden kesilmistir [72].
Sitotrofoblastlarda
tiyoredoksinin hiice i¢i ve hiicre
dis1 sentezi gebelik tespitine
yardim eder [73-75]
Tiyoredoksinin uyarilmasiyla
dogumda hiperoksiyandan
korur [76].

Sinir hiicrelerinden salinan
tiyoredoksin iskemiya /
reperfiizyona tesvik eder [77].




S5H

HS SH

®

Tilakoit yviizey Stromal viizev

Sekil 1.1 Ferrodoksin - tiyoredoksin rediiktaz [53]

SADPH

SH
SH
HS SH

&

HS% HS

Sekil 1.2 NADPH - tiyoredoksin rediiktaz [53]

1.4 Fotosentetik Tiyoredoksinler

Geleneksel olarak, fotosentetik siire¢ iki faza ayrilmistir. Isik fazinda
tilokoitlere yerlesmis olan ve su oksidasyonuna eslik eden membrana bagli elektron
transfer sistemi beslenir. O, salinimi ile birlikte ATP ve NADPH kofaktorleri

tiretilir. Bu iki kofaktdr kloroplast stromasindaki enzimler tarafindan katalizlenen



CO; karbon bilesiklerine doniisiim reaksiyonlarmda substrat olarak kullanilir. Ikinci
faz 15181 sadece ATP ve NADPH’ nin saglanmasinda gerekli olmasi ve ikinci faza
dogrudan dahil olamadigina inanilmasi sebebi ile fotosentezin karanlik reaksiyonlar1
olarak isimlendirilmistir. Ancak aktivitesi 11k tarafindan diizenlenen yani 1sikta aktif
karanlikta inaktif olan fruktoz - 1,6 - bisfosfataz gibi Calvin dongiisii enzimlerinden
bazilar1 1960 — 70’ lerde tanimlanmistir. Bu sistemin molekiiler temelini anlamak
icin ¢esitli ¢alismalar yapilmistir. Diklorofenildimetiliire (DCMU) elektron transfer
inhibitériiniin - kullanim1 ile elektron vericisi olan Ditiyoltreitol (DTT) ve
biyokimyasal ayirma deneyleri, kloroplastik ferrodoksin - tiyoredoksin sisteminin
kesfine neden olmustur. Ik olarak DCMU ve diger elektron verici inhibitdrlerin
kullanimi, fotosentetik elektron transferinin, reaksiyonun gergeklesmesi i¢in gerekli
oldugunu gostermistir. Bu sistem sonradan fruktoz - 1, 6 - bisfosfatazin aktivasyonu
icin sinyal aktariminda gerekli iki protein fraksiyonu ve 1sik indirgeyici ferrodoksin
saglanmasiyla tekrardan kurulmustur [78]. Sistemdeki proteinlerden biri, memeli
tiyoredoksininin homologu [79] ve digeri de tiyoredoksin rediiktaza baglh ferrodoksin
rediiktaz [80] olarak tanimlanmistir. Benzer mekanizmayla aktive olmus bir diger
1s1k uyarimli kloroplastik enzimin (NADP - malat dehidrogenaz) kesfi, 151k uyarimli
kloroplastik enzim sisteminin ¢ok daha karmasik oldugunu gostermektedir.
Tiyoredoksin m olarak isimlenirilen farkli bir tiyoredoksin tipini fruktoz - 1, 6 —
bisfosfataza 6zgii f tipinden aywrmaktadir [81-83]. Benzer bulgular; ilk olarak
sitoplazmik olusundan dolay1 ¢, daha sonra heterotrofik olusundan dolay1 h olarak
isimlendirilen dglincti tip tiyoredoksini c¢alisan Wolosiuk ve arkadaslar1 [48]

tarafindan elde edilmistir.

Bitki hiicrelerinde tiyoredoksin h proteinlerinin  birka¢ fonksiyonu
belirlenmistir. Bunlarin ¢ogunun da tohum ¢imlenmesinde rol aldig1 goriilmiistiir.
Bugday tohumlarinda tiyoredoksinlerin ¢imlenme sirasinda madde tasinmasinda
gerekli oldugu diisiiniilmektedir [25].  Ozellikle bugday gluteninlerini ve
gliyadinlerini indirgedigi [84], kalsiyuma bagl proteaz olan tiyokalsini aktive ettigi
[85], dekstrinazi sinirladig: ve alfa - amilazin inhibitorlerini indirgedigi gosterilmistir
[86]. Tiitiin ve Arabidopsis’ te hizla gelisen dokularda tiyoredoksin h mRNA’ lar1
yiiksek seviyede sentezlenmektedir [87, 88]. Mouaheb ve arkadaslar1 [89], spesifik
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Arabidopsis h tipi tiyoredoksinlerin siilfat asimilasyon yenilenmesinde ve hidrojen

perokside tolerans saglamada gorevli oldugu bulunmustur.

Bitkilerde tiyoredoksinlerin tiim siniflarinin ¢oklu gen ailesi olarak gorildigi
ileri siiriilmektedir [90]. Arabidopsis genomunda 5 tiyoredoksin h, 4 tiyoredoksin m,
2 tiyoredoksin f ve 1 tane prokaryot kokenli olan baska bir tiyoredoksin formu
(tiyoredoksin x) kodlandig1 gosterilmistir [88-91].

1.5 Tiyoredoksin Protein Ailesi

1.5.1 Tiyoredoksin Protein Dizileri ve Benzerlik Oranlan

Tiyoredoksinlerin kesfinden kisa bir silire sonra, saflastirilmig proteinlerden
aminoasit dizileri Edman pargalama ve kiitle spektrometrisi ile tespit edilmistir [2].
Molekiiler biyolojinin gelismesiyle prokaryot ve dkaryot organizmalarin cogu cDNA
ve gen dizileri erisilebilir olmustur. Tamamen dizilenmis olan arkeobakterilerin ilk
iiyesi olan Methanococcus jannaschii’ nin tiim genomunun a¢iga ¢ikarilmasi [92]
arkeobakterilerin tiyoredoksinlerinin farkli oldugunu gostermistir. Ancak birinin
acik okuma cercevesi tiyoredoksinler ile yakindan iliskili iken digerinin tipik bir
NADPH - bagl tiyoredoksin rediiktazi kodlamakta oldugu bulunmustur. Bu yiizden
genis anlamda tiyoredoksin / tiyoredoksin rediiktaz sistemi her yasayan organizmada
muhtemelen goriilmektedir. Fotosentetik organizmalara ait tiyoredoksin aminoasit
dizileri kargilagtirilmistir [2]. Simdiye kadar fotosentetik bakterilerde ya protein ya
da gen seviyesinde tiyoredoksinin sadece bir formu bulunmustur [52, 93]. Diger
yandan Synochocystis sp. (bu organizmada 4 farkli gen [94]) sistematik
dizilenmesiyle kanitlandig1 gibi siyanobakteriler ¢oklu genlere sahiptir. Cekirdekte

kodlanan c¢oklu tiyoredoksin dizileri yiiksek yapili bitkilerde de belirlenmistir.



Kloroplastik tiyoredoksinler (f ve m tipi) ¢esitli uzunluklarda transit dizisi (30 - 60

aminoasit) ile 6ncii protein olarak sentezlenmektedirler [95-100].

Genomik dizilerin elde edilmesiyle 6karyotik genlerde intron pozisyonlarinin
karsilastirilmasi farkl bitki tiyoredoksinlerin kokeni hakkinda yeni bilgiler vermistir
[101]. Bezelye ve Chlamydomonas reinhardtii tiyoredoksin m’ de sadece bir tane
intron vardwr. C. reitihardtii’ de Met77 ve Val78 aminoasitleri arasinda iken
bezelyede transit peptit ve ana peptit arasinda bulunur. Ug tane intron iceren C.
reitihardtii [102] haricinde tiim tiyoredoksin h’ ler iki introna sahiptir. Pisum
sativum’ da tiyoredoksin f, tiyoredoksin h ve omurgali tiyoredoksinler ile ayni
konumda olan iki introna sahiptir. Boylece dizilerin karsilastirilmasiyla proteinlerin
primer yapis1 ortaya cikarilmistir. Okaryotik genlerde genetik belirteg (marker)
olarak intronlarin kullanilmasiyla belirlenen tiim Sonuglar tiyoredoksin m’ nin
prokaryotik kokenli, tiyoredoksin f ve h’ nin de okaryotik orjinli oldugunu
gostermistir [103].

1.5.2 Sekonder Yapilan

E. coli tiyoredoksini yapisal biyolojide model olarak ¢ok fazla kullanilmis ve
dolayisiyla sekonder ve 3 - boyutlu yapilari su an ¢ok iyi bilinmektedir [104]. 4 tane
bitkinin sekonder yapilar1 belirlenmis ve bazen diisik derecede homoloji
gostermelerine ragmen tiyoredoksin m, f ve h tipleri tiim bitkilerde E.coli modeline
benzer bulunmustur [105-108]. Tiim tiyoredoksin sekonder yapilarmin elementleri
sunlardir: B1, al, B2, a2, B3, a3, B4, BS. o4. B1, B2, B3 ve B5 elementleri paralel
konumda iken B4 antiparalel konumdadir. E. coli’ de oldugu gibi bes B plakasi o

sarmallar1 tarafindan ¢evrelenmistir. Aktif bolgesi B2 ve 02 arasma yerlesmistir [2].



Tiyoredoksin proteininin o sarmallar1 tarafinda ¢evrilen bes ipligin birlesimi
ile olusan P plakanin kivrilan bir merkezi ve yiiksek derecede korunmus ikincil
yapist ile basit bir yapiya sahip oldugu bulunmustur. Bu tip yerlesim, sonralari
tiyoredoksinin tipik katlanmasi olarak kabul edilmistir. Bu molekiilde aktif bolge
molekiil iizerinde ¢ikint1 yapan hidrofobik bolgede yer almaktadir [2].

1.5.3 Tiyoredoksin Katlanmasi

Tiyoredoksinin yapist ilk olarak E.coli’ nin okside olmus formunda ¢oziilmiis
[109, 110] ve ii¢ boyutlu yapis1 X 1smn1 kristallografisi ile agiklanmistir [111, 112].
Bu proteinlerin 6nemli dizilerindeki farkliliklara ragmen genel yapilarinda biiyiik

benzerlikler goriilmektedir [39].

Tiyoredoksin katlanmasinda, sistein igeren substratlar ile etkilesime girme
Ozelligine sahip olan ve 5 belirgin sinif hepsinde bulunan karakteristik bir yapisal
protein motifi bulunur (Sekil 1.3). Tiyoredoksin [109, 111], glutaredoksin [113-
116], glutatyon S-transferaz [117-120], canh hiicrede disiilfit olusumunu katalizleyen
protein DsbA [121] ve glutatyon peroksidazdan [122, 123] olusan bu 5 smifin 3
boyutlu motif yapisi belirlenmistir [124].

Bu 5 protein smifinin dizilerinin belirlenmesi birbirleri arasinda yakin bir
yapisal benzerlik olmadigmi gostermistir. Dahas1 5 proteinin timiinde ortak olan
katalitik ve biyolojik fonksiyon bulunmamustir. Ancak tiyoredoksin, glutaredoksin
ve DsbA’ nin ii¢ii de redoks proteinlerdir (DsbA diger iki indirgeyiciden daha disiilfit
oksidan olmasina ragmen). Ayrica bu ii¢ protein Cys - X - X - Cys (X olarak
gosterilen herhangi bir aminoasit) aktif bolge motifi icermektedir. Aktif bolgedeki
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iki sistein arasindaki aminoasitler tiyoredoksin (Cys - Gly - Pro - Cys), glutaredoksin
(Cys - Pro - Tyr - Cys) ve DsbA (Cys - Pro - His - Cys) protein smiflarinda oldukca
belirgindir [125].

Diger iki protein tiyoredoksin katlanmasinda redoks proteinlerinin Cys - X -
X - Cys motifini sergilemez. Ancak bu iki protein sistein i¢eren glutatyon substrati
ile birbirlerini etkilemektedir. Glutatyon peroksidaz hidrojenperokside indirgenme
katalizi igin elektron verici olarak bu substrati kullanarak selenosistein aminoasiti
yoluyla glutatyon ile etkilesir. Glutatyonun siilfidril grubu ve glutatyon S -
transferaz arasindaki etkilesimine sitotoksik bilesiklerin elektrofilik gruplari igin
glutatyon tagimasimi katalizleme durumunda korunmus tirozin aminoasiti ile aracilik
edilir. Yapisal olarak tiyoredoksin katlanmasi ile iliskilendirilseler de 5 proteinin her
biri ayr1 ve farkli bir aileye aittir. Bu proteinleri birlestiren tek faktor sistein

kimyasidir: tiyol veya disiilfit gruplarina sahip olan substratlar ile tiim etkisimler
[125].

1.5.3.1 Tiyoredoksin Katlanmalarinin Yapilar

Tiyoredoksin katlanmasmin yapisi Oncelikle Eklund ve arkadaslari [126]
tarafindan tiyoredoksin ve glutaredoksinin yapilari1 karsilastiran makalesinde
aciklanmistir. P plakasi ve o sarmali katlanmalar1 N - terminal PBoaf motifi ve 3
sarmali birlestiren aminoasitlerin ilmekler ile baglanan C - terminal BBa motifi
icerisinde alt bolime ayrilir (Sekil 1.3) [125]. Tiyoredoksin katlanmasi
tiyoredoksinin alt yapist oldugu icin tiyoredoksin katlanmasmin sarmallar1 ve

plakalar1 i¢in kullanilan isimlendirme tiyoredoksin proteinin yapisi i¢in kullanilandan

farklidir.
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N — terminal motifinden 1 ve B2 paralel ¢alisirken C - terminal motifindeki
B3 ve P4 plakalari antiparaleldir (Sekil 1.3) [125]. Paralel ve antiparalel - plaka
ciftleri tiyoredoksin katlanmalarinda karakteristiktir. Ayrica merkez B - plakasi
cevresindeki o - sarmallarinin diizenlenmesi de karakteristiktir. N - terminal ve C -
terminal motiflerinden al ve a3 sarmallar1 plakanin bir yanina paralel sekilde
diizenlenir. Iki motif ile de baglantili olan a2 sarmali al ve a3 sarmallarina B-

plakalarinin kars1 bolgesinde ve onlara dikey olarak yerlesmistir (Sekil 1.3) [125].

a2 al
| @ Pl s ‘Ba‘ i “ BZ‘ ull Bii H 53‘ E-i‘ i .
N c N .

Tiyoredoksin katlanmasi

Tivoredoksin
Ahaz _1 N
L ¢ |
|
DsbA N ¢
Glutaredoksin
C
4 ' S E—
13022 —
| /]
Glutatyon S-tranferaz ‘

C

Glutatyon peroksidaz " ) S

Sekil 1.3 Tiyoredoksin katlanmalari gesitleri ve yapilari [125]
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Protein yapilar1 igeren tiyoredoksin katlanma yapilarinin karsilagtirilmasiyla
yiizeyde ayni yerde konumlanmig sistein / sistein substrati ile etkilesen bolge her
protein atomunda goriilmiistiir. Bu tiyoredoksin katlanmasinin ol sarmalnin N -
terminalinde yerlesen ve bir redoks - aktif disiilfit / ditiyol grubu paylasan 3 redoks
proteini (tiyoredoksin, glutaredoksin ve DsbA) vardir. Ancak diger iki proteinin
esdeger substrat - interaktif aminoasitleri sisteinler degildir ve tiyoredoksin
katlanmasmin diger noktalarina yerlesirler. Glutatyon peroksidazin selenosisteini
tiyoredoksin katlanmasmin ol sarmalindan 6nceki dongiide bulunurken glutatyon S-

transferazin tirozini ise katalitik B1 plakasindadir.

Tiyoredoksin katlanmasi yaklasik 80 aminoasit (aa) i¢erir. Fakat proteinlerin
her biri yapilarinda ilave aminoasitlere sahiptir (Sekil 1.3). Glutaredoksin (87 aa) ve
tiyoredoksin (108 aa) tek domainli monomerik proteinlerdir.  Glutaredoksin
tiyoredoksin katlanmasma ilaveleri kiigiik bir yapiya sahipken tiyoredoksin N -
terminalde ekstra o - sarmal ve B - plakasina sahiptir. DsbA (189 aa) bir monomerdir
ama 2 ve a2 arasindaki bolge icerisine yerlesen ilave bir aminoasit sarmali ve o —
sarmal domaini olmak {tizere iki belirgin domain igermektedir. Son olarak glutatyon
peroksidazin 198 aa uzunlugundaki tek domainli alt iinitesi bir homotetramer
olusturur. Onun ilave aminoasitlerinin gogu DsbA’ dakilerle ayni noktaya yani 2 ve
a2 arasma eklenmistir. DsbA’ da oldugu gibi ayr1 bir domain olusturmak yerine
glutatyon peroksidazin ilave aminoasitleri B - plaka tiyoredoksin katlanmasinda 5
iplikden olusan tetramer i¢ ylizeyi iiretimi i¢in tiyoredoksin katlanmasinin ¢evresini
sarar (Sekil 1.3). Tiyoredoksin, DsbA ve glutatyon peroksidaz tiyoredoksin
katlanmasmin N - terminalinde ilave aminoasitlere sahiptirler: Tiyoredoksin ve
DsbA 5. B - plakasini olusturur.. Fakat DsbA’ da bu plaka tiyoredoksin ve glutatyon

peroksidazda olan plakanin kars1 tarafinin sonundadir (Sekil 1.3).
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1.5.3.2 Tiyoredoksinin 3 - Boyutlu Yapisi

E. coli ve insan lenfositlerinde tiyoredoksinlerin 3 - boyutlu yapilar1 niikleer
manyetik rezonans (NMR) ve kristalografi ile ¢ok iyi belirlenmistir [127-129].
Okaryotik fotosentetik organizmalarla ilgili olan tiim h, m ve f tipi tiyoredoksin
yapilart ¢oziimlenmistir [130]. Tiyoredoksin m E. coli tiyoredoksinine benzer
olmasina ragmen tiyoredoksin h memelilerin protein tipine daha yakindir. F tipi tipik
bir yapiya sahip olmasinin yaninda kendine has aktiviteleri ile iligkili olan spesifik
ozelliklere sahiptir. Tiim bu sonuglar aminoasit dizilerinin karsilastirmalar: ile de
dogrulanmustir. C. reinhardtii tiyoredoksinlerinde 3 - boyutlu yapilar
karsilagtirilmistir.  Tiyoredoksin h tiyoredoksin m ile karsilastirildiginda daha ¢ok
sicaklig1 sabitleme aktivitesine sahiptir [102]. Ozellikle hidrofobik alanlarda énemli
farkliliklar goriilmiistiir. al sarmali tiyoredoksin h’ de tiyoredoksin m’ ye gore daha

uzundur.
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2. MATERYAL - METOD

2.1 Biyoinformatik Analiz

Tiyoredoksin geninin ve proteinin 6zellikleri hakkinda bilgi edinmek i¢in

cesitli veri tabanlarindaki programlar kullanild1.

Balikesir Universitesi Biyoloji Boliimii’ nde 6nceden olusturulan cDNA
kiitliphanesinden aldigimiz bk96 adli dizinin ne oldugunu bulmak icin NCBI
(National Center for Biotechnology Information) BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) [131] programmin nBLAST (Niikleotid Basic Local Alignment Search
Tool) veritabani yardimiyla niikleotit dizisine benzerlik gosterenler farkl: tiirlere ait
kayitlar elde edildi. Daha sonra bu ¢cDNA dizisinin BioEdit programindaki [132]
Sorted Six-Frame Traslation fonksiyonu ile agik okuma ¢ergevesi (ORF) bulundu.
Bulunan aminoasit dizine gore de NCBI” daki BLAST [131] programinin pBLAST
(Protein Basic Local Alignment Search Tool) veritaban1 yardimiyla hem protein
dizisine benzerlik gosteren tiirlerin kayitlart hem de hangi gen ailesine ait oldugu

bulundu.

Tiyoredoksin aktif bolgesini ve Ozelligini belirlemek i¢in NCBI veri
tabanindaki CDD (Conserved Domain Database) programi [133] kullanild.
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Tiyoredoksin proteinin 3-boyutlu yapisini ve domainlerinin dizilerini belirlemek igin
ise Cn3D programi [134-136] kullanildi.

Tiyoredoksin geninin BioEdit programi [132] yardimiyla zeytin tiyoredoksin
cDNA dizisinin niikleotit komposizyonu ve aminoasit dizisinin ise aminoasit
kompozisyonu belirlendi. Tiyoredoksinin hem niikleotit dizisi hem de aminoasit
dizisine gore zeytin c¢esitleri arasinda farklilik gosterip gostermedigi belirlendi.
Bunun i¢in DNA izolasyonu yapilan Orneklerin REFGEN (Ankara) ticari
firmasindan gelen dizileme sonuglar1 BioEdit programinda [132] islenerek hizalandi,
karsilagtirildi ve farklhiliklar analiz edildi. Zeytin ¢esitleri arasindaki akrabalik
derecelerine bakmak i¢in BioEdit programi [132] ile hizalanan &rnekelerin PAUP

programi [137] yardimu ile filogenik agaci olusturuldu.

Zeytin tahmini tiyoredoksin proteininin translasyon sonrasi o6zelliklerini
anlamak i¢cin ExPASy web sayfasindaki (http://www.expasy.org) programlar
kullanildi. Predotar programu [138] ile tiyoredoksin geninin lokalizasyonu tahmin
edildi. Tiyoredoksin proteininin transit peptitinin olup olmadigini belirlemek igin
TARGET-P programi [139] kullanildi. Tiyoredoksin proteininin hidrofob / filik mi
yoksa membran / sitoplazmik 6zellikte mi oldugu ise SOSUI programi [140] ile

belirlendi.

2.2 Kullanilan Cam Malzeme ve Plastik Malzemelerin Hazirlanmasi

Bu caligmada kullanilan pipet uglari, ependorf tiipleri, PCR tiipleri, cam
malzemeler ve 1s1ya dayanikli diger malzemeler ¢caligmaya baglamadan 6nce 121 °C’

de 20 dakika siireyle 1 atmosfer basingta otoklavlanarak steril edildi.
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2.3 Polimorfizm icin Bitki Materyali Toplama

Polimorfizm igin toplanan zeytin (Olea europaea L.) gesitlerinin yaprak
ornekleri topland1 (Tablo 2.1). Bu ornekler Edremit Zeytincilik Fidan Uretme
Istasyonu’ nun zeytin bahgesinden temin edildi. Toplanan &rnekler sivi azot
icerisinde laboratuara getirildi ve uzun stire muhafaza edebilmek icin -80 °C dolabma

aktarildi.

2.4 DNA Izolasyonu

Tiyoredoksin geni i¢in zeytin (Olea europaea L.) gesitleri arasinda farklilik
olup olmadigini anlamak i¢in zeytin ¢esitlerinden (Tablo 2.1) gDNA izolasyonu
yapildi. Bunun i¢inde Sigma (Taufkirchen, Almanya) firmasima ait Gen Elute Plant
Genomic DNA Miniprep Kiti (Katalog No: G2N70-1KT) kullanildi ve izolasyon

Kitin kullanma kilavuzu takip edilerek yapildu.

Elde edilen gDNA o6rneklerini kalip olarak kullanarak gen spesifik primerler
(cogaltma TRX - R ve cogaltma TRX - F) ile PCR gerg¢eklestirildi. PCR {iriinleri
jelde yiiritildic ve goriintillendi. Tek bant elde edilen PCR iiriinleri REFGEN

(Ankara) isimli ticari firmaya gonderilerek dizilendi.
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Tablo 2.1 Polimorfizim igin toplanan zeytin gesitleri

1) Ayvalik 2) Gordales

3) Memeli 4) Memecik
5) Domat 6) Manzanilla
7) UB1 8) Hojiblanca
9) Picual 10) [zmir Sofralik
11) Koroneiki 12) Hermandos
13) Uslu 14) Kiraz

15) Cakir 16) Verdial
17) Samanli 18) 0308

19) uB10 20) Negral

21) uB3 22) Erkence
23) Ascolana 24) Leccino

2.5 Primerlerin Dizaym ve Sulandirilmasi

PCR deneylerimizde kullandigimiz genlere 6zel primerler (Tablo 2.2)
Primer3 programu [141] ile dizayn edildi. Dizayn edilen primerler yerli araci
sirketler yoluyla Integrated DNA Technologies (Leuvene, Belgika) firmasindan
temin edildi. Liyofilize haldeki primerler laboratuara geldikten sonra yaklasik 15
saniye 12000 rpm’ de santrifiij yapildi. Primerlere niikkleazlardan arindirilmis sudan
1 mL eklenerek 2 dakika alt iist edildikten sonra 15 saniye vorteks yapildi
Sulandirilmig primerlerden kullanima hazir hale getirmek i¢cin AD primerleri harig
kullanilan primerlerin ¢alisma soliisyonlarnin son konsantrasyonu 5uM iken AD
primerler icin son konsantrasyon 10 pM olarak ayarlandi. 200 pL’ lik caliyma

soliisyonlar1 uygun konsantrasyon hesaplamalarina gére hazirlandi (Tablo 2.3).
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Tablo 2.2 PCR reaksiyonlarinda kullanilan primerler, dizileri ve Tm degerleri

Primerler Niikleotit dizileri (5’ - 3°) Tm
Cogaltma Trx F CAG CAA GAT CGATCCCTA 54.5°C
Cogaltma Trx R AAA AAT TCT AGA TCG AAT AAT 51°C

RT-TRXR TCT AAG TAA CAG ACA CAG ACC 56.7 °C

RT-TRXF TTG AAA AAT ACA AGG TAT ATG 524 °C

TRX-TAIL1 TACTTT ATT AAC GAT GACTTT 53.6 °C
TRX-TAIL2 AGT TTATAG TTATTA ACG AAA 53.7 °C
TRX-TAIL3 ACT ATT CAC TGT ACG AAC CGA 55.7 °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

(Alt1 gizili niikleotitler klonlama amagli primer dizilerine eklenen restriksiyon

enzimi tanima niikleotitlerini géstermektedir.)

Tablo 2.3 Primerlerden ¢alisma soliisyonu hazirlanmasi

Primerler Molaritesi Calisma soliisyonu
Cogaltma Trx F 5uM 39.8 pL primer + 160.2 uL distile su
Cogaltma Trx R 5uM 33.3 puL primer + 166.7 uL distile su

RT-TRXR 5uM 35.4 pL primer + 164.6 uL distile su

RT-TRXF 5uM 29.8 pL primer + 170.2 uL distile su

TRX-TAIL1 5uM 38 uL primer + 162 pL distile su

TRX-TAIL2 5uM 34.4 pL primer + 165.6 uL distile su

TRX-TAIL3 5uM 32.9 pL primer + 171.9 pL distile su
AD1 10 uM 24.7 pL primer + 175.3 uL distile su
AD2 10 uM 22.2 pL primer + 177.8 uL distile su
AD2a 10 uM 24.1 pL primer + 175.1 uL distile su
AD3 10 uM 22.7 pL primer + 177.3 uL distile su
AD5 10 uM 27.3 uL primer + 172.7 pL distile su
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2.6 PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

PCR reaksiyonlar1 50 pL’ lik toplam hacimde Tablo 2.4’ de gosterilen gerekli
komponentler belirtilen miktarlarda eklenerek primerlerin ortak galistig1 sicakliklarda
Tablo 2.5 deki PCR programimda gerceklestirildi. Ozellikle gDNA 6rneklerinin
kalip olarak kullanildig1 deneylerde uygulanan PCR reaksiyonlarina standart
komponentlere ilaveten DMSO (dimetil siilfoksit) eklenmesinin verimi arttirdigini

gozlendi.

Tablo 2.4 PCR komponentleri, kullanilan miktarlar ve konsantrasyonlari

Komponent Miktar Konsantrasyon
Tampon 5uL 10 X
MgCl, 3uL 25 mM
Primer F 5ulL 5uM
Primer R 5ulL 5uM
dNTP (2 mM) 5uL 2.5 mM (her biri i¢in)
DMSO 2 uL
gDNA (kalip genomik DNA) 1 puL
Taq Polimeraz 0.5 uL 5 tinite
Distile su 23.5uL
Toplam 50 puL

Tablo 2.5 PCR dongii kosullari

Basamak Sicakhk Zaman Dongii
On 1sitma 95 °C 1 dakika 1
Denatiirasyon 94 °C 30 saniye
Eslesme 53 °C 45 saniye 35
Sentez 72 °C 1 dakika
Uzama 72 °C 5 dakika 1
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2.7 Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi icin yerli firmalar araciligiyla temin edilen Atto
marka (Tokyo, Japonya) elektroforez sistemi kullanildi. Elektroforezde kullanilan
Agaroz (Katalog No: A9539-100G) Sigma (Taufkirchen, Almanya) firmasindan
temin edilirken, TBE tampon ¢o6zeltisi ig¢in gerekli olan trizma baz1 (Katalog No:
0826-500G) Amresco (Solon, Ohio) firmasindan, borik asit (Katalog No:
A0768,1000) ve EDTA (Katalog No: A5097,0250) ise Applichem (Darmstadt,
Almanya) firmasindan temin edildi. TBE (5 X) tampon ¢ozeltisi olusturmak i¢in
kullanilan bilesenler belirli miktarlarda eklendi (Tablo 2.6). Bu tampon
cozeltisinden de elektroforezde kullanmak icin TBE (0.5 X) tampon c¢ozeltisi
hazirland1 (Tablo 2.6). Zeytinden izole edilen gDNA (Tablo 2.1) ve RNA
orneklerini gozlemek igin %0.8” lik agaroz jeli hazirlandi. Bunun i¢in 0.4 g agaroz
50 mL TBE (0.5 X) tampon c¢oseltisi igerisine eklenerek mikrodalga firinda
kaynatildi. Karisimim yaklagik 60 °C’ ye kadar sogumasi icin beklenen siirede
elektroforez tanki ve taraklar 6zellikle RNA o6rnekleri icin DEPC’ 1i su ile yikanarak
steril edildi. Soguyan karisimim igerisine 0.5 pL EtBr (Etidyum bromid) ilave
edilerek, Onceden taraklar1 yerlestirilmis jel kasetine dokiildii ve polimerlesmesi
beklendi. Jel polimerlestikten sonra taraklar ¢ikartildi. Bdylece 6rnek yiikleme
kuyucuklar1 olusturuldu. Elektroforez tankina yerlestirilen jelin {izeri kaplanincaya
kadar TBE (0.5 X) tampon ¢dzeltisi ile dolduruldu. Ilk kuyucuga Fermentas
(Vilnius, Litvanya) firmasindan temin edilen belirteg¢ (Katalog No: SM1333)
yiklendi (Sekil 2.7). gDNA ornekleri i¢in 5 uL gDNA ve 1 puL (6 X) yiikleme
boyasi (Sekil 2.7) karigtirilirken RNA 6rnekleri i¢in 3 uL RNA kalibi, 2 pL distile su
ve 1 uL yiikleme boyasi eklenerek jeldeki kuyucuklara pipet yardimiyla yiikleme
yapild. Ornekler 100 volt elektrik akimi verilerek yaklasik 35 dakika yiiriitiildii.
Yiriitilen DNA ve RNA Ornekleri UV goriintiileme cihazinda gozlendi ve

fotograflar1 ¢ekildi.
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Tablo 2.6 Elektroforezde kullanilan ¢6zeltiler ve komponentleri

Cozeltiler Kompozisyonu (1L i¢in)
54 g Trizma - baz (Tris - base)
TBE (5 X) 27.5 g Borik Asit
20 mL. 0.5 M EDTA ( pH:8)
100 mL TBE (5 X)
TBE (0.5 X)

900 mL distile su

Tablo 2.7 Agaroz jelde kullanilan malzemeler

Fermentas GeneRuler™ DNA Ladders

Yiikleme boyasi
(Katalog No: SM0313)

Fermentas GeneRuler™ 1 kb Plus DNA
Ladder (Katalog No: SM1333)

Markir

2.8 Anlik Gosterimli PCR I¢in Bitki Materyali Toplama

Balikesir merkezde yetisen “var yili” (Sekil 2.1) ve “yok yili” (Sekil 2.2)
olarak tespit edilen zeytin agaglarindan genin ekspresyon seviyesini belirlemek igin
cesitli dokularadan ornekeler toplandi.  “Var yili” ve “yok yili” ifadeleri zeytin
bitkisinin sirasiyla ¢ok meyveli ve az meyveli durumunu ifade etmektedir. Bu
agaclardan 12 ay boyunca her ay cesitli dokularindan Ornekler toplandi.  Her
toplamada tarih, hava durumu, hangi Orneklerden ve hangi agactan toplandigi
hakkindaki bilgiler not edildi (Tablo 2.8). Toplanan 6rnekler sivi azot igerisinde

laboratuara getirildi ve -80 °C’ de muhafaza edildi.
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2.9 Toplam RNA izolasyonu

Tiyoredoksin mRNA’ sinin zamansal ve dokusal ekspresyon seviyelerini
belirlemek igin 12 ay boyunca toplanan “var yili” ve “yok yili” zeytin agaclari
orneklerinden (Tablo 2.8) RNA izolasyonu yapildi. Bunun i¢in de -80 °C dolabinda
saklanan Orneklerden izolasyon yapmak icin Sigma (Taufkirchen, Almanya)
firmasina ait Spectrum Plant Total RNA Kiti (Katalog No: STRN50-1KT) kullanildi.
Izolasyon kitin kullanma kilavuzu takip edilerek yapildi. Bu Kitin zeytin yaprak
orneklerinde oldukga basarili iken meyve Ornekleri ile yapilan izolasyonlarda
basarisiz oldugu goézlendi. Bu nedenle meyve ornekleri i¢in Qiagen (Hilden,
Almanya) firmasina ait RNeasy Plant Mini Kit (Katalog No: 74904) kullanildi ve

izolasyon kitin kullanma kilavuzu takip edilerek yapild.

Toplam RNA orneklerindeki DNA molekiilllerini ortadan kaldirip daha saf
RNA 6rnegi elde etmek igin DNaz enzimi kullanildi. Sigma (Taufkirchen, Almanya)
Kiti ile yapilan ornekler ayni firmaya ait On - Column DNase | Digestion Kiti
(Katalog No: DNASE70-1SET) ile, RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Almanya) ile izole edilen meyve RNA ornekleri ise Qiagen (Hilden, Almanya)
firmasina ait On-Column DNase Digestion with the RNase-Free DNase Enzyme Kiti
(Katalog No: 79254) ile muamele edildi. Islemler iiretici firma protokollerine uygun

sekilde gerceklestirildi.

2.10 DEPC’ li Su Hazirlama

RNA oOrneklerini niikleazlardan korumak igin steril ortam saglamak igin
DEPC’ 1i su kullamildi. DEPC’ 1li suyun hazirlanmasinda Sigma firmasina
(Taufkirchen, Almanya) ait DEPC (Katalog No: D5758) kullanildi. 0.1 mL DEPC
100 mL suya eklendi ve alt st edildi. 37 °C’ de 12 saat bekletildikten sonra 15
dakika otoklav yapilarak kullanima hazir hale getirildi.
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Tablo 2.8 Orneklerin toplandig1 andaki hava sartlar:

Tarih

Sicakhk
Ortalama

Nem
Ortalama

Ornekler

15.04.2010

15°C

%61

Tomurcuklu yaprak (1.Agag)

Tomurcuksuz yaprak (2.Agac)

Siirgiin (3.Agag)

14.05.2010

21 °C

%47

Yaprak (1.Agag)

Tomurcuk (1.Agac)

Cicek (1.Agag)

Yaprak (2.Agag)

Tomurcuk (2.Agag)

Tomurcuk-+gicek (2.Agacg)

Siirgiin (3.Agac)

17.06.2010

26 °C

%60

Yaprak (2.Agag)

Yaprak (1.Agag)

Siirgiin

15.07.2010

26 °C

%61

Yaprak (1.Agacg)

Meyve (1.Agac)

Yaprak (2.Agac)

Meyve (2.Agac)

19.08.2010

27 °C

%55

Yaprak (1.Agacg)

Meyve (1.Agac)

Yaprak (2.Aga¢)

22.09.2010

20 °C

%61

Olgunlagmamis meyve (1.Agac)

Olgunlagmis meyve (1.Agag)

Yaprak (1.Agag)

Olgunlagmamis meyve (2.Agac)

Yaprak (2.Aga¢)

19.10.2010

20 °C

%71

Yaprak (1.Aga¢)

Pedisel (1.Agac)

Meyve

Yaprak (2.Agac)

22.11.2010

%84

Yaprak (1.Aga¢)

Meyve (1.Agac)

Yaprak (2.Agac)

20.12.2011

11 °C

%72

Yaprak (1.Aga¢)

Meyve (1.Agac)

Yaprak (2.Agag)

19.01.2011

2°C

%81

Yaprak (1.Agag)

Yaprak (2.Agag)

Yaprak (3.Agac)

21.02.2011

%63

Yaprak (1.Agag)

Yaprak (2.Aga¢)

16.03.2011

12 °C

%41

Yaprak (1.Agag)

Yaprak (2.Agag)

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

Tiyoredoksin geninin promotoriinii bulmak i¢in ilk olarak 5° ucuna ters yonde
cDNA dizimizden kademeli olarak TAIL1, TAIL2 ve TAIL3 primerleri (bkz. Tablo
2.2) Primer3 programi [141] yardimiyla tasarlandi. Bu primerlere karsilik olarak
rastgele baglanan primerler (AD1, AD2, AD2a, AD3 ve AD5) (bkz. Tablo 2.2) Liu
Y.G. ve arkadaslarinin [142, 143] detayli olarak analiz ettigi TAIL-PCR protokolii
modifiye edilerek kullanildi. Optimize edilen PCR reaksiyonlari kademeli olarak
gerceklestirildi (Tablo 2.9). Bu PCR’ larin her biri i¢in farkli komponentler
kullanild: (Tablo 2.10). Sekil 2.3 de TAIL - PCR’ m mekanizmasi sematize

edilmistir.

GUMBENDZPRNER 5 BNBADE y
[

:) - T1 PRNER

i o 129
' - i

0 PN

0
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Sekil 2.3 TAIL - PCR’ in mekanizmasi

26



Tablo 2.9 TAIL - PCR programi

Sicakhik Zaman Dongii

TAILL-PCR

1. Basamak 92 °C 3 dakika

2. Basamak 95°C 1 dakika .

3. Basamak 94 °C 30 saniye

4. Basamak 60 °C 1 dakika 5

5. Basamak 72 °C 2 dakika

6. Basamak 94 °C 30 saniye

7. Basamak 25°C 2 dakika 1

8. Basamak 72 °C 2 dakika

9. Basamak 94 °C 30 saniye

10. Basamak 60 °C 1 dakika 30

11. Basamak 72 °C 2 dakika

12. Basamak 72 °C 5 dakika 1
TAIL2 - PCR

1) Basamak 94 °C 30 saniye

2) Basamak 60 °C 1 dakika

3) Basamak 72 °C 2 dakika

4) Basamak 94 °C 30 saniye

5) Basamak 60 °C 1 dakika 12

6) Basamak 72 °C 2 dakika

7) Basamak 94 °C 30 saniye

8) Basamak 45 °C 1 dakika

9) Basamak 72 °C 2 dakika

10) Basamak 72 °C 5 dakika 1
TAIL3 - PCR

1) Basamak 94 °C 30 saniye

2) Basamak 45 °C 1 dakika 20

3) Basamak 72 °C 2 dakika

4) Basamak 72 °C 5 dakika 1
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Tablo 2.10 TAIL - PCR i¢in gerekli komponentler ve kullanilan miktarlar

TAIL1 Miktar

Tampon (10 X) 2 uL
MqCl, 1.2 uL

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

gDNA (kalip) 2 uL
Taq Polimeraz 0.5 uL
Distile su 6.5 ulL

AD Primer (10 uM) 5uL

TAIL2

Tampon (10 X) 2.5ulL
MgCl, 1.5uL

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

1/40 TAIL1 PCR firtinii (kalip) 1 pL
Taq Polimeraz 0.5puL
Distile su 12.6 uL

AD Primer (10 uM) 5ul

TAIL3

Tampon (10 X) 5uL

MgCl, 3uL

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

DMSO 1pL

1/10 TAIL2 PCR iiriinii (kalip) 1L
Taq Polimeraz 0.5 uL
Distile su 26.7 uL

AD Primer (10 pM) 10 uL
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2.12 Reverse Transkriptaz-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT - PCR)

Fermentas (Vilnius, Litvanya) firmasindan yerli firmalar araciligiyla temin
edilen RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kiti (Katalog No: K1622)
kullanilarak ters transkripsiyon (RT - PCR) ile RNA’ dan cDNA elde edildi ve bunun
icin kit protokolii takip edildi. PCR reaksiyonlar1 20 pL’ lik toplam hacim igerisinde
Tablo 2.11° deki komponentlerden belirtilen miktarlarda eklenerek gerceklestirildi.

Tablo 2.11 RT - PCR komponentleri ve uygulanma protokolii

Bilesenler Miktar Konsantrasyon
Kalip RNA 5uL -
Oligo (dT)18 primer 1 pL -
DEPC’ lisu 6 uL -
5 dakika 65 °C’ de inkiibasyon
Tampon 4 uL 5X
RNaz inhibit6rii 1 pL 20U/ uL
dNTP Mix 2 uL 10 mM
Revers Transkriptaz 1 uL 200U/ puL
60 dakika 42 °C’ de inkiibasyon
5 dakika 70 °C’ de inkiibasyon
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2.13 Anlik Gosterimli PCR (Real-time - PCR)

Zeytin bitkilerinin ¢esitli dokularindan 12 ay boyunca toplanan 6rneklerden
(Tablo 2.8) ters transkripsiyon PCR ile elde edilen cDNA oOrnekleri anlik gosterimli
PCR i¢in kalip olarak kullanildi. Anlik gosterimli PCR, Bioneer (Seoul, Kore)
firmasma ait GreenStar qPCR PreMix (Katalog No: K-6210) kiti kullanilarak
gerceklestirildi.  Anlik gosterimli PCR i¢in gerekli malzemeler kitin kullanma
kilavuzunda belirtildigi sekilde ilave edilerek Bioneer (Seoul, Kore) markali anlik
gosterimli PCR cihazi ile Tablo 2.12° de gosterilen programda gercgeklestirildi. PCR
icin kullanilan komponentler ve miktarlar1 Sekil 2.13” de gosterildi. Anlik gosterimli
PCR reaksiyonlari, her bir cDNA 06rnegi i¢in, hem zeytin tahmini tiyoredoksin
genine hem de normalizor gen olan GAPDH’ e (GenBank erisim no: 154260889) ait

0zgiil primerler kullanilarak 3’ er tekrarli olacak sekilde gerceklestirildi.

Tablo 2.12 Anlik gosterimli PCR dongii kosullari

Basamak Fonksiyon Sicaklik Zaman Dongii
1. Basamak Inkiibasyon 95 °C 5 dakika -
2. Basamak Inkiibasyon 94 °C 15 saniye -
3. Basamak Inkiibasyon 55°C 15 saniye -
4. Basamak Tarama - - -
5. Basamak Inkiibasyon 72 °C 15 saniye -
6. Basamak | Basamak 2’ ye dén - - 35
7. Basamak Inkiibasyon 72 °C 1 dakika -
8. Basamak Erime (Melting) 70 °C — 94 °C rer llsjgiyede -
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Tablo 2.13 Anlik gosterimli PCR” da kullanilan komponentler ve konsantrasyonlari

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

2.14 Standart Egrinin Olusturulmasi

Standart PCR yontemi ile ¢ogaltilmis tiyoredoksin c¢DNA’ smin
konsantrasyonu, spektrofotometrik Ol¢iimler sonucunda 100 ng / uL olarak
belirlendi. Standart egri elde etmek i¢in tiyoredoksin PCR fiiriiniine ait seyreltme
serilerini (Tablo 2.14) kullanarak 3’ er tekrarh olacak sekilde anlik gdsterimli PCR
reaksiyonlar1 gergeklestirildi (Tablo 2.12). Standart egriden elde edilen;

Y= - 0,3544*X + 12,9982 (2.1)

formiilinden yola ¢ikarak GAPDH ve tiyoredoksin genlerinin konsantrasyonlari

tespit edildi.

Tablo 2.14 Tiyoredoksin genine ait seyreltme serileri

31



Kopya sayisi /

Dilisyon ng/ pL g/pL Baz Cifti pL
1.00E+00 100 1.E-7 600 3.E+10
1.00E+01 10 1.E-8 600 3.E+09
1.00E+02 1 1.E-9 600 3.E+08
1.00E+03 0.1 1.E-10 600 3.E+07
1.00E+04 0.01 1.E-11 600 3.E+06
1.00E+05 0.001 1.E-12 600 3.E+05
1.00E+06 0.0001 1.E-13 600 3.E+04
1.00E+07 0.00001 1.E-14 600 30000
1.00E+08 0.000001 1.E-15 600 300
1.00E+09 0.0000001 1.E-16 600 30
1.00E+10 0.00000001 1.E-17 600 3

2.15 Siv1 Lauria Bertani (LB) ve LB Agar Hazirlanmasi

500 mL Lauria Bertani (LB) veya LB agar hazirlamak i¢in Tablo 2.16° da
gosterilen gerekli bilesenler belirli miktarlarda ilave edilerek 500 mL saf su ile
¢ozildi. 121 °C’ de 20 dakika otoklavlandi. 55 °C’ ye kadar sogutulan besi yerine
Invitrogen (Carlsbad, Kanifornya) firmasindan temin edilen zeozin (Katalog No:
R25001) son konsantrasyon 25 pg / mL olacak sekilde eklenerek sivi veya 25 mL’

lik hacimlerde kat1 besi yerleri hazirlandi.

Tablo 2.15 LB ¢ozeltisi bilesenleri ve miktarlar:

LB Cozeltisi Miktar (500 mL icin)
Tripton 259
Hefe Ekstrakti 1.25¢
Sodyum Klorid 259
Agar Agar (Kat1 besiyeri i¢in) 3.75¢
Zeozin 125 uL
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2.16 Kompetan Hiicre Hazirlanmasi

Calisma kapsaminda kullanilan E. coli DH10B ve DH5a suslarina ait
kompetan hiicreler kalsiyum kloriir metodu takip edilerek hazirlandi [144]. Bir gece
onceden 6ze ile 5 mL LB besiyerine tek koloni inokiile edildi. Siv1 kiiltiir gece
boyunca 210 rpm’de ¢alkalanarak biyiitiildii. Hazirlanan kiiltiir spektrofotometre’
de 600 nm’ de dlgiilerek yogunlugu belirlendi ve optik yogunluk 600 nm’ de (ODsggp)
0.2 olacak sekilde tekrar 40 mL taze LB besiyerine ekim yapildi. ODggo 0.4 - 0.6
arasma ulaginca hiicreler 4 °C’ de 4000 rpm’ de 5 dakika santrifiij edilerek toplandi
ve siipernatant uzaklastirildi. Hiicre pelleti (¢cokeltisi) 20 mL soguk 0.1 M CaCl;
ilave edilerek ¢oziildii ve 30 dakika buzda bekletildi. Sonrasinda 4 °C’ de 4000 rpm’
de 5 dakika santrifiij edildi ve ¢okelti 5 mL 0.1 M CaCl; ile ¢6ziilerek 1 - 4 saat
arasinda buzda bekletildi. 5 mL %40’ lik soguk gliserol ilave edildikten sonra buz
tizerinde sogutulmus ependorflara 50 pL olacak sekilde dagitildi ve -80 °C’ de

muhafaza edildi.

2.17 Tiyoredoksin Geninin Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi

2.17.1 Tiyoredoksin Geninin Cogaltilmasi

Zeytin TRX geni restriksiyon endoniikleazlar agisindan incelendiginde Clal
ve Xbal resktriksiyon endoniikleaz kesim bdlgelerini igermedigi gozlendi. Bu
nedenle genin pPICZaC vektorinin Clal ve Xbal bolgesine klonlanmasi
kararlagtirildi.  Tiim genin PCR’ da amplifikasyonu igin primer3 programi [141]
yardimiyla dizayn edilen uygun primerlerin (Cogaltma TRX - R ve Cogaltma TRX -
F) 5 uclarmna ilgili restriksiyon endoniikleazlar i¢in kesim bolgeleri ilave edildi

(Sekil 2.4). Zeytin cDNA kiitiiphanesinde bulunan Fermentas (Vilnius, Litvanya)
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firmasindan temin edilen pJET1.2 / blunt vektoriine (Katalog No: K1231) klonlu
tiyoredoksin genini tam wuzunlukta ¢ogaltmak i¢in gen spesifik primerlerini
(Cogaltma TRX - R ve Cogaltma TRX - F) igeren standart PCR komponentleriyle
(Tablo 2.4) PCR (Tablo 2.5) gerceklestirildi.

Clal

Primer F CAGCAA QAT CGA TQC CTA
AAA AANTCT AGARTCG AAT AAT

Primer R

Xbal

Sekil 2.4 Cogaltma primerlerinin kesim bdlgeleri

PCR iriinii, Sigma (Taufkirchen, Almanya) firmasmna ait GenElute Gel
Extraction Kit (Katalog No: NA1111-1KT) ile kullanma kilavuzu takip edilerek
saflagtirildi.  Saflastirlilmig PCR iriinii, %0.8 lik agaroz jelde yiiriitiilerek miktari
tespit edildi.

2.17.2 Genin ve pPICZo. C Ekspresyon Vektoriiniin Kesilmesi

Zeytin tiyoredoksin gen friiniiniin, Invitrogen (Carlsbad, CA) firmasindan
temin edilmis EasySelect Pichia Expression Kit (Katalog No: K1740-01) iginde

mevcut pPICZaC ekspresyon vektdriine uygun cergevede klonlanabilmesi i¢in gen
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tirtinii ve klonlama vektorii Fermentas (Vilnius, Litvanya) firmasindan temin edilen
FastDigest® Clal (Katalog No: FD0144) ve FastDigest® Xbal (Katalog No:

FDO0684) restriksiyon endoniikleazlari ile kesim reaksiyonlar1 gergeklestirildi.

Komponentler Tablo 2.16” da gosterildigi gibi belirli miktarlarda eklenerek
37 °C’ de 30 dakika inkiibe edildi. Hem gen {irinii hem de ekspresyon vektorii i¢in
reaksiyonlar 30 pl’ lik toplam hacimlerde 5 ayr1 mikrosantrifiij tiiplerinde
uygulandu.

Tablo 2.16 Kesimde kullanilan komponentler, konsantrasyonlar1 ve miktarlari

Bilesenler Konsantrasyon Miktar
10X FastDigest Tampon - 3uL
TRX PCR iiriinii / pPICZaC ekspresyon 150 ng / uL S5uL
vektorii
FastDigest Clal 1U/uL 1.5 ul
FastDigest Xbal 1U/uL 1.5uL
Niikleaz icermeyen su - 19 uL
TOPLAM - 30 uL

2.17.3 Genin pPICZaC Ekspresyon Vektoriine Ligasyonu

Clal ve Xbal enzimleri ile kesilmis zeytin tiyoredoksin geni pPICZaC
ekspresyon vektoriiniin ayni restriksiyon enzimleri ile kesilmis klonlama bolgesine
ligasyonu yapildi. Ligasyon, toplam 20 pL hacimde Fermentas (Vilnius, Litvanya)
firmasindan temin edilen T4 DNA Ligaz(Katalog No: EL001) enzimi kullanilarak
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yapildi. Ligasyon reaksiyonu 2 plL. T4 DNA Ligaz tampon ¢ozeltisi (10 X’ den), 1
uL T4 DNA ligaz (5 U / uL), 3 uL Clal ve Xbal enzimleri ile kesilmis ekspresyon
vektorii ve 14 uL Clal ve Xbal enzimleri ile kesilmis gen iiriinii kullanilarak 22 °C’
de 45 dakika olarak gerceklestirildi.

2.17.4 Rekombinant Ekspresyon Vektoriiniin Transformasyonu

Zeytin tiyoredoksin genini tasiyan pPICZaC vektorii E. coli DHS5a susu
kompetan hiicrelerine kimyasal yontemle transforme edildi [144]. Transformasyon
icin, 3 pL ligasyon iiriinii, -80 °C dolabinda muhafaza edilen 50 pL alict hiicre
icerisine ilave edildikten sonra 30 dakika buzda bekletildi. Inkiibasyon sonrasinda
hiicreler 42 °C’ de hazirlanan su banyosunda 1.5 dakika bekletilerek plazmitin hiicre
icerisine alinmasi saglandi. Is1 sokunun ardindan tiip igerisine 200 uL. LB besi yeri
(25 pg / mL zeozin igeren sivi besi yeri) eklendi. Alict hiicreler 2 saat calkalayici
inkiibatorde bekletildikten sonra 250 pl LB agar kati besi yerine ekimi yapildi.
Transformasyon triinlerinin ekildigi petriler 37 °C’ de bir gece inkiibasyona

birakildi.

2.17.5 Rekombinant Kolonilerin Tespiti (Koloni PCR)

Inokiilasyon sonras1 petride biiyiiyen kolonilerden rastgele segilerek koloni
PCR reaksiyonu gerceklestirildi. Secilen 50 koloniden her biri 20 pL distile su
icerisinde seyreltildi. Bu seyreltik hiicrelerden 3 pL zeozin’ li kat1 besi yerine (kisa
siireli stok i¢in) ekilerek 37 °C’ de bir gece inkiibasyona birakildi. 2 pL’ si ise koloni
PCR’ da kalip olarak kullanildi. Bu koloniler, AOX primerleri kullanilarak yapilan
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standart PCR reaksiyonu (Tablo 2.5) ile genin varligi acisindan tarandi. PCR

iirtinleri 9%0.8 agaroz jelde yiiriitiildii ve UV jel goriintiileme cihazinda goriintiilendi.

2.17.6 Rekombinant pPICZaC Plazmit Vektériiniin Izolasyonu

Koloni PCR sonucunda rekombinant oldugu diisiiniilen kolonilerden plazmit
DNA’ sin1 izole etmek amaciyla zeozinli (25 pg / mL) LB’ ye ekimler yapilarak 37
°C’ de bir gece inkiibe edildi. Plazmit DNA’ s1 Sigma (Taufkirchen, Almanya)
firmasma ait GenElute HP Plazmit Miniprep Kiti (Katalog No: NAO0150-1KT)
kullanilarak izole edildi. izole edilen plazmit DNA’ lar1 REFGEN (Ankara)
araciligiyla dizilendi. Dizileme sonucunda pozitif sonug¢ veren klonlardan gliserol

stoklar hazirlandi ve -80 °C dolabinda muhafaza edildi.
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BULGULAR
3.1 Bioinformatik Analiz
3.1.1 BLAST Analizi

Elimizde var olan ve baslangicta ne oldugunu bilmedigimiz bk96 adli cDNA
dizisini NCBI” daki BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) programimin [131]
nBLAST veritabaninda yapilan analizde bulunanlar Sekil 3.1 ve Sekil 3.2° de
gosterilmektedir. pBLAST veritabani1 kullanilarak aminoasit dizisi analiz edildi
(Sekil 3.3 ve Sekil 3.4). Kiitiiphaneden alinan bk96 cDNA dizisinin hangi aileye ait
oldugu bulundu (Sekil 3.5).

@0 40-50 80-200 »=200

.
I I I I I I I I
1 100 200 300 400 500 600 700

Sekil 3.1 cDNA dizisinin BLAST analizi sonucu



. N W Tl Qey E M
st s e R
PREDICTED: Vi e msc_RA (LOCIOUGBE  miscle. 8 0 &% &ll T

L PRECICTED: Vit i pothetical profem LOCIOMAI0R4 L0CH 28 28 4% &l Tha
L Solnum hoopersm CONA, cone; (EFLISF0 TGt 27 1 Wb B9 THR
Soybean cone 0V-FLG-B05 o A 4 o #% & W
RELL Pk tichocama Hivedon ¢ (PhcTr), A 4 m & ¥ &
Soyoean clone JCV-FLG-514 nkonn A B Om OB K8 T
Vit vifera contg WIBKA0874 S, whol qenome shofpmsequenc. 16 08 b kT T
<HILL Arsidopsts frata subsp. At hypothetical proten, mRNA B8 8 kk Th

Sekil 3.2 cDNA dizisine benzeyen niikleotit kayitlari

<40 4050 5080 80-200 »=200

Sekil 3.3 Protein dizisinin BLAST analizi

Max  Total Quey

Accession Description sore  sore  coverage _‘.@
01255630681 [ACULST00.  unknown [Glycine max] 189 189 66% 1e-d6
0[255629033|ACUL486L.L  unknown [Glycine max] 185 185 61% Je-45
011224094047|XP 0023100661 thioredoxin ¥ [Populus trichocarpa] =qi|222652969|gb|EEEQ0516.1| | 182 182 9% le-d4
0il205462568] P 0022€82€2.1 PREDICTED: hypothetical protein [Vitis vinifera] n | 1m 0% %4
01[6539616AAF15950.1 thioredoxin ¥ [Arabidapsis thaliana] m | wm 75% Be-43

0il18403021|NP 564566, thioredoxin X [Arabidopsis thaliana] »qi[51701888|sp|Q8LD49.2|TRY | 117 177 5% Be-43
01|267852732|XP 002894247.1 hypothetical protein ARALYDRAFT 891962 [Arabidopsis lyrata subsp. 13 173 5% Se-42

1121352332/ AAM64283.1 thipredoyin, putative [Arabidopsis thaliana] mn 1 75% le-41
0115461306 (NP 0010542531 (504q0676100 [Oryza sativa Japonica Group] »gi| 75142921 sp|Q7X 155 155 60% 336
0ilesB15626|CAIBE078.L  thioredoxin x [Oryza sativa Japanica Group) 155 15 60% 33

Sekil 3.4 ORF dizisine benzeyen protein kayitlari
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thalybic residues“

Thioredoein_ike superfantly

Sekil 3.5 bk96 cDNA dizisinin ait oldugu protein ailesi

Tiyoredoksin geninin ii¢ boyutlu yapisi i¢in yapilan Cn3D [134-136]
analizinin sonucu ve genin aktif bolgesi ve oOzelligi Sekil 3.6 ve Sekil 3.7° de
goriilmektedir. Genin domainlerinin diger tiirlerdeki domain yapilar1 ile

karsilagtirilmasi ise Sekil 3.8 de goriilmektedir.

Sekil 3.6 TRX proteinin Cn3D’ den elde edilen 3-boyutlu yapis1
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Feature 1:  catalytic residues [active site]

Evidence:
' Comment: CXAC motif

* Comment: Disulfide bond reduction by thioredaxn is initiated by deprotonation
ofthe solvent-exposed N-terminal cysteing inthe CXXC mofifto form a thiolate.
The pKa of this thiol must be near physiological pH to achieve maiimal catalysis.

Sekil 3.7 Tiyoredoksinin aktif bolgesi [133]

View Edt MouseMode - Unaloned hstfction It

UTL4 | tdDSEDIOVIkanndga I LUDFWAEWCGPCRMIAPILDE [adeyqgk L TVARINIDgn~nPGTAPK Y gt gl PTLLLFENge - vaATKVGAL sko - gQLEEFLD2n]
puy £ SEEADVV I ds~ner pVIVEFVATWCGPCRLIAS S 1Q8VageyedkLTVVR IDHDs - nPKLIER Vi vygLRTLILFKD gk e vpnSRREGAT th-~ (KIKETVDe1
BRI tsqAEFDSITsqn~~n~elVIVDFFAEWCGRCKRIAPFYEEC kit oyt kMVFIRVDVD e o vSEVIEREnit MPTEKVTEN g -~ svDTLLGANG -~ sALEQLIES V2
w980 ywiVQLDRAK e sn~w~ok 1 [VIDFTASNCRPCRMIAPTENDL k! ms sATFERVDVD e~ Q8VAREFgve MPTEVFIRAge - vyDRLVGAN -~~~ DLOAKIVER
i LJG0BE08 102 AYEQQT san~wnnsnVLVTFWARLCAPCDLETPTVEAS 61 k-0 ¢ VVHGKVNIE t -~ eKDLAS IAgvi | LPTIMAFKK gk~ vEKQAGI Anpa indNLVQQLRayt
g lG30T vaeDNEONLYE qo~wnpkp ILVYFGAPNCGLCHFVEPLINHL D gewqe qLVCVEVNAD v~ n LELANAY ¢ [knLPTLILENRgq~~viQRLEDFRvr e 1 ARIREQIAVS]
giLI674M0 ¢ ipEDEQNDVer s~ tvgVLVDFVAQRCGPCRILAPVLEK Lt rhaghWVLVEVNTE e~ fPEISAQVgir s [PNVELESNgv~ v iDEFTGALp -~~~y QIEQWLAL: ]
il t5dQDESARLadvazs ps IMICDFTAKNCGPCRMIAPVESSLsnk~yt dVTFVRIDI Dntal CNTVNDHs it gVRTEVITR Gz -t vESFSGARZ -~~~ dMLESLIQk R
g 0477334 TndDNEDSEVTks~~~dspVLVDFWARNCGPCRQIAPMIDE Las ewnp gVEIGKVNIDG - nPGAAQRFgins [FTLLLFEN 22~ i aDTFVGVRpk-~~2ALQDALT s vs
i 009 tniAELDQLLs tn~w~ukkVUVDFYANWCGPCRILGPTFEEVaqd-kk dWTFVRVDVD e aNELSSE Ve i s [FTVIFFQD gk~ ~maDKRIGF gk~~~ nELKELLE

Sekil 3.8 Tiyoredoksin proteinin domain yapilarinin karsilagtiriimasi [133]

3.1.2 BioEdit Programu ile Yapilan Analizler

Zeytin tahmini tiyoredoksin geninin cDNA dizisinin niikleotit kompozisyonu
analiz sonuglart Sekil 3.9’ da goriilmektedir. Bu sonuglara gore 706 niikleotit
uzunlugundaki tiyoredoksin geninin %38.67 G - C ve %61.33 A - T igerdigi
belirlendi.
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DN& molecule; TR G+C content: 33.67%

Length; 706 bage pairg . .
Malecular weight: 21408900 D aktans, snale shanded AT cantent, B1.33%

Molecular weight: 427853,00 D altons, double stranded

Nucleotide Composition

A c G T

Sekil 3.9 Tiyoredoksin cDNA dizisinin niikleotit kompozisyonu

Tiyoredoksin ¢cDNA dizisinin a¢ik okuma ¢ergevesinin (ORF) 188 aminoasit
uzunlugunda oldugu Sekil 3.10° da goriilmektedir. Tiyoredoksin geninin agik okuma

¢ercevesinin aminoasit kompozisyonu Sekil 3.11° de goriilmektedir.

e o ST T Lot e
S A RSV TR TR
AN SO A SR R AR

Sekil 3.10 Tiyoredoksin geninin a¢ik okuma gercevesi
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Protein: trs protien
Length: 188 amino acids
Molecular weight: 20344,94 Daltons

Amino Acid Composition
trx protien

Ala Cys Asp Glu Phe Gly Hs e Lys Leu Met Asn Pro Gl Arg 3er Thr Val Trp Tyr
Amino Acid

Sekil 3.11 Tiyoredoksin proteinin aminoasit kompozisyonu

3.1.3 ExPASy Analizleri

Zeytin tiyoredoksin proteinin translasyon sonrasi 6zelliklerini anlamak igin

ilk olarak tiyoredoksin proteininin lokalizasyonu tahmin edildi (Sekil 3.12)

Hitochondrial Plastid ~ ER  Elsewhere Prediction
0! 00 0 00 st

Sekil 3.12 Tiyoredoksinin hiicre i¢i lokalizasyon tahmini

43



Tiyoredoksin proteininin transit peptitinin olup olmadig1 anlamak i¢in yapilan
analizin sonucu Sekil 3.13” de goriilmektedir. RC ile ifade edilen kisim analizin
givenilirligini 6lgmektedir. 1’ den 5° e kadar derecelendirilmis Slgekte deger
diistiikce giivenilirlik artmaktadir. Ayrica bu sonuglar ExXPASy web sayfasinda
mevcut farkli programlar ile desteklenmistir (Sekil 3.12).

Name len P ofP 5P other Loc RC

tx g8 0.930 0.037 0003 0.07%6 C 1

Sekil 3.13 Tiyoredoksin proteinin trasit peptit analizi

Tiyoredoksinin nasil bir protein 6zelligi gosterdigini bulmak igin yapilan
analiz sonucu Sekil 3.14” deki gibidir.

This oo acidseguence i of ¢ SOLUBLE PROTELN,

Sekil 3.14 Tiyoredoksin protein 6zelligi
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3.2 Genomik DNA Izolasyonu ve PCR

Zeytin gesitlerinden (Tablo 2.1) toplanan 6rneklerden elde edilen genomik
DNA o6rneklerinin agaroz jel goriintiileri Sekil 3.15” te goriilmektedir.

M12345 67891001213 14151617 181920 202223 24 2§

ot e e W e W W

Sekil 3.15 izole edilen genomik DNA 6rnekleri

Polimorfizm olup olmadigini anlamak i¢in toplanan 6rneklerden (Tablo 2.1)
tiyoredoksin genini tam uzunlukta ¢ogaltabilecek primerler (Cogaltma TRX - R ve
Cogaltma TRX - F) ile PCR yapild1 (Sekil 3.16).
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Sekil 3.16 Zeytin cesitleriyle yapilan PCR tiriinleri

3.3 Intron Analizi

Tiyoredoksin geninde intron olup olmadigini belirlemek i¢in hem gDNA hem
de cDNA orneklerinden ayr1 ayr1 geni tam uzunlukta ¢ogaltan primerler (Cogaltma
TRX - R ve Cogaltma TRX - F) ile PCR yapild1 (Sekil 3.17)ve PCR firiinleri
dizilemeye gonderildi. Daha sonra gelen gDNA ve cDNA dizileri karsilagtirildi.
Boylelikle intronun varhgi, yeri ve biiyiikligi tespit edildi (Sekil 3.18).

Sekil 3.17 Intron igin yapilan PCR iiriinleri: 1. cDNA kalibiyla yapilan PCR iiriinii
2.gDNA kalibiyla yapilan PCR iiriinii
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Sekil 3.18 Zeytin tiyoredoksin geninin intron analizi

3.4 Polimorfizm Analizi

Tiyoredoksin geni ekzonl, intron ve ekzon2 bdliimlerinden olusur (Sekil
3.18). Bu boliimlerde tiyoredoksin geninin zeytin ¢esitleri arasindaki farkliliklar1
ayr1 ayr1 incelendi. Zeytin gesitlerinden yapilan PCR friinlerinin dizileme sonucu
elde edilen niikleotit dizileri BioEdit program [132] ile hizalandh.

Ekzonl bolgesinin ¢esitler arasinda karsilastirilmasi sonucu bir¢ok farklilik
oldugu goriildii (Sekil 3.19) ve bu farkliliklar analiz edildi (Sekil 3.20). intron (Sekil
3.21) ve Ekzon2 (Sekil 3.22) bolgelerinin ¢esitler arasinda karsilastirmasi sonucu

farkliligin olup olmadig1 gézlendi.

Cesitler arasinda ¢ok fazla cesitlilik gosteren ekzonl bdlgeleri aminoasit
dizisi esas almarak gesitler arasinda karsilastirildi ve farkliliklar analiz edildi (Sekil

3.23).

Cesitler arasinda akrabalik iligkilerini gozlemlemek icin PAUP agag
olusturma programi [137] yardimiyla filogenetik agag olusturuldu (Sekil 3.32).
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TIRL 3G A G/A BoIGAR A2 Ao bk A
CIRIR BG A G2 BoIGAR AC V3 Ao hh i
WBECTE A G2 BoIGAR A2 Aiohd i
1IN BG A G/& BoIGARAC 2 Aioha i
VERDIAL R i 68 A GERAG 2 Big gl A i
IR BG A (/2 BGIGAR AC V2 Aic hB A
TR BG A 08 BoIGAR AC V2 g bR i
0308 3G A G2 BoIGAR AG 12 big bk A
DOMAT 3G A G/A BoIGAR A2 Ao bk A
LA 2 G A G2 BoIGAR AC V3 Ao hh i
TEC0 BG A G2 BoIGAR A2 Aiohd i
TROFIRD i 6B ACGERAG 2 2GRl A A
WRMELT BG A G2 BoIGAR A2 Aicha i
TR0 BG A 08 BoIGAR AC V2 g bR i
e 2 G A G8 AGGERAG 2 Rug Al A A
WNZEIIIIL A G2 BoIGAR AG 12 big bk A
NEGRAL 3G A G/A BoIGAR A2 Ao bk A
A A A G2 BoIGAR AC V3 Ao hh i
e 2 G A G/& BoIGARAC 2 Aioha i
PICUAL BG A G2 BoIGAR A2 Aici g d i
[MIRSOFTL i 8 AGGERAG 2 Bg Ak A
CRILIR BG A 08 BoIGAR AC V2 g bR i
ARG £ G A G/A BoiGAR A2 big bk A
vy A G2 BoIGAR AG 12 big bk A
1aae 3G A G/A BoIGAR A2 Ao bk A

Sekil 3.19 Ekzonl bolgesinin ¢esitler arasinda karsilastirilmasi

Sekil 3.20 Ekzonl bolgesindeki farkli olan bolgeler
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GGRAG
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BR RRRGR A
AR RARGRB
BA RRRGRBIG
AR RARGR'A
AR RARGRA
BB RARGR'A
AR RARGRA
BR RRRGRAIG
AR RARGRB
BA RARGR A
AR RARGR'A
AR RARGRA
BB RARGR'A
AR RARGRA
BA RRRGA A
AR RARGRB
BA RARGR A
AR RARGR'A
AL RARGAA
BB RARGR'A
AR RARGRA
BA RRRGA A
AR RARGRB
AR RRRGR/AIG
AR RARGR B

Sekil 3.21 Intron bdlgesinin cesitler arasinda karsilastiriimasi

UB3

A3COLAND

HERMANDOS

UBL

PICUAL

0308

DOMAT

LECO

HOJIPLANCE
MANZEZILLA

NEGRAL

FORONEIRI

MEMELI

UBL0

TZIMIR30FRA

GEMLIR

SAMANLI

ERRENCE

RIRRZ

VERDIAL

CARIR

MEMECIR

U5LU

RYVALIR

1AGAC

EIRAZ BGGRR
UB3 BGGRR
A5COLANO BGGRR
HERMANDOS AGGAR
UBl BGGRA
PICUAL BGGRER
c308 BGGRR
DOMAT BGGRR
EREKENCE AGGRA
VERDIAL AGGAR
LECO AGGRA
HOJTPLANCE  [Relerd
MRNZEZIIIZ [Ralesd
NEGRAL AGGRA
FORONEIRI AGGAR
MEMELI BGGRA
UB10 BGGRER
CARIR BGGRR
MEMECIE BGGRR
USLO AGGRA
TZMIR3OFRZ  [leeryd
GEMLIE AGGRA
SAMANLI BGGRR
BYVALIE BGGRR
12GAC BGGRAR

GRAGE AAR
GRAGA AAR
GARAGA ARR
GARAGE AAR
GAAGA RAR
GRAGE AAR
GRAGE AAR
GARAGA ARR
GARAGA AAR
GARAGA AAR
GRAGA AAR
GRAGE AAR
GRAGA AAR
GARAGA AAR
GARAGE AAR
GAAGA RAR
GRAGE AAR
GRAGE AAR
GARAGA ARR
GARAGA AAR
GARAGA AAR
GRAGA AAR
GRAGE AAR
GRAGA AAR
GARAGE ARR

GB 2G
GA 2G
GA 2G
G AG
GA AG
GB 2G
GB 2G
GA 2G
GA AG
GA AG
GB AG
GB 2G
GA 2G
GA AG
G AG
GA AG
GB 2G
GB 2G
GA 2G
GA AG
GA AG
GB AG
GB 2G
GA 2G
GA AG

G GAARR
G GAARR
G/ GAARR
G GAARR
G GAARR
G GRARR
G GAARR
G/ GAARR
G/ GAARR
G GAARR
G GAARR
G GAARR
G GAARR
G/ GAARR
G GAARR
G GAARR
G GRARR
G GAARR
G/ GAARR
G/ GAARR
G GAARR
G GAARR
G GAARR
G GAARR
G/ GAARR

L S S R

GRRARAR
GRRARAR
GARRAR
GRRRAR
GARRAR
GRRARAR
GRRARAR
GARRAR
GARRAR
GARRAR
GRRARAR
GRRARAR
GRRARAR
GARRAR
GRRRAR
GARRAR
GRRARAR
GRRARAR
GARRAR
GARRAR
GARRAR
GRRARAR
GRRARAR
GRRARAR
GAARAR

B BAGG
4 BAGG
4 BAGG
A BAGG
B BAGG
3 BAGG
B BAGG
4 BAGG
4 BAGG
A BAGG
A BAGG
B BAGG
4 BAGG
4 BAGG
A BAGG
B BAGG
3 BAGG
B BAGG
4 BAGG
4 BAGG
A BAGG
A BAGG
B BAGG
4 BAGG
3 BAGG

L= S R R S

Sekil 3.22 Ekzon2 bdlgesinin gesitler arasinda karsilastiriimasi
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TTTT | TYTT | TTIT | TTTT | TTNT [ TAATT [ VITT TN [T | TATT | TTAT TN
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| 10 20 30 40 30

ETRRZ

UB3
UB1
o308
DOMART
ERFENCE

IZMIRESCFERL
GEMLIE
SAMANT.T
AYVALIFE
1AGRC

Sekil 3.23 Cesitlerin aminoasit dizilerinin karsilastiriimasi

HANZEZILLA

PICUAL
ﬁ VERDIAL
e K ORONETKL
KIRAZ
CAKIR

HEHECTK

sy

LBt

RYURLIK

1RGAC

SAMANLT

GEHLIK

TZHIRSOFRALIK

HERHMANDO3

ASCOLAND

HEGRAL

HOJIFLAHCA

UB18

HEHELI

ERKENCE

DOHAT

Il

LECCINO

Sekil 3.24 Tiyoredoksin dizileriyle olusturulan filogenetik agag
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3.5 TAIL-PCR

Tiyoredoksin promotdriinii bulmak icin yapilan PCR dirlinlerinin jeldeki

goriintiisii Sekil 3.25” deki gibi fotograflandi.

Dt m ADa A ADS ADuiy
VO VI VIR O VIR VO K VI T VI VO ¢ A VO VI I V O VIR

Sekil 3.25 TAIL - PCR sonuglari

TAIL-PCR sonucunda olusan hedef PCR iiriinleri dizilenmeye gonderildi.
Gelen dizileme sonuglar1 Sekil3.26” da goriildigii gibi kendi igerlerinde
karsilagtirilarak ortak dogru dizi olusturuldu. Daha sonra olusan bu dizi ile cDNA
dizisi BioEdit programi yardimi ile karsilastirilarak promotor bolgesine ait niikleotit

dizisi tespit edildi (Sekil 3.27).

GAR GAR AGAG  GOGE
GAR AGAG  GOGE
GAA AGAG  GOGH

G2 G G2 G2 G2

Sekil 3.26 Farkli dizilerden ortak dizi olusturma
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Sekil 3.27 Promotdr bolge tespiti

3.6 Ekspresyon Vektoriine Klonlama

Tiyoredosin genini ekspresyon vektoriine klonlamak amaciyla ilk olarak

yapilan bos pPICZaC ekspresyon vektoriiniin miktar tayini Sekil 3.28” de
goriilmektedir.

Sekil 3.28 pPICZaC ekspresyon vektoriiniin miktar tayini
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Klonlanacak olan tiyoredoksin geni i¢in PCR reaksiyonu (Tablo 2.5) ile arac1
vektorden spesifik primerler ile ¢ogaltilan PCR firiinleri (Sekil 3.29) ve bu PCR

iiriinlerinin saflastirildiktan sonraki miktar tayinleri Sekil 3.30” da goriilmektedir.

S ey e Gy e e e ey Sy

Sekil 3.29 ¢cDNA’ dan ¢ogaltilan PCR iiriiniine ait jel goriintiisii

Sekil 3.30 PCR firliniiniin miktar tayini
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Tiyoredoksin geninin ve pPICZaC ekspresyon vektoriiniin uygun restriksiyon

enzimleri ile yapilan kesim sonuglar1 Sekil 3.31° de goriilmektedir.

Sekil 3.31 Genin ve vektoriin kesim sonucunu gosteren jel goriintiisii

Kesik tiyoredoksin geni, kesik vektoriin ve bunlarin ligasyonu sonucunda

olusan ligasyon iirtinlerinin jeldeki gorintiisii Sekil 3.32” deki gibidir.

Sekil 3.32 Ligasyon iiriinleri
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Transforme edilen ligasyon fiiriinlerinden yapilan ekim sonucu Sekil 3.33’

deki gibi petride tiremeler goriildii.

Sekil 3.33 Rekombinat bakterilerin petrideki goriintiisii

Petride iireyen geni tasiyan rekombinant kolonileri belirlemek amaciyla
rastgele secilen kolonilerden AOX primerleri ile PCR yapildi. Sekil 3.34’ de 15
farkli koloniden elde edilen PCR sonuglar1 verilmistir. Bos olan vektorde 600 bg” lik
AOX bolgesinin ¢ogaldigi ve pPICZaC klonlama bolgesinde bulunan alkol oksidaz
(AOX) igerisine klonlandig1 diisiiniilen gene ait bantlarin ise yaklasik 1200 bg
biiyiikliigiinde oldugu goriilmektedir.
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M 12 3 4.5 6 7 8 9104142 1314 15

Sekil 3.34 Koloni PCR iiriinlerinin jel goriintiisii

3.7 Tiyoredoksin Geninin Ekspresyon Seviyesinin Belirlenmesi

Tiyoredoksinin dokusal ve zamansal ekspresyonu igin toplanan doku
orneklerinden (Tablo 2.8) elde edilen toplam RNA ornekleri jelde yiiriitiilerek
fotografland1 (Sekil 3.35).

Sekil 3.35 Toplam RNA 6rneklerinin agaroz jel goriintiisii
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Standart egri, konsantrasyonu bilinen seyreltme serileri kullanarak 3 tekrarli
calisilan standartlara ait anlik gosterimli PCR sonucunda elde edilmistir. 12 ayda
“var yili” ve “yok yili” agaglarindan O6rnekler toplanmis ve anlik gosterimli PCR
sonucunda standart egri baz alinarak normalizor gen GAPDH ile birlikte
konsantrasyonlar hesaplanmistir. Asagidaki grafikler, zeytin bitkisinde konstitiitif
olarak ifade edilen normalizor gen GAPDH’ e gore farkli ay ve dokularda degisiklik
gostermis tiyoredoksin mRNA diizeylerini gostermektedir.

12 ay boyunca toplanan bitkilerin yaprak orneklerinden izole edilen RNA
ornekleri kalip olarak kullanilarak yapilan anlik gosterimli PCR sonuglar1 analiz

edildiginde olusan grafik Sekil 3.36’ da goriilmektedir.

0,25

K 0,2

A

T1| 0,15

G 0,1

A

Pll o005

D

H 0 -
= > F oo
‘))—‘)i):b)—bb—b:—):b;bi‘)):—b)—
pEA A = Z = un v = M [%2] = a2
c(c(ciﬂfrxﬂcqq(;;zq:)DOO::)DEEE::
O8I vuaIxzeSSE 52558222 %
o wwEEzng'@gggzgmm :{x%g

TEEELE

Sekil 3.36 Yaprak orneklerindeki ekspresyon seviyesi
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12 ay boyunca her ay toplananzeytin dokularindan izole edilen toplam RNA
ornekleri kalip olarak kullanilarak yapilan anlik gdsterimli PCR sonuglar1

kullanilarak yapilan grafik Sekil 3.37’ de goriilmektedir.

0,3

0,25
K ’
A 0,2
T r

0,15
G '
A

0’1 T T
P
D 0,05
" | L
0 T T T T
TOMURCUK TOMURCUK  CICEK VY CICEK YY SURGUN
VY Yy

Sekil 3.37 Farkli dokulardaki ekspresyon seviyesi

Farkli zamanlarda toplanan meyve Orneklerinden izole edilen RNA
ornekleri kalip olarak kullanilarak yapilan anlik gosterimli PCR sonuglari analiz

edildiginde olusturulan grafik Sekil 3.38” de goriilmektedir.
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Sekil 3.38 Meyvelerdeki tiyoredoksin ekspresyon seviyesi
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TARTISMA VE SONUC

Elimizde bulunan daha 6nce laboratuarimizda yapilmis olan temmuz “yok
yi” ¢cDNA kiitiiphanesinden elde ettigimiz bk96 olarak isimlendirilen genin
biyoinformatik araglarla analizi sonucunda tiyoredoksin gen ailesine benzedigi ve en

cok da Populus trichocarpa tiyoredoksini ile yakin benzerlik gosterdigi bulundu.

Tahmini tiyoredoksinin niikleotit kompozisyonuna bakildiginda 706 baz ¢ifti
uzunlugunda, %38.67 G+C oranina ve %61.33 A+T oranma sahip oldugu belirlendi.
Programlar yardimiyla genin sentezledigi proteinin 188 aminoasit uzunlugunda
oldugu goriilmiistiir. Genin aminoasit kompozisyonuna baktigimizda ise hidrofilik
Ozellik gosteren serin aminoasitinin ¢oklugu ve ikinci olarak da hidrofobik 6zellik
gosteren 16sin ve valin aminoasitlerinin fazlalig1 dikkat ¢ekmektedir. Bu da bize bu
proteinin ya membrana gomiilii oldugu ya da globiiler protein oldugu siiphesini
uyandirdi. Ayrica, bu tahmini proteinin serin bakimmdan (hidrofilik bir amino asit)
zengin olmasi1 hiicre zar1 veya organel zarlarindan ziyade sitoplazmik oldugu

ihtimalini giiclendirmektedir.

Proteinin hiicre igerisindeki lokalizasyonuna bakildiginda yiiksek oranda
plastide 6zgili olmas1 (Sekil 3.12), kloroplast transit peptidinin bulunmasi (Sekil 3.13)
ve ¢Ozlinebilir protein olarak goriinmesi (Sekil 3.14), zeytin  tahmini
tiyoredoksininin ¢ekirdekte kodlanip kloraplasta gonderildigini ve kloroplast

icerisinde de stromada gorev aldigim diisiindiirdii.
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Biitiin tiyoredoksin proteinlerinin karakteristik 6zelligi olan CXXC motifinin

varlig1 ve domainlerinin diger canlilarla benzerlik gosterdigi goriildii.

Gene oOzgii primerler ile yapilan gDNA ve c¢DNA PCR friinlerinin
dizilenmesi sonucunda zeytin tiyoredoksin geninde 150 baz cifti uzunlugunda ve

genin orta kisminda yer alan bir intronun varligi tespit edildi.

Edremit’ ten toplanan 24 adet zeytin ¢esidinden yapilan PCR iiriinlerinin
dizilenmesi sonucunda tahmini tiyoredoksin geninin ekzonl bolgesinde ¢ok fazla tek
niikleotid degisiklikleri (SNP) tespit edilmistir. Bu polimorfik bolgeler analiz
edildiginde ise ¢ogunun heterozigot oldugu gozlendi. 310 baz ¢ifti olan ekzonl
bolgesinde toplam 5 tane polimorfik bdlgeden 4’ {iniin heterezigot oldugu bulundu.
Intron bolgesindeki sonuglara bakildiginda ise sadece 1 adet heterozigot bolge

bulunurken ekzon2 bolgesinde herhangi bir polimorfik bolgeye raslanmamustir.

Ekzonl bolgesinde ¢esitlilik géstermesinden dolay1 bu alanin ¢esitler arasinda
aminoasit dizileri temel almarak yapilan karsilagtirilma sonucunda yabanci kokenli
olan Verdial, Koroneiki, Manzanilla ve Picual zeytin ¢esitlerinde bu proteinin start
kodonundan yaklasik 50 amino asit sonra bir stop kodonu igerdigi ve dolayisiyla
baskilandig1 goriildii. Ayrica GenBank’ taki diger homologlariyla karsilastirildiginda
zeytin tahmini tiyoredoksininin higbir tiyoredoksinde goriilmeyen 6 tane serin
(SSSSSS) tekrari icermekte oldugu tespit edildi.

Tek niikleotid polimorfizmlerinin fazla oldugu ekzonl’ e goére yapilan
filogenetik agacta ise yerli ve yabanci kokenli tiirlerin birbirinden belirgin sekilde

ayrildig1 gozlenmistir.
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Tahmini tiyoredoksin geninin promotdr bolgesinin tespit edilmesi i¢in yapilan
TAIL - PCR sonucunda 5’ yoniine dogru 635 baz cifti tespit edilmistir. Bu bdlgenin
bioinformatik araglar ile analizinde ise heniiz bir promotor yapisi gézlenmemesi bize

bu bélgenin promotdriin bir kismi oldugunu diistindiirmektedir.

Proteinin biyokimyasal karakterizasyonun belirlenmesinin ilk basamagi olan
ekspresyon vektoriine klonlama iglemi zeytin tahmini tiyoredoksin i¢in yapildi. Bu
klonlama ile ileride zeytindeki tahmini tiyoredoksinin islevini anlamak i¢in yapilacak

biyokimyasal karakterizasyon igin ilk adim gerceklestirilmis oldu.

Zeytin  tahmini tiyoredoksin mRNA’ smm dokusal ve zamansal
ekspreyonlarmi belirlemek icin yapilan analizler yapraklar, dokular ve meyveler
olmak ftizere 3 grupta degerlendirildi. Aylara gore yaprak Ornekleri analiz
edildiginde Temmuz ayindaki “yok yili”na ait 6rneklerde en fazla sentezlendigi
goriildii. Dokular karsilastirildiginda ise en fazla “yok yili”na ait ¢igek 6rneklerinde
sentezlendigi gorildii. Aylara gore meyveler karsilastirildiginda ise belirgin bir
sekilde Kasim ayimnda en fazla sentezlendigi goriildii. Bu gen elde ettigimiz verilere
gore tiyoredoksin x formuna benzemektedir. Fakat bu form heniiz ¢ok fazla
caligilmadigr igin literatiirde ¢ok fazla bilgi bulunmamaktadir. Bu yiizden diger
bitkilerde bu genin ekspresyon seviyesine etki eden faktorler hakkinda bilgi
edinilemedi.  Zeytin tahmini tiyoredoksinin fonksiyonel ozellikleri ekspresyon
deneyleri ile aktif protein elde edildigi ve biyokimyasal karakterizasyonu yapildigi

zaman anlasilabilecektir.
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