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OZET

Endiistriyel Olarak Kullanilabilecek Lipazlar Kodlayan

Genlerin Zeytinden Klonlanmasi

Munise YURTSEVER

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Doktora Tezi

Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Senay VURAL KORKUT

Lipazlar, triglisertilerin hidrolizini katalizleyen hidrolazlardir. Hidroliz disinda
esterlesme, ester degisimi, asidoliz, alkoliz, aminoliz gibi sentez reaksiyonlarini
katalizleyebilen c¢ok yonlii enzimlerdir. Boélge secicilik, enantiyosecilik ve
stereosecicilikleri ve yiiksek stabiliteleri nedeniyle sayesinde organik kimyada,
deterjan, ilag, gida, kozmetik, kagit, deri endiistrilerinde, biyodizel iiretiminde

kullanilirlar.

Endiistride ¢ogunlukla mikrobiyal lipazlar kullanilmaktadir. Bitkisel lipazlarla ilgili
az sayida calisma mevcuttur. Bitki lipazlar1 genelde yiiksek substrat ozgilliigii
gosterirler. Bitki lipazlar ile ilgili literatiirdeki bilgilerin ¢ogu yagh tohumlarla
ilgilidir. Yaghh tohumlarda aktif lipazlar genellikle c¢imlenen tohumlarda
bulunmustur. Bunula beraber hint yagi lipazi gibi bazi lipazlar dormant tohumda
aktif olarak bulunmustur. Bunun disinda lateks lipazlar1 da kullanim alan ve

olanaklari ile dikkat cekmektedir.
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Bu projede zeytinden lipaz enzimlerini kodlayan genlerin klonlanmasi
amaclanmaktadir. Bu amagla RACE yéntemi kullanilmistir. Oncelikle farkl bitkisel
lipaz homologlarinin dizileri kullamilarak EST veritabani taranmis ve lipaza
benzerlik gosteren 843 bp uzunlugunda bir zeytin contig dizisi bulunmustur. Bu dizi
kullanilarak 3’'RACE primerleri tasarlanmis ve cDNA'nin 3’ ucu ¢ogaltilmistir. Daha
sonra 5’RACE yontemi ile cDNA'nin 5’ ucu ¢ogaltilmistir. Daha sonra RACE ile edle
edilen dizi bilgisi kullanilarak tasarlanan primerlerile 1536 bp uzunlugundaki cDNA
tek dizi olarak klonlanmistir. Bu dizinin lipaza benzerligi BLAST programlar ile
dogrulanmistir. Zeytin yaprak lipazinin GXSXG lipaz ailesine dahil oldugu
gorilmiistiir. Ger¢cek Zamanlh PZR analizleri soguk stresinin ilk 24 saattinde lipaz
relatif ekspresyon dilizeyinin stres verilmemis Ornege gore azaldigini
gostermektedir. Onuncu giinde ise ekpresyon dilizeyi stres uygulanmamis
orneklerdeki ekspresyon diizeyinin lizerine ¢ikmistir. Pichia pastoris'te heterolog
ekspresyon icin farkli kousullarda ekspres denemeleri yapilmistir. Yapilan aktivite
deneylerinde enzimin pH 7’de ¢alistig1 belirlenmistir. Optimizasyon c¢alismlari

sonunda tutarl bir ekspresyon saglanamamaistir.

Anahtar Kelime: Lipaz, zeytin, klonlama, ekspresyon

YILDIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Cloning Of Genes Coding Lipase That Could Be Used In Industry

From Olive

Munise YURTSEVER

Department of Molecular Biology ve Genetics

Doctor of Philosophy Thesis

Advisor: Assist. Prof. Senay VURAL KORKUT

Lipases are hydrolases which catalyse hydrolysis of tri-glycerides. Lipases are
versatile because they can perform both hydrolysis ve synthesis reactions like
esterification, interesterification, acidolysis, alcoholysis, amylosis. Since they are
chemo-selective, regio-selective, enantio-selective ve highly stable they have
applications in organic synthesis, food, detergent, cosmetics, paper,

pharmacological industries ve biodiesel production.

Most of lipases used in industry are microbial lipases. There is only a few studies on
plant lipases. Plant lipases generally exhibit a particular specificity, usually a
substrate specificity. Most of the literature on plant lipases concerns about oil seed
lipases. Oil seed lipases generally are active in germinating seeds. However there

are lipases found active in dormant seeds, like castor bean lipase.

The aim of this project is cloning of genes encoding lipase enzymes from olive leaves.
For this purpose RACE method is used. First, the EST database was screened using
sequences of different plant lipase homologs ve an 843 bp long olive contig sequence
which is similar to lipase was found. Using this sequence, 3’'RACE primers were

designed ve the 3’ end of the cDNA was replicated. The 5’ end of the cDNA was then
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amplified by the 5’RACE method. New primers were designed using RACE sequence
information ve an 1536 bp long cDNA was cloned as a single sequence. This
sequence was analysed ve characterized with bioinformatics programs. Olive leaf
lipase was found to be included in the GXSXG lipase family. Real-time PCR analyzes
showed that the reletive expression level of lipase in first 24 hours exposed to cold
stress were lower than no-stressed sample. Expression level in 10th day reached
over no-stressed sample. Expression experiments have been conducted in different
conditions for heterologous expression in Pichia pastoris. In the activity
experiments, it was determined that the enzyme works at pH 7. No consistent

expression was achieved by optimization studies.

Key words: Lipase, olive, cloning, expression
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Giris

1.1 Literatiir Ozeti

1.1.1 Lipazlar

Lipazlar (triacilgliserol acilhidrolazlar, EC3.1.1.3), triagilgliserolleri diacil-,
monoagil- glisereol veya yag asidi ve gliserole hidrolizini ger¢eklestiren enzimlerdir
[1]. ik olarak Claude Bernard tarafindan pankreasta yaglar parcalayan bir madde
olarak kesfedilmistir [2]. Lipaz ile ilgili ilk c¢alismalar, lipazlarin hayvan
pankreaslarindan izole edilmesi ve insan sindirimine yardimci olarak kullanilmasi
tzerinedir [3]. 1958’de Sarda ve Denuelle lipazlarin “ara yiiz aktivasyonu” ile

calistiklarini gostermistir [4].

Lipazlar, fizyolojik olarak sindirimde, membran fosfolipid mekanizmasinda, iltihap
karsiti mekanizmalarda, hiicre sinyal mekanizmalarinda rol oynarlar [5], [6].
Esterazlara ait klasik o/ hidrolaz katlanisina sahiptirler. Lipazlar ile esterazlarin
molekiiler yapisi ve katalitik mekanizmasi1 benzese de lipazlar esterazlardan
substrat tercihi, ara yiiz aktivasyonu ve kapak varligi ile ayrilirlar [7]. Esterazlar

suda ¢oziinebilir substratlara, lipazlar ise suda ¢6ziinmeyen substratlara etki eder.

Lipazlar, organik coziiciilerde stabil, kofaktor gerektirmeyen, genis substrat
ozgulliigiine sahip, stereo-secicilik ve bolge-secicilik gosteren enzimlerdir [8].
Uygun kosullarda hidroliz disinda esterlesme, ester degisimi, asidoliz gibi sentez
reaksiyonlarini da katalizleyebilirler [9], [10]. Bu 6zellikleri sayesinde deterjan, yag,
biyodizel, gida, kagit, tekstil, organik sentez, kozmetik, ilag¢ gibi endiistri alanlarinda

genis kullanim alani bulurlar.

1.1.2 Lipaz Enzimatik Mekanizmasi ve Reaksiyonlari

Lipazlar yag-su ara yiiziinde ¢alisan enzimlerdir. Bu 6zellikleri onlar1 suda ¢6ziinen
substratlar1 kullanan esterazlardan ayirir. Enzimin aktif bolgesi “kapak” veya
“kanat” olarak adlandirilan mobil bir yapi ile ¢oziiciden korunmaktadir.
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Substrat/su ara fazinda bu kapak agilarak enzimi aktif formuna doniistiirtr (Sekil

1.1) ve substratin katalitik bolgeye erisebilmesini saglar [11].

Sekil 1. 1 Candida rugosalipaz. [11]
(a) kapak kapali form (b) kapak acik form. (b) aktif formda substrata erisilebilir
bolge okla belirtilen ve koyu gri olan inhibitor ile gosterilmistir

Enzimatik reaksiyonun ilk asamasinda, katalitik ticliideki negatif ytikli aspartik asit
veya glutamik asit histidin ile etkilesir. Bu sayede histidinin genel bir baz olarak
hareket etmesini ve aktif bélgedeki serinin hidroksil grubundan bir proton
koparmasini saglar. Serinin hidroksil grubunun niikleofilligi artar ve acilgliseroliin
karbonil grubuna saldirarak a¢il-enzim ara formu olusmasini saglar. Tetrahedral ara
form oksianyon rolii ile stabilize olur. Deacilasyon asamasi araytizdeki molekiillerin
niikleofilligi ile kontrol edilir. Bir niiklefil (Orn: H20) acillenmis enzime saldirip bir
urinin (uzun zincirligi yag asidi) salinmasina ve bdylece katalitik bodlgenin

rejenerasyonuna sebep olur [12].

Lipazlar ¢ok yonlii enzimlerdir, kosullara baglh olarak farkli reaksiyonlar:
katalizleyebilirler. Lipazlarin gerceklestirebildigi reaksiyonlar hidroliz ve sentez
olmak tzere iki grup altinda toplanabilir [13]. Ester degisimi, alkoliz ve asidoliz

reaksiyonlar1 Tablo 1.1'de gosterilmistir.



Tablo 1.1 Lipazlar tarafindan gergeklestirilen reaksiyonlar

1. Hidroliz

RCOOR' + H,0 © RCOOH + R'OH

2. Sentez Reaksiyonlari
a. Esterlesme
RCOOH + R'OH < RCOOR' + H,0
b. Ester Degisimi
RCOOR' + R"COOR* < RCOOR* + R"COOR'

c. Alkoliz (Trans esterlesme)
RCOOR' + R"OH < RCOOR" + R'OH

d. Aminoliz
RCOOR' + R"NH, —» RCONHR" + R'OH
e. Asidoliz
RCOOR' + R"COOH — R""COOR' + RCOOH

1.1.2.1 Hidroliz

Lipazlarin gerceklestirdigi en temel reaksiyon trigliseritlerin yag asidi ve gliserole
hidrolizidir. Hidroliz i¢in kullanilan geleneksel yontemler yiiksek sicaklik ve yliksek
basing gerektirir. En bilinen islem, 50 bar basing¢ altinda sicakligin 250°C’ye
cikarilmasini gerektiren Colgate Emery reaksiyonudur [14]. Enzimatik reaksiyon ise
oda sicakligl veya ilimli sicakliklarda gerceklesir. Oksitlenmemis renksiz bir triin
olusur. Yag asidi tuzu yerine serbest yag asitleri liretilir. Bu sayede stabil olamayan
yaglardaki yag asitleri de elde edilebilir. Uretilen yag asitleri organik c¢oziiciilerle

yikanarak lipazdan uzaklastirilabilir [13].

Lipazlar p-nitrofenil esterleri ve vaks esterlerini de hidrolize edebilir. Bu esterler
lipaz aktivite testlerinde kullanilabilir [15].

1.1.2.2 Esterlesme

Hidrolizin tersine esterlesme reaksiyonunda serbest yag asitleri ve alkol arasinda

ester baglar1 kurulur. Lipazlar organik ¢oziicililerde esterlesme reaksiyonlarini
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katalizleyebilirler. Lipazlarin n-pozisyonlarina olan seciciligi ve baz1 yag asitlerine
olan seciciligi kimyasal yontemlerle elde edilemeyen 6zgiin ve yiiksek degere sahip
cok sayida lriinlin biyotransformasyon ile lretilebilmesini miimkiin kilar [16].
Ilimh kosullarda g¢alismalari, yan iriin olusmamasi da kimyasal yonteme karsi

avantaj saglar.

1.1.2.3 Ester Degisimi

Ester degisimi terimi, bir ester ve baska bir ester arasindaki gruplarin yer
degistirmesi islemi olarak tanimlanir. Yagin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri icerdigi
yag asitlerinden birinin baska bir yag asidi ile degistirilmesiyle tamamen degisebilir.
Degeri dusik yaglardan daha degerli yaglarin iretimi igin ester degisimi
reaksiyonlar1 endustriyel olarak onem tasimaktadir. Lipazlar, 6zellikle bolge

secicilikleri sayesinde ester degisim reaksiyonlarinda dikkat cekmektedir [17].

1.1.2.4 Trans-esterlesme

Trans-esterlesme, bir ester ve bir alkoliin yer degistirmesi reaksiyonudur. Bitkisel
ve hayvansal yaglarin alkolizi yag asidi alkil esterleri olusturdugu i¢in 6nemlidir.
Metil esterleri ve etil esterleri oleokimya i¢in 6nemli ara formlardir [18]. Bazi
durumlarda trans-esterlesme karboksilik asit ve alkollerden ester sentezinden daha
avantajl olabilir. Kararsiz ve izolasyonu zor karboksilik asitlerin kullanimi yerine

ester degistirme reaksiyonu daha kullanighdir [16].

Trans-esterlesme reaksiyonunun en dnemli kullanim alanlarindan biri de biyodizel
tretimidir. Yag asidi metil esterleri ve etil esterleri dizel yakitlarin yerine gegmek
icin ¢ok uygun bilesiklerdir [19]. Kimyasal yolla biyodizel iiretiminde alkali
kosullarda gerceklesen reaksiyon sonucunda istenmeyen bir yan tiriin olarak sabun
olusur. Sabun biyodizel ve gliseroliin ayristirilmasini zorlastirir. Lipaz katalizi ile
liretimde ise sabun olusmaz. Immobilize lipazlarin kullanimi da enzimin geri

kazanimini kolaylastirir [20].

1.1.2.5 Asidoliz

Asidoliz, bir ester ve bir asit grubunun yer degistirmesi reaksiyonudur. Lipaz

katalizli asidoliz ile acil grubunun trigliserit tizerinde belirli bir yere aktarilmasi
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mumkiindur. Ancak kimyasal reaksiyonda bolgesel secicilik olmadigi i¢in agil grubu
rastgele yerlesir [21]. Yaglarin hedefli bir sekilde modifikasyonu ile
fonksiyonellikleri, absorbsiyonlari, metabolizmalar1 ve besin degerleri

iyilestirilebilir [22].

1.1.2.6 Aminoliz

Lipazlar, aminoliz yoluyla aminoalkol bilesiklerinin sentezinde katalizor olarak
kullanilabilir. Alkanol aminler hem amin hem de alkol grubundan agillenebilir. Bu
nedenle aminoliz reaksiyonunda lipazin kimyasal seciciligi 6nemlidir. Organik
coziiciilerde serbest karboksilik asit kullanilarak gerceklestirilen reaksiyonlarda
aminoliz kinetigini, reaktifler tarafindan olusturulan iyon ciftinin ¢oziinirligi

kontrol eder [23].
1.1.3 Lipazlarin Simiflandirilmasi

1.1.3.1 Lipazlarin Korunmus Dizilere gére Siniflandiriimasi

Korunmus dizi elementlerine gore lipazlar, GXSXG [24] ve GDSL [25] lipazlar1 olmak
lizere iki aile altinda toplanabilir. GXSXG lipazlar klasik lipazlar olarak bilinir ve
lipazlarin genel 6zelligi olarak aktif bolgelerinde Ser, His, Asp/Glu katalitik ticliistinii
tasirlar. Serin aminoasidi, aminoasit dizisinin ortalarina yakin bulunan korunmus
Gly-X-Ser-X-Gly (X herhangi bir aminoasit olabilir) motifinin merkezinde bulunur
[26], [27]. GDSL ailesine ait lipazlar, GXSXG motifini tasimazlar ve niikleofilik dirsek
yapisina sahip degildirler [28]. GDSL tipi lipazlar siniflandirmalarinda énem tasiyan
korunmus 5 blokta homoloji paylasirlar. Aktif bolgedeki serin N-ucuna yakindir
[29]. Bu korunmus diziler disinda lipazlarda dizi benzerligi oldukg¢a diistiktiir [27].

1.1.3.2 Lipazlarin Ozgiilliiklerine gére Siniflandirilmasi

Lipazlarin 6zgilligii substrat yapisi, enzimin molekiiler 6zellikleri ve enzimin
substrata baglanmasini etkileyen faktorler tarafindan belirlenir. Lipazlar bolge
ozgiilliiklerine gore sn 1,3 bolge secici lipazlar, sn-2 bolge secici lipazlar ve 6zgiil
olmayan lipazlar olmak iizere gruplandirilabilir. Sn-1,3 bolge secici lipazlar, 1 veya
3 pozisyonundaki bag1 taniyip hidrolizler [30]. Boylece 1,2-digliserit veya 2,3-

digliserit olusur. Sn-1,3 bolge secici lipazlari, yapisi degistirilmis lipitler, insan siiti
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yagl muadili ve kakao yag1 muadili tiretiminde kullanilirlar [31] . Sn-2 bolge secici
lipazlar 1,3-digliserit iiriiniinii olusturur. Ozgiil olmayan lipazlar ise herhangi bir
pozisyona segicilik gostermez. Trigliseritleri tamamen serbest yag asidi ve gliserole

parcalarlar.

Stereo segici lipazlar, asimetrik hidroliz, esterlesme veya trans esterlesme yollariyla
rasemik asit ve alkollerin ayrimini gerceklestirebilir. Ornegin, Candida cylindracea
lipaz1 yliksek stereo segicilik gosteren bir lipazdir ve kiral alkol, karboksilik ester

tretiminde basari ile kullanilabilmektedir [32].

Lipazlar, yag asidi zincirinin uzunluguna gore de ozgiillik gosterebilir. Rhizopus
arrhizus gibi kisa zincirli yag asitlerini tercih eden lipazlar 6zellikle yaglarin
islenmesinde 6nemlidir [33]. Ficus carica lipaz1 gibi baz1 lipazlar ise uzun yag

asitlerine ozgiilliik gosterir [34].

Baz1 lipazlar yag asidine ozgiillik gosterir. Geotrichum candidium lipazi, uzun
zincirli belli bir tiir yag asidine 6zgilliik gosterir. Bu enzim 9 pozisyonunda bir cis
cift bag tasiyan uzun zincirli yag asitlerini hidrolizler. Bu bagi icermeyen doymamis

yag asitleri veya doymus yag asitleri trigliseridlerden ¢ok yavas salinir [35].

1.14 Lipazlarin Ekonomik Onemi ve Endiistriyel Kullanimi

Lipazlar esterlesme, trans-esterlesme, asidoliz ve alkolizis gibi sentez
reaksiyonlarini katalizleyebilirler [36]. Bu reaksiyonlar1 gerceklestirirken yiliksek
substrat spesifikligi, enantiyosecicilik gosterirler ve genellikle kofaktor
gerektirmezler [37]. Bu o0zellikleri lipazlarin bir¢ok endiistriyel alanda

kullanilabilmesini saglar.

1.1.4.1 Deterjan Endiistrisinde Kullanimi

Lipazlarin en 6nemli kullanim alanlarindan biri deterjan endiistrisidir. Deterjan
formiillerinde proteaz, amilaz ve seliillaz ile birlikte kullanilirlar. Lipazlar
kumaslardaki yag lekesi ve bulasiklardaki yag kalintilarinin sulu ortamda ve 30-40
derece gibi diisiik sicakliklarda pargalanip uzaklastirilmasini saglar. Ayrica sert
kimyasallarin deterjana katilmasina veya yliksek sicakliklara cikilarak daha fazla

enerji harcanmasina gerek kalmaz. Camasir ve bulasik makinelerinde kullanima



uygun olmalari, kumaslara yumusaklik ve esneklik kazandirmalari ve cilt i¢in hafif
olmalar1 gibi avantajlar1 da deterjan endiistrisinde kullanimlarim gittikce
arttirmaktadir [5]. Novozymes (eski adiyla Novo) deterjan endiistrisi i¢in
gelistirilmis ilk lipaz olan Lipolaz®1 1988 yilinda piyasaya siirmiistiir. Daha sonra
Novozymes Lipolaz'in LipoPrime, Lipolaz Ultra ve Lipex olmak tizere 3 yeni genetik
olarak degistirilmis formunu satisa sunmustur [38]. Gliniimiizde lipazin farkl

formlar1 diinya ¢apinda bir¢cok deterjanda katki olarak kullanilmaktadir.

Lipazlar, deterjan disinda yemek artig1 veya bitkisel kalintilarla tikanan giderlerin
acilmasi i¢in hazirlanan karisimlarda da kullanilmaktadir. Bu formiillerde pektinaz

ile birlikte kullanilirlar [39].

1.1.4.2 Gida Endiistrisinde Lipazlarin Kullanimi

Lipazlarin gida endistrisinde yaygin kullanimi bulunmaktadir. Siit turtinlerinin
islenmesinde, yumurta sarisinin islenmesinde, lesitinin modifiye edilmesinde,

yaglarda sakizlasmanin giderilmesinde kullanilir.

Lipazlar siit urinlerinin endistrisinde sut yaginin hidrolizi igin sikca
kullanilmaktadir. Peynir tretiminde yag asidi zincirlerinin uzunluklarinin
degistirilmesi ve peynir tadinin gelismesi i¢cin kullanilir. Ornegin, Rokfor peynirinin
kendine has tad1 yag asidi metabolizmasi ile olusan metil ketonlarina baghdir.
Penicillium roqueforti lipazi bu ketonlarin lretimini saglayarak peynirin tadinin
olusmasina katki saglar [40]. Ayrica peynir mayalanmasini hizlandirilmas: ve

tereyagl, yag ve kremalarin islenmesi ve tadinin arttirilmasi i¢in kullanilirlar [5].

Firinclik sektoriinde lipazlar ekmek hamurunun kivaminin arttirilmasinda ve
biskiivi, kek gibi Uriinlerinin kalitesinin arttirllmasinda kullamilir [41]. Lipaz
eklenmis kek hamurunda gliiten ag1 genisler ve hacim artar ayrica kekin kirinti

kalitesi artar [42].

1.1.4.3 Yag ve Oleokimyasal Endiistrisinde

Spesifik bir yag asidi kompozisyonu ve pozisyonel dagilimina sahip lipitlerin saghk
tizerine olumlu etkilerinin anlasilmasindan sonra yaglarin besin degerini arttiracak

teknolojilerin gelistirilmesi icin calismalar artmistir [43]. Kimyasal ester degisimi



reaksyionlar1 ile modifikasyonlarda bolgesel segicilik yoktur. Lipaz katalizli
reaksiyonlarla istenilen bir veya daha fazla acil grubu spesifik bir bdlgede
degistirilerek lipitlerin 6zellikleri degistirilebilir. Bu sayede daha ucuz ve daha az
tercih edilen lipitler daha degerli yaglara doniistiiriilebilir [44]. Bu alanda daha ¢ok
sn-1,3 bolge secici lipazlar1 kullanilir. Yapilan bir ¢alismada kanola yagi ve kaprilik
asit kullanilarak asidoliz reaksiyonu ile orta ve uzun zincirli lipitlerin iiretimi i¢in
kullanilmistir. 6 ticari lipaz ile yapilan verimlilik testlerinde Rhizomucor meihei'ye
ait olan lipaz en yiiksek verimi gostermistir [45]. Baska bir ¢alismada Lipozim RM
IM enzimi ile palm yagi, ¢cay tohumu yag1 ve soya yagi kullanilarak insan siitii yagi
muadilinin asidoliz yoluyla tiretimi gerceklestirilmistir [46]. Onemli bir bitkisel
lipaz olan papaya lateks lipazi palm yagindan kakao yagi muadilinin liretiminde
kullanilmistir [47]. Metil stearat, etil stearat ve stearik asit ester degisimi
reaksiyonlarinda acil donérii olarak kullanilmistir. En yliksek verim metil stearat

kullanilarak 45 °C’de 4 saat gerceklestirilen reaksiyonla elde edilmistir.

Oleokimyasallar, petrolden petrokimyasallarin liretimine benzer sekilde yaglardan
tiiretilen kimyasallardir. Bu kimyasallar kisisel bakim iirtinleri, ev temizlik tirtinleri,
plastik, boya, biyoyakit, tekstil vb. alanlarda kullanilmaktadir. Yag asitleri, mum
esterleri, yag alkolleri ve gliserin en ¢ok kullanilan olekimyasallardir [48].
Oleokimyasallarin islenmesinde lipazlarin kullanimi enerjiden tasarruf saglar ve
1siya bagh parcalanmayi onler [1]. Bir oleokimyasal olan biyoyaglayicilar bitkisel
yaglardan elde edilen g¢evre dostu yaglayicilardir. Candida antarctica immobilize
lipaz B’si kullanilarak bir biyoyaglayici olan trimetil propan esterlerinin %96
verimle Uretimi basarilmistir. Ayrica olusan triiniin kimyasal katalizden daha

kaliteli oldugu gortilmiustiir [49].

Monogliserit ve disgliserit emiilgatorler kozmetik ve gida endistrisin de sik
kullanilan oleokimyasallardir. Gliserol monostearat bu oleokimyasallardan biridir.
Kimyasal olarak yaglarin yiiksek 1sida gliserolizasyonu ile elde edilir ancak verim
%40 gibi diisiik seviyelerdedir. Candida antarctica immobilize lipaziyla ytliksek
polariteye sahip organik c¢oziiciiler kullanilarak gliserol monostearat iiretimi
denenmistir. Stearik asit ve gliseroliin 40°C'de 6 saatlik esterlesme reaksiyonu

sonucu %90 verimle liretim gerceklestirilmistir [50].



Vakslar esterleri uzun zincirli yag asitleri ile uzun zincirli alkollerin esterlesmesiyle
olusan kozmetik sektoriinde sik kullanilan 6nemli oleokimyasallardir. Yagsiz sut
trunlerinin kullaniminin artmasiyla siit yaginin degeri ve kullanimi azalmistir. Stt
yaginin kullanim alanini genisletmek amaci ile yapilan bir ¢alismada lipaz katalizli
alkoliz ile 4 farkli vaks esterinin liretimi denenmistir [51]. En yiiksek verim oleil
alkol kullanilarak Alcaligenes sp. ve Chromobacterium viscosum lipazlar ile elde

edilmistir.

1.1.4.4 ilag Endiistrisinde Lipazlarin Kullamimi

Tek kiral izomer igeren ilaglarin, organik ¢oziiciilerde hidroliz, trans-esterlesme ya
da aminolizile iiretimi i¢in lipaz kullanimi ¢ok elverisli bir yontemdir. Rasemik alkol,
ester, asit veya aminlerin kinetik ayrimi ile asimetrik sentez ve prokiral bilesiklerin

desimetrizasyonu lipazlarin uygulama alanlaridir [52].

Serratia marcescens lipazi, yiiksek enantiyo secicilik gosterir ve tran-3-(4-
metoksifenil) glisidik asit metil esterinin asimetrik hidrolizini katalizler. Bu
reaksiyon sonucunda bir damar genisletici olan diltiazem sentezi icin 6nemli bir ara
{irtin olusmus olur [53]. Ibuprofenin, S enantiyomeri R’ye gére 160 kat daha aktiftir.
Bu nedenle rasemik karisimlardan S enantiyomerinin saf elde edilmesi 6nemlidir.
Candida tirlerine ait lipazlar ile transesterifikasyon yoluyla (S)-ibuprofenin
enantiyo secici sentezinin optimizasyonu i¢in ¢ok sayida calisma vardir [54],

[55],[56].

1.1.4.5 Biyodizel Uretiminde Lipazlarin Kullanim

Biyodizel, yag ve alkolden elde edilen mono alkil ester gruplarindan meydana gelir.
Yapisi petro dizele benzer ama emisyon degerleri daha diistiktiir. Bitkisel yaglar,
hayvansal yaglar veya atik yaglardan biyodizel tretimi miimkiindir. Kimyasal
uretimde reaksiyonlarda katalizor olarak NaOH ya da KOH kullanilir. Bu da
istenmeyen bir yan uriin olarak sabun olusumuna sebep olur. Lipaz ile trans-
esterlesme gerceklestirildiginde ise sabun olusmaz ve reaksiyon kosullar

yumusaktir [57].

Lipaz kullanarak biyodizel iiretilmesi lizerine ¢ok sayida ¢alisma vardir. Candida
rugosa lipaz1 [58], Rizomucor miehei lipazi [19], Candida antarctica lipazi
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[19],[59],[60], hint yag lipazi [19], hintfistig1 lipaz1 [57],[61], Thermomyces
lanuginosa lipaz1 [62], Rhizopus oryzae lipazi [63] bugline kadar denenen
lipazlardan bazilaridir. Maliyeti diisiik ve besin kaynaklari ile yarismayacak yaglar

ve daha verimli lipazlar bulmak icin arastirmalar siirmektedir.

1.1.5 Lipaz Kaynaklari

Lipazlar, tiim canli gruplarinda bulunan enzimlerdir. Lipazlarla ilgili ilk ¢alismalar
cogunlukla memeli lipazlari tizerinedir. Pankreas gibi sindirim sistemine ait lipazlar
izole edilerek insan sindirim sistemindeki etkileri arastirilmistir [64], [65].
Glinlimiizde en ¢ok arastirtilan ve endiistride en ¢ok kullanilan bakteri ve fungus

lipazlandir.

1.1.5.1 Hayvansal Lipazlar

Hayvanlara ait pankreas ve pregastrik doku lipazlari ticari olarak tliretilen enzimler
arasindadir. Hayvan lipazlari genellikle sn-1 ve sn-3 pozisyonlarina spesifiktir [66].
Klasik pankreatik lipazlar yaklasik 50 kDa biiytikliigiinde sindirim enzimleridir ve
koyun, domuz, sigir, at, deve, tavuk kopek ve insandan izole edilmistir [67].
Hayvansal lipazlarin bazilarn pankreatik lipaz eksikliginde takviye olarak
kullanilmaktadir [68]. Sigir, ke¢i ve kuzulardan izole edilen lipazlar, peynir
olgunlasmasi ve tat olusumunda ve ayrica tereyagl, krema iiretiminde

kullanilmaktadir [69].

1.1.5.2 Mikrobiyal Lipazlar

Bakteriyel lipazlarin varlig1 Bacillus prodigiosus, Bacillus pyocyaneus ve Bacillus
fluorescens bakterilerinde 1901 yilinda Eijkmann tarafindan kesfedilmis ve
giiniimiize kadar ¢ok sayida bakteriden lipazlar elde edilmistir. 1999 yilinda yapilan
bir c¢alismada filogenetik analizlerle bakteriyel lipazlar sekiz aile altinda
toplanmistir [70]. Giliniimizde yeni kesfedilen lipazlarla bu say1 on yediye kadar

ulasmistir [71], [72], [73]-

Bakteriyel lipazlar ilag, deterjan, deri, tekstil, kagit ve biyodizel gibi bir¢cok
endistride kullanilmaktadir. Genis kullanim alanlari nedeniyle yeni lipazlar icin

arayislar devam etmektedir. Farkli ozelliklere sahip lipaz arayisinda yiiksek
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sicakliga [74], [75], tuza [76], sekere[77] dayanikl ekstremofilik bakterilere ait

lipazlar arastirilmaktadir.

Fungal lipazlar, bakteriyel lipazlar yaninda endiistride en ¢ok tercih edilen
lipazlardandir. Aspergillus [78], [79], Penicillium [80], Rhizophus [81], Candida [82]
tiirlerine ait lipazlar en ¢ok ¢alisilan fungal lipazlardandir. Fungal lipazlar genellikle
hiicre disina salindiklari igin saflastirilmalar1 kolaydir [83]. Bu enzimler 4-8 pH
araliginda optimum pH’ya sahiptir [84]. Optimum c¢alisma sicakliklar1 genelde 25-
30°C olsa da ekstrem termofilik funguslardan da 45-55°C arasinda ¢alisan lipazlar
izole edilmistir [84]. Fungal lipazlar, peynir endiistrisinde [85], yagh atiklarin
bioremediyasyonunda [86], ester sentezi [87], biyodizel liretimi [88] gibi farklh

alanlarda kullanilmaktadir.

1.1.5.3 Bitkisel lipazlar

Bitkilerde triacilgliseroller temel yag deposudur, tohumlarda ve yaprak mezofilinde
yag cisimcikleri halinde bulunurlar. Yapraktaki lipit cisimcikleri ¢ogunlukla
kloroplastta bulunur ve kloroplast triacil gliserolleri ile tohum triacil gliserollerinin
yag asidi kompozisyonu oldukca benzerdir [89]. Lipazlar bu triacil gliserolleri
hidrolize ederek bitkilerde 6nemli fizyolojik rollerde gorev alirlar. Cimlenme
oncesinde tohum lipazlar1 genellikle inaktiftir, tohum c¢imlenirken ise ilk olarak
lipazlar aktive olarak depo yaglarini hidrolizler [90]. Yaprak dokiimii sirasinda
hiicre membranlarinin par¢alanmasi lipazlarin 6nemli baska bir gorevidir [91], [92].
Bazi lipazlarin kuraklik [93], patojen saldirisi [94] ve UV stresi [95] gibi streslere
cevap mekanizmalarinda rol aldiklar1 gosterilmistir. Fizyolojik rolleri disinda bitki
lipazlar esterlesme reaksiyonlarindaki yiiksek kullanim potansiyelleri ile dikkat
cekmektedirler [96],[97]. Bununla beraber bitkisel lipazlar iizerine az sayida

calisma vardir. Bitkisel lipazlarin listesi Tablo1.2’de verilmistir.

En cok calisilan lipazlar tahil lipazlari, yagh tohumlara ait lipazlar ve lateks
lipazlaridir. Tahillar tizerine yapilan ¢calismalarda saklama kosullarinda tohumdaki
lipaz aktivesinin engellenmesi hedeflenmistir [98], [99], [100]. Bugday, arpa, yulaf
unlarinda lipazlarin aktive olmasi ile yaglar parcalanarak oksidatif bozulmaya sebep

olmaktadir [98], [100], [101].
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Piring lipazlar tizerine ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir. Piring tohumu kabugundan
361 amino asitlik peptid kodlayan 1445 bp uzunlugunda bir cDNA klonlanmistir
(GenBank ulasim no AY580163) [102]. Bu lipaz, tam uzunlukta kodlayic1 cDNA’s1
klonlanan ilk bitkisel lipaz olmustur. Biyoinformatik analizler dizinin GXSXG
motifini tasidig1 ve memeli lipazlar: ile mikrobiyal lipazlara benzerliginin diisiik
oldugu gostermistir. E.coli’ de pET21b ekspresyon vektorii kullanilarak BL21
hiicrelerinde yapilan ekspresyon sonucunda 40 kDa’lik bir protein elde edilmistir.
Farkl yaglarla yapilan aktivite testleri sonucu enzimin tribiitirin ile en ytlksek

aktivite verdigi gorilmistiir.

Piring kepeginden lipaz 1 [103] ve lipaz 2 [104] piirifiye edilmistir. Lipaz 1, sn-1,3
ozgulligi gosteren 40 kDa biiytikliinde bir proteindir. Lipaz 2’nin buyiukligi 33
kDa’dir. Optimum pH’s1 7,5-8 arasinda oldugu ve optimum ¢alisma sicakliginin 27°C
oldugu gorilmustiir. Lipaz 2'nin cDNA’s1 daha sonraki bir ¢alismada klonlanmis ve
E.coli ve Pichia pastoris'te ekspresyon calismalar1 yapilmistir [7]. E.coli ’ye ait
BL21(DE3)pLysS, RIL(DE3)pLysS, Rosetta(DE3) pLysS ve Origami(DE3)pLysS
suslarinda yapilan ekspresyon denemelerinde inkliizyon cisimcikleri olusmus ve
lipaz aktivitesi gorilmemistir. Pichia pastoris X33 susunda pPICZaA vektori
kullanilarak yapilan ekspresyon denemelerinde 72 saatte maksimum ekspresyon
gorilmiistiir. Rekombinant lipaz 2'nin triasetin ile aktivitesinin saflastirilan dogal
forma gore 4 kat fazla oldugu gorilmiistiir. Enzimin kisa zincirli yag asitlerini uzun

zincirlilere gore daha fazla tercih etmektedir.

Piring kepegi ile yapilan bagka bir ¢alismada ise veri tabanlarinda bulunan piringle
iliskilendirilen 125 putatif lipaz dizisi taranarak secilen AK099612 cDNA’s1
klonlanmistir [105]. Yapilan tiim denemelere ragmen bu lipazin E.colide
ekspresyonu gerceklestirilememistir. Bu nedenle cDNA'nin Pichia pastoris X33
hiicrelerinde pPICZaA vektori kullanilarak ekspresyonu gerceklestirilmistir. SDS-
PAGE jellerinde ekspresyonu artan bantlar tespit edilemedigi icin zimogram
yapilmistir. MUF biitirat kullanilarak yapilan zimogram analizleri lipaz aktivitesinin
zamanla arttig1 ve 72 saatte en yiiksek oldugu gortlmistir. Saflastirma sonrasi SDS

jelde proteine ait bant P.pastoris'te translasyon sonrasi glikozillenme nedeniyle
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beklenenden biiyiik ¢ikmistir. Deglikolizasyon sonrasi bant boyutu 50 kDa’dan 35

kDa 'ya inmistir.

Tablo 1.2 Bitkisel Lipazlar

Kaynak Lipaz Optimum Sicaklik  Substrat
tiird pH
Hint yagi tohumu  GXSXG pH4,5 30°C Kisa ve orta [106],
uzunluktaki yag [107]
asitleri
Hint yag1 tohumu pH 9,0 30°C Monoagil gliserol [108]
GXSXG Kisa yag asitleri [102]
Piring kepegi GXSXG [105]
GXSXG pH74 25°C Kisa yag asitleri [7]
Kolza tohumu GXSXG [27]
(Stres) GXSXG [89]
Papaya lateksi GXSXG pHS8,5 35-C Uzun zincirli yag [109]
asitleri
Domates tohumu  GXSXG pH 8,0 25°C Uzun zincirli yag [110]
asitleri
Beyaz kavun pH 5,9 37°C [111]
tohumu pH 7,5 370
Akdeniz Defnesi pH 8,0 50°C [112]
tohumu
Biber yaprak GDSL Kisa ve uzun yag [113]
(stres) asitleri
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Yabani karanfil GXSXG Uzun zincirli yag [91]

petal (senesens) asitleri
Arabidopsis GDSL [26]
pH 8,5 35°C [114]
Zeytin meyve
pH5 35°C [115]
Sorgum pH7 [116]

Yagh tohumlara ait lipazlar endiistriyel potansiyel acisindan dikkat ¢ekmektedir.
Tohum lipazlarinin substrat spesifiteleri genellikle yliksektir ve esterlesme, ester

degisimi reaksiyonlarini gerceklestirebilirler [27].

Dormant kolza tohumlarinda lipaz aktivitesi ¢ok diisiiktiir, ancak ¢cimlenme ile
aktivitede ciddi bir artis gorilmiistir [117]. Enzimin farkhi substratlar1 farkl
miktarlarda hidrolize ettigi gorilmistir. En ylksek aktiviteyi tributirinle
gostermistir. Triasetin ve zeytinyagiyla da orta diizeyde aktivite vermistir. Kolzada
yapilan baska bir ¢calismada da ¢imlenen tohumdan saflastirilan lipazin optimum
calisma sicakliginin 37°C ve optimum pH’sinin 7.0 oldugu belirlenmistir [118]. 2016
yilinda, kolzadan GXSXG motifini iceren iki farkli lipaz klonlanmistir [89], [27]. Bu
lipazlardan biri olan BnDIL1 kuraklik stresi ile indiiklenmektedir. Okuma c¢ercevesi
1878 kb wuzunlugundadir. Saccharomyces cerevisiaede klonlanan cDNA'nin
ekspresyonu yapilarak tiretilen proteinin lipaz aktivitesi dogrulanmistir. Gercek
Zamanli PZR analizleri ile BnDIL1’in hem yavas hem de hizli kuraklik stresinde
aktive oldugu goriilmistiir [89]. Klonlanan diger kolza lipaz1 BnLIP 1581 baz cifti
uzunlugunda olup 526 amino asitlik bir polipeptid kodlamaktadir. Yapilan Ters
Transkripsiyon PZR analizleri bu genin yalnizca ¢imlenen tohumda aktif oldugunu
gostermektedir. Bu sonug¢ bu lipazin tohumda depolanan yaglarin hidrolizinden

sorumlu oldugunu gostermektedir [27].
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Hintyag1 tohum lipazi, varligi 1890 yilinda kesfedildiginden beri en ¢ok calisilan ve
dikkat ¢eken bitki lipazlarindandir [119]. Lipazlar genelde tohum ¢cimlenmesinde
aktive olurken hintyag: asidik lipazi tohumlar dormantken aktiftir [120], [107].
Enzim pH 4,2’de optimum c¢alismaktadir ve fungal lipazlara benzerlik
gostermektedir. Asidik lipazin tam uzunluktaki cDNA’ s1 klonlanmis ve yaklasik 60
kDa boyutunda olan enzimin GXSXG motifini icerdigi gosterilmistir [107]. Hintyag:
tohumu asidik lipazinin, yag asidi ile gliseroliin esterlesmesini katalizleyebildigi
[121], Acrocomia aculeata yagindan biyodizel iiretimi ve palm yagindan
biyolubrikant tretiminde [120] kullanilabildigi gosterilmistir. Hintyagi
tohumlarinda asidik lipaz disinda ¢cimlenmeden sonra aktive olan pH 9’da aktivite
gosteren alkali bir lipaz daha mevcuttur [108]. Bu lipazin soya yagi, kanola yagi gibi
bitkisel yaglarin hidrolizi ile serbest yag asidi lretimi i¢cin de umut verici bir

katalizor oldugu gorilmiistiir [122].

Biyoteknolojik olarak dikkat ¢eken diger bir lipaz papaya lateks lipazidir. Papaya
lipazi ilk olarak 1935 yilinda rapor edilmistir ancak hidrolitik aktivitesi 1990’larin
basinda karakterize edilmistir [123]. Papaya lipazinin lateksten izolasyonu ic¢in
yapilan ¢alismalar basarisiz olmustur. Bu nedenle enzim “kendiliginden immobilize
lipaz” olarak anilmaktadir [124]. Yapilan c¢alismalar bu enzimin hidroliz
reaksiyonlarinda 1-3 bolgesel seciciligi gosterdigi ve sn-3 pozisyonuna stereo
secicilik gosterdigi bulunmustur [125]. Enantiyoseciciligi sayesinde rasemik
karisimlarin ayrilmasinda kullanilablimektedir [126]. Lipid modifikasyonlan ile
ilgili calismalarda da papaya lipazinin kullanilabilcegi gorilmiistir [127], [128].
Bebek mamalari icin insan siitii benzerlerinin tiretilmesi bu alandaki en 6nemli
kullanimlarinda biridir [129]. Enzimin lateksten izolasyonu basarilamadig1 i¢in
klonlanmasi ve farkl host sistemlerinde ekspreyonu lizerine calismalar yapilmsitir.
Carica papaya lipaz 1'i kodlayan DNA klonlamis ve Pichia pastoris'te eksprese
edilmistir. Bu enzimin GXSXG ailesine ait oldugu ve pH 8,5'de 35°C sicaklita en iyi
aktivite gosterdigi belirlenmistir [109]. Diger bir calismada da Carica papaya lipaz
2’yi kodlayan DNA klonlamis ve WNicotiana benthamiana bitkisinde transient
ekspresyonu gergeklestirilmistir. Bu lipaz ise GDSL ailesine ait oldugu ve kisa zincirli

yag asitlerine spesifite gosterdigi belirlenmistir [130].
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Cimlenen susam tohumlarindan elde edilen 6ziitlerdeki lipolitik aktivite pH7-8,5
arasinda pH’'dan etkilenmeden gerceklesmektedir. Susam lipazlar1 doymus yag
asitlerinin hidrolizini 38 °C’de ve ¢oklu doymamis asitlerinin hidrolizini 36°C’de en

yuksek aktivitede gerceklestirebilmektedir [131].

1993 yilinda Olias tarafindan zeytin meyve oziitiinde lipolitik aktivite varligi
gosterilmistir. Oziitteki lipaz aktivitesi pH 8-9 dar bir aralikta gerceklesmektedir. Bu
aralik disinda enzi aktivitesi %20’den azdir. Optimum pH ise 8,5 olarak
bulunmustur [114]. 2010 ylinda ise Panzanaro zeytin meyve mezokarpinda asidik
bir lipaz varhigini gostermistir. Asidik lipazin optimum pH’s1 5 ve optimum sicaklig1
35°C olarak bulunmustur [114]. Bu bilgiler zeytinden birden fazla lipaz oldugunu

diisiindiirmektedir.

1.1.6 Stres Cevap Mekanizmalarinda Lipazlarin Gérevi

Son yillarda yapilan ¢alismalar bazi lipazlar ve lipaz benzeri proteinlerin

bitkilerdeki strese cevap mekanizmalarinda rol aldiklarini gostermektedir.

Bitkiler, hareketsiz canlilar olduklar icin stirekli abiyotik ve biyotik stere maruz
kalirlar. Bu nedenle bitkilerde stres cevap mekanizmalar1 ¢ok énemlidir. Cesitli
stresler karsisinda Ca™, protein kinaz, jasmonik asit sinyal mekanizmasi ve lipid
sinyal mekaznizmalar1 uyarilir [132]. Jasmonik asit ve esterleri, bitki sinyal
mekanizmalarinda 6nemli bir yer alir. Bu maddeler, linolenik asitten tiiretilir.
Linoleik asit ise hiicre zar1 veya kloroplast zarindaki fosfolipitlerden lipazlar

yardimi ile salinir [133]. Stresle indiiklenen lipazlar sinyal yolundaki ilk enzimdir.

Arabidopsis’te patojenle saldirisi ile indiiklenen lipazlarin, jasmonic asit yolagindan
bagimsiz olarak etilen ve salisilik asit sinyal mekanizmasini indiikledikleri
gortilmiustiir [134], [135]. Arabidopsis GDSL lipaz 1'i sistemik sinyal mekanizmasini
tetiklemenin yaninda antimikrobiyal etki ile fungal sporun bitinligiini
bozmaktadir [134]. Yesil seftali afidi ile indiiklenen Arabidopsis lipazi (MPL1)
seviyesi afid saldirisi ile hizla artar. GXSXG motifini iceren MPL1, petiyolde
antibiyotik birikiminin artmasi i¢in de gereklidir [136]. Bu lipazin triolein ve
tributirat trigliseritleri ile fosfatidilkolin, fosfatidiletonolamin, fosfatidilserin

phosphatidylinositol fosfolipidlerine kars: aktif oldugu gosterilmistir.
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Lipazlar tuz, kuraklik ve UV stresi gibi abiyotik streslere karsi cevap
mekanizmalarinda da rol almaktadir. LiCl toleransh Arabidopsis thaliana lipazinin
over ekspresyonu ile ilgili bir ¢alismada transgenik bitkinin tuz toleransinin
artmasini sagladigl gozlemlenmistir [137]. Kuraklik stresi ile indiiklenen Brassica
napus lipazinin karakterizasyonu i¢in yapilan ¢alisma, genin tiim organlarda ve
ozellikle tohumlarda kuraklik stresi ile ekspresyonunun arttigini gostermistir [138].
Arabidopsis bitkisi 6ldiriicii seviyenin altinda UV-B radyasyonuna maruz

birakildiginda UV-B ile indiiklenen lipaz liretimini siddetle artmistir [139].

1.1.7 Zeytin

Olea europaea L. (zeytin), 29 cins ve 600 tiirii altinda barindiran Oleaceae ailesine
ait bir tirdir. Anavatanin, Suriye ve Giineydogu Anadolu’yu icine alan Glineybati

Asya ve Yukar1 Mezopotamya olduguna inanilmaktadir [140].

[liman iklim bitkisi olan zeytin 30-45° enlemleri arasinda yayilis1 her gosterir.
Akdeniz iklimine iyi uyum saglamistir. Diisiik besin seviyesine sahip sig ve tash
topraklarda yetisir ve uzun kuraklik donemlerine dayanikhidir [141]. Tirkiye,
ispanya, italya, Yunanistan, Portekiz, Suriye, Fas, Cezayir gibi Akdeniz Havzasi
tilkelerinde yetistirilen ve ticareti yapilan onemli bir uriindiir. Akdeniz havzasi
disinda Portekiz, Bat1 Afrika, ABD, Avustralya, Azerbaycan ve Cin'de kiiltiri
yapilmaktadir [142].

Zeytin, kiiltire alinan en eski meyve agaclarindan biridir ve 6nemli bir yag
kaynagidir [142]. Saglikli Gizerine olumlu etkileri ile bilinen zeytin ve zeytinyagi,
antik caglardan beri en saglikli diyetlerden biri olan Akdeniz diyetinde énemli bir
yer oynamaktadir. Saglikli beslenmeye artan ilgi nedeniyle 6zellikle zeytinyagina
olan talep diinya genelinde gittikce artmaktadir. Yapilan ¢alismalar da zeytinyaginin
icerdigi antioksidan ve fenolik bilesikler ile kalp ve damar sagligini koruyucu[143],
tansiyon diistriicii etkisi [144], ibuprofen benzeri inflamasyon karsit1 etkisi [145],
kanser karsiti etkileri [146] oldugunu gostermektedir. Zeytinyagina gore az bilinse
de zeytin yapragi da alternatif tipta antik caglardan beri kullanilmaktadir. Son
yillarda yapilan arastirmalar zeytin yapragi o6zitlerinin antioksidan, inflamasyon

karsit1 ve antimikrobiyal etkileri oldugunu gostermektedir [147].
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Zeytinin kiiltiir formu olan asili zeytin “Olea europaea L. var. europaea”ve yabani
form olan delice de denilen “Olea europaea L. var. sylvestris” olmak lizere iki formu
bulunur. Asili zeytin, yabani formundan tiiretilmistir [148]. Tirkiye florasinda, her
iki zeytin formu da kayithdir [143]. Yabani zeytin ve kultiir formlari ayn1 kromozom
sayis1 sahiptir (2n=46) [149]. Bununla beraber kiiltiir genomik dizileme ¢alismalari
yabani formun genomunun kiiltiir formlarindan daha biiyiik oldugunu, fakat gen
sayisinin daha az oldugunu goéstermektedir [150],[151],[152]. Kiiltiir formlarinin
arasindaki genetik cesitlilik de ytiksektir [153].

1.1.8 Zeytin ve Stres

Akdeniz ikliminde yazlar sicak ve kurak gecer. Akdeniz iklimde biiytiyebilen bitkiler
bu sartlara uyum saglamak ve hayatta kalabilmek icin baz1 morfolojik, anatomik ve
fizyolojik mekanizmalar gelistirmistir [154]. Zeytin, bu iklime uyum saglamis bir
bitki olarak cesitli strese dayanikliik mekanizmalar1 gelistirmistir. Ozmotik
diizenleme, kurakliga karsi mekanizmalardan biridir. Hiicreler, ¢6ziinebilir
maddeler iiretip biriktirerek turgor basincini arttirir ve boylece su alimi artar [155].
Yapraklarda meydana gelen anatomik degisiklikler de kuraklik toleransina katki
saglar. Susuzluk durumunda, yapraklari boyutunda azalma, yaprak hiicrelerinin

yogunlugunda artis, yapraklardaki tiiy ve stoma sayisinda artis gozlenir [156].

Zeytinin maruz kaldigi diger bir stres tuz stresidir. Sicakliga bagh yiiksek
buharlasma ile toprakta biriken tuz miktar1 artar. Bazen de kisith kullanim suyu
nedeniyle zeytinler tuzlu su ile sulanir. Kiltivarlar arasinda farkliliklar olmakla
beraber zeytin agaclarinin tuza toleransi orta seviyededir [157]. Kok seviyesinde
tolerans mekanizmalarindan biri tuzun igeri girmesinin engellenmesidir. Kok
hiicrelerinde biriktirilen glikolipit, fosfolipit ve sterol kapasitesine bagh olarak
tuzun iceri girmesi engellenir [158]. Olgun yapraklarda biriktirilip atilma yoluyla da

tuz ve diger toksik maddeler uzaklastirilabilir [159].

Zeytin agaclar1 her dem yesil iliman iklim bitkisi olduklar i¢in soguga karsi
hassastir. -12 °C'nin altinda agaglar oliir ve -7°C'nin altinda don hasarina ugrar
[160]. Bununla beraber soguk olgunlasma sonrasi evreyi uzattigl icin zeytinyagi

kalitesi atar. Bu nedenle zeytinin soguga dayanikliligin1 arttirabilmek ekonomik
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acidan 6nemli olacaktir [161]. Zeytinin soguga dayanikliliginda Ca*? miktarinin
onemli oldugu goriulmistir. Geng¢ yapraklar yash yapraklara gore soguga daha

hassastir. Yaprak yaslandik¢a Ca+2 miktarinin arttigi goriiliir [162].

1.1.9 Pichia pastoris Ekspresyon Sistemi

Pichia pastoris, ekspresyon sistemi heterolog protein tretimi icin en sik kullanilan
maya ekspresyon sistemidir. Bes yuzii askin rekombinant protein P.pastoris
ekspresyon sisteminde basariyla tretilmistir [85]. Bakteriyel ekspresyon
sistemlerine gore minimal besi yerinde yiiksek hiicre yogunlugunda iireme,
rekombinant proteinin hiicre disina salinabilmesi ve bu sayede saflastirmanin
kolaylasmasi gibi avantajlar1 vardir [109]. Ayrica dkaryotik oldugu i¢in protein
katlanmasi, proteolitik proses, distlfit kopriilerinin olusumu ve glikolizasyon gibi

post translasyonel modifikasyonlarin birgogunu gergeklestirebilir [163].

Metilotrofik bir maya olan Ppastoris metanoli karbon kaynagl olarak
kullanabilmektedir. AOX1 promotoru metanol metabolizmasindaki AOX1 ve AOX2
genlerinin ekspresyonunu kontrol eder. Bu promotor glukoz ve gliserol varliginda
baskilanirken metanol varliginda kuvvetli bir sekilde indiiklenir. Bu nedenle AOX1

promotoru ile iliskilendirilen vektor sistemleri sik olarak kullanilmaktadir [164].
1.2 Tezin Amaci

Lipazlar, ¢cok sayida endiistriyel alanda kullanilan enzimlerdir. En ¢ok arastirilan ve
kullanilan lipazlar mikrobiyal lipazlardir. Yapilan ¢alismalar farkh ve ilgi cekici
ozelliklere sahip bitkisel lipazlarin varhigin1 gostermistir. Ayni bitki ¢ok farkh
karaktere sahip birden fazla lipaz icerebilmektedir. Baz1 bitkisel lipazlar, yiiksek
substrat 6zgiilligiinii ile dikkat cekmektedir ve endiistriyel kullanim potansiyeline
sahiptirler. Bununla beraber bitkisel lipazlar ve karakterizasyonlar: ile ilgili
calismalar sinirhdir. Bu tezin amaci, zeytin bitkisinin yapraklarindan lipaz kodlayan
genlerin klonlanmasi ve karakterizasyonudur. Bu sayede zeytin yaprak lipazinin
endiistriyel kullanim potansiyeli hakkinda fikir sahibi olunmasi hedeflenmistir.
Ayrica bu lipazin soguk stresi ile iliskisi arastirilacaktir. Heterolog ekspresyon

calismalari ile de enzimin rekombinant tiretim kosullari ve aktivitesi arastirilacaktir.
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1.3 Hipotez

Zeytin, ekonomik degeri yiiksek bir yag bitkisidir. Meyveleri yag iliretimi i¢in ve
besin olarak kullanilmaktadir. Yag bitkilerinin tohumlarina ait lipazlarla yapilan
calismalarda ilgi ¢ekici 6zelliklere sahip lipazlar gorilmistiir. Bununla beraber
lipazlar genelde dormant tohumlarda inaktiftir, ¢imlenme sirasinda aktive olurlar.
Zeytin meyve oOziitlerinde lipazlar aktivitesi ile ilgili yapilan ¢alismalarda asidik ve
bazik iki farkli aktivite goriilmistiir. Bu durum birden fazla zeytin lipazi oldugunu
diisiindiirmektedir. Ancak bu lipazlar klonlanmamis ve karakterize edilmemistir.
Zeytin yaprak lipazlarina yo6nelik bir ¢alisma ise literatiirde mevcut degildir. Bu
calisma ile ilk kez zeytin yaprak lipazina ait bir cONA tam uzunlukta klonlanacak ve
karakterize edilecektir. Soguk stresinde lipazin ekspresyon dizeyi analiz
edilecektir. Elde edilen bilgiler diger lipazlarla karsilastirilarak zeytin yaprak

lipazinin endiistriyel kullanim potansiyeli arastirilacaktir.
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2

Materyal ve Metod

2.1 Tamponlar ve Cozeltiler

Deneyler sirasinda kullanilan tampon ve ¢ozeltiler Tablo 2.1'de verilmistir.

Tablo 2.1 Kullanilan tampon ve ¢ozeltiler

TBE ¢ozeltesi (10 X)

108 g Tris bazi, 55 g Borik asit, 40 ml 0.5M EDTA
(pH 8.0) karistirilip 1 L distile suya tamamlandi.

10X YNB (%13,4 Amonyum
stulfat iceren Amino asit

icermeyen Maya Azot Bazi)

13,4 g YNB 100ml su icerisinde ¢oziildii. 0,22um

siringa ucu filtre ile steril edildi.

10X D (%20 Dekstroz)

20 g Dekstroz 100 ml’ye distile su ile tamamlandi.

0,22pm siringa ucu filtre ile steril edildi.

10X M (%5 Metanol)

5 ml Metanol 100 ml’ye distile su ile tamamlandi.

0,22pm siringa ucu filtre ile steril edildi.

10X GY (%10 Gliserol)

10 ml Gliserole 90 ml distile su eklendi.

Otoklavlanarak steril edildi.

500X B (Biotin)

2 mg Biotin 10 ml distile suda ¢o6zdiruldii.
0,22pm siringa ucu filtre ile sterilizasyonu

yapildL

200 mM Lityum  Asetat

Tamponu

41 mg LioAC dihidrat 20 mg SDS ile 2 ml distile

suda ¢ozdirildi.

Tris-Glisin SDS-PAGE Yuritme
Tamponu (pH 8.3)

1.5 g Tris-Base, 7.2 g Glisin 500 ml olacak sekilde

distile su ile tamamlandi. pH 8.3’e ayarlandu.
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50 mM Potasyum

Tamponu pH 7

Fosfat

30,75 ml K2HPO4, 19,25 ml KH2PO4 karistirilarak
1 litreye distile su ile tamamlandi. pH 7’ye KOH ile

ayarlandu.

%10 (APS) Amonyum Persiilfat

100 mg APS 1 ml distile suda ¢ozuldi.

%10 SDS

10 g SDS, 100 ml distile suda ¢oziildu.

SDS-PAGE Boyama Soliisyonu

125 mg CBB, 200 ml Metanol, 35 ml Asetik asit
birlestirilip, son hacmi 500 ml olacak sekilde

distile su ile tamamlandu.

SDS-PAGE Boya

Soliisyonu

Yikama

200 ml Metanol, 35 ml Asetik asit, son hacmi 500

ml olacak sekilde distile su ile tamamlandi.

2.2 Besiyerleri

Deneylerde kullanilan besiyerlerinin icerikleri Tablo 2.2’de verilmistir.

Tablo 2.2 Kullanilan besiyerlerinin igerikleri

LS-LB (Diisiik Tuz Icerikli

Luria Bertani)

10 g Tripton, 5 g Maya 6ziiti, 5 g Sodyum Klortir, 15
g Agar 1 litre distile suya tamamlandi. 121°C’de 15
dakika otoklavlandu.

SOB (pH
Optimal Brot)

7.0) (Super

%2 Tripton, %0.5 Maya Oziitii, 10 mM NaCl, 2.5 mM
KCl, 10 mM MgCl, icerigi hazirlandiktan sonra
121°C’'de 15 dakika otoklavlandi.

SOC (Glukoz igeren Siiper
Optimal Brot)

49 ml SOB’ye, 1 ml steril 1 M Glukoz soliisyonu
eklendi.

YPDS (Maya Oziitii Pepton
Dekstroz Sorbitol)

%1 Maya ozuti, %2 Pepton, 1 M Sorbitol, %2 Agar
450 ml’ye distile su ile tamamlanip 121°C’de 15
dakika otoklavlandi. 50 ml 10X D eklendi.
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YPD Agar (Maya Oziitii | %1 Maya o6ziitii, %2 Pepton, %2 Agar 450 ml'ye
Pepton Dekstroz Agar) distile su ile tamamlanip 121°C'de 15 dakika
otoklavlandi. 50 ml 10X D eklendi.

BMGY Besiyeri (Tamponlu | %1 Maya 6ziitli, %2 Pepton otoklavlandiktan sonra
Gliserol Kompleksi) ayrica steril edilen YNB %1.34, Gliserol %1, Biotin
4mg/L, pH 6.0 Potasyum Fosfat Tamponu 100 mM

olacak sekilde steril sartlar altinda eklendi.

BMMY Besiyeri (Tamponlu | %1 Maya 6ziitii, %2 Pepton otoklavlandiktan sonra
Metanol Kompleksi) ayrica steril edilen YNB %1.34, Metanol %1, Biotin
4mg/L, pH 6.0 Potasyum Fosfat Tamponu 100 mM

olacak sekilde steril sartlar altinda eklendi.

2.3  Bitki Materyali

Olea europaea L. Gemlik Kiiltivarina 1 yasindaki fidanlar1 Tiirkiye Cumhuriyeti
Tarim Bakanlig1 Yalova Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Merkez Arastirma Enstitiisii'nden

temin edildi.

2.3.1 Bitki Biiyiitme Kogsullan

Olas1 zirai ila¢ kalintilarinin uzaklastirilmasi i¢in zeytin fidanlarinin yapraklari
distile su ile yikand1 ve fidanlar temiz saksilara dikildi. Ortam kosullarina uyum
saglamalari i¢in bir hafta stireyle 22 °C’de, 14 saat giindiiz / 15 °C’de, 10 saat gece
periyodunda, giindiiz 150 pmol M2s-1 151k, gece ise karanlik olacak sekilde

tutuldular.

Bu siirenin sonunda fidanlara 4 °C’de 14 saat glindiiz / 2 °C'de 10 saat gece
periyodunda, giindiiz 150 umol M2s-1 1s1k, gece ise karanlik olacak sekilde 10 giin

stireyle soguk stresi verildi.

2.3.2 Bitki Orneklerinin Alinmasi

Kontrol yaprak ornekleri stres verilmeden hemen 6nce bitkiden alinip, siv1 azot

icerisinde donduruldu ve -80 °C’de saklandi. Daha sonra sirasi ile 15 dakika ve 30
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dakika, 1 saat, 2 saat, 4 saat, 6 saat, bir giin, bir hafta ve on giin sonunda yaprak

ornekleri alinip, sivi azot igerisinde donduruldu ve -80 °C’de sakland.

2.4 RNA izolasyonu

2.4.1 Riboniikleaz (RNaz)’ larin Uzaklastirilmasi

Riboniikleaz (RNaz) enzimleri biyolojik ortamlarda ¢ok miktarda bulanan ve RNA
molekillerini parcalayan enzimlerdir. RNA’larin tam uzunlukta ve yiiksek kalitede
izole edilebilmesi icin ortamdan RNaz'larin uzaklastirilmasi gerekmektedir. Bu
nedenle RNA izolasyonunda kullanilacak havan, havaneli, tim cam ve plastik
malzemeler % 0,1'lik DEPC'li su icerisinde bir gece bekletildi ve 121 °C’ de 20 dakika
otoklavlandi. Ayrica izolasyonda kullanilacak tiim sollisyonlara % 0,1 oraninda

DEPC eklenip bir gece boyunca bekletildi ve 121 °C’ de 20 dakika otoklavlandu.

2.4.2 Bitki Orneklerinden RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in yaklasik 100 mg olan bitki 6rnekleri, sivi azot yardimi ile daha
o6nceden sogutulmus havan icerisinde ezilerek toz haline getirildi. Toz halindeki
ornekler 2 ml'lik ependorf tiipiine alindi. Kullanilan 6rnek agirhiginin % 10’ u olacak
sekilde Trizol Reagent ilave edildi. Niikleoprotein komplekslerinin ayrismasi i¢in
oda sicakhiginda 5 dakika bekletildi ve tiipler vortekslendi. Trizol Reagent
miktarinin %20’si kadar kloroform eklendi. 15 saniye kuvvetlice ¢alkalandiktan
sonra oda sicakliginda 2- 3 dakika bekletildi. Daha sonra 12000 xg hizda 4 °C’ de 15
dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda RNA’y1 iceren tist faz ayr1 bir tiipe alinarak
kullanilan Trizol Reagent miktarinin %50’si kadar izopropanol eklendi. 10 dakika
oda sicaklhiginda bekletildikten sonra tist faz alinarak, 12000 xg hizda 4 °C’ de 20
dakika santrifiijlenerek RNA ¢oktiirtldii.

Stipernatant uzaklastirilarak RNA pelletinin tizerine basta kullanilan Trizol Reagent
miktar1 kadar %75'lik etanol eklenip, 7500 xg hizda 4 °C’ de 15 dakika santrifiij
edildi. Stipernatant uzaklastirilip pellet seffaflasincaya kadar kurutuldu. Kuruyan
pellet 100 ul DEPC’li su eklendi ve 10 dakika 65 °C’ de bekletilip ¢éziindiirtildii. RNA

ornekleri kullanilana kadar -80 °C’ de sakland.
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2.4.3 Total RNA Miktarinin Belirlenmesi

izole edilen RNA’larin konsantrasyonlar1 UV nanospektrofotometre ile 260 nm

dalga boyunda absorbansinin belirlenmesi ile 6l¢uldii.
2.44 RNA’larin Formaldehit Jeli Uzerinde Analizi

2.4.4.1 Formaldehit Jeli Hazirlanmasi

Elektroforez cihazina ait tim aparatlar DEPC'li su ile yikanarak temizlendi. % 1’lik
formaldehit jelinin hazirlanisi i¢in 0,8 gram Agaroz (Applichem), 16ml 5X MOPS, 50
ml su ile ¢6zildi. Jel karisimi 60 °C’ye sogutuldu ve 6nceden 60 °C’de 1s1tilmis 14 ml

formaldehit ile karistirilip jel tepsisine dokuldd.

2.4.4.2 Formaldehit Jeli i¢in RNA Orneklerinin Hazirlanmasi

Ornekler jele yiiklemek icin hazirlanirken 2,5 pl RNA'ya, 2 ul DEPC'li su, 2 pl 5X
MOPS, 3,5 pl formaldehit, 10 pl formamid ve 1 pl Etidyum bromiir ilave edildi ve 55
°C’de 15 dakika bekletildi. Bu karisima 2 pl yiikleme tamponu ilave edilerek jele
yuklendi.

Total RNA'lar 1XMOPS tank tamponu olarak kullanilarak 60 V’da 90 dakika

yuriitiildi ve UV altinda gortintilendi.

2.4.5 RNA Temizleme

Trizol kullanilarak izole edilen RNA’lara Qiagen RNeasy Plant Mini Kit kullanilarak

temizleme islemi uygulandi. Uygulama kit prosediiriine uygun olarak yapildi.

200 ml DEPC’li suda ¢6ztilen RNA’lara 350 ml RLT tamponu eklenerek karistirildi.
200 ml %100 etanol eklenerek RNeasy Spin Mini kolonlarina aktarildi ve 15 saniye
8000 xg'de santrifiij edildi. Siiziintli uzaklastirilarak 500 ml RPE tamponu eklendi
ve 15 saniye 8000 xg'de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siizlintli uzaklastirilarak
RPE tamponundan tekrar 500 ml eklenerek 2 dakika santrifiij edildi. Siiziinti
dokilerek tampon kalintilarini uzaklastirmak icin 1 dakika santrifiij edildi. 100 ml
DEPC'li su eklenip 1 dakika santrifiij edilerek RNA eliisyonlari elde edildi. Eliisyonlar

formaldehit agaroz jelinde goriintiilendi.
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2.5 RACE Reaksiyonlari

RACE (Rapid Amplification od cDNA Ends), PZR temelli bir yontem olup cDNA
uclarinin hizli gogaltimidir. Kisa bir boélgesi bilinen cDNA’dan tasarlanan primerler
ile cDNA'nin 3’ ve 5’ uglarinin ¢ogaltilmasina dayanir [165]. Ilk zincir cDNA ters
transkriptaz enzimi ile mRNA’dan sentezlenir. PZR reaksiyonu, gene 6zgii primer ve
evrensel primer kullanilarak gerceklestirilir. RACE yontemi 3" ve 5° RACE olmak
uzere ikiye ayrilir. 3’ RACE’'te gene 0zgu ileri primer ve evrensel ters primer
kullanilarak 3’ ucunun ¢ogaltilir. 5° RACE’te ise ilk zincir cDNA gene 0zgi ters
primerle sentezlenir ve 5’'ucuna G veya C kuyrugu eklenir. PZR ile eklenen kuyruga
uygun evrensel primer ve gene 6zgi ters primer kullanilarak ¢cDNA'nin 5’ ucu

cogaltilir.

2.5.1 3’RACE Primerlerinin Tasarim

Zeytin yapraklarindan lipaz enzimini kodlayan dizinin 3’ ucunun klonlanmasi igin
ilk olarak primer tasariminda kullanilacak niikleotid dizisi secildi. Farkl bitkisel
lipaz dizileri kullanilarak tasarlanan dejenere primerler ¢alismadi. Bu nedenle NCBI
EST veri tabani farkh bitkisel lipazlara ait niikleotid dizileri kullanilarak BLAST
analizleri ile tarandi. Bu tarama sonucu zeytine ait G0246365.1 erisim numarasina
sahip 843 bp uzunlugunda cDNA dizisinin lipaza benzerlik gosterdigi tespit edildi.
G0246365.1 dizisi ile kontrol amagh niikleotid veritabaninda BLAST yapild1 ve
dizinin farkh lipazlara benzerlik gosterdigi dogrulandi. GO246365.1 dizisi primer

tasarimi i¢in kullanildu.

LEF1 ve LEF2 olmak tizere iki adet 3’'RACE primeri, Primer3 Programi kullanilarak
tasarlandi (Tablo 2.3).

Tablo 2.3 Tasarlanan 3’'RACE primerleri

LEF1 5’- CGCTTGAAAGTGGCGCTCTTA -3

LEF2 5’- CGCGTGTCATCTAGTTCTGG -3’
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2.5.2 3’RACE ilk Zincir cDNA Sentezi

Stres verilmemis ve 6 saat soguk stresi verilmis BioRad iScript cDNA Sentez Kiti
kullanim kilavuzunda anlatildig1 sekilde 1 pg RNA kullanilarak ilk zincir cDNA
sentezi yapildi. RNA’ya 12 pl su eklenerek 72 °C’de 3 dakika inkiibe edildi. Tiiplere
4’er pl 5X reaksiyon tamponu ve 1 pl Ters Transkriptaz enzimi katilarak, reaksiyon
hacmi 20 pl’'ye tamamlandi. 25 °C'de 5 dakika, 42 °C’de 30 dakika ve 85 °C’de 5
dakika inkiibe edilerek cDNA sentezi gergeklestirildi. cDNA -20 °C’de saklandi.

2.5.3 3'RACE PZR Reaksiyonu

ilk zincir cDNA sentezinden sonra PZR reaksiyonlar1 Bioline MyFi DNA Polimeraz
enzimi kullanilarak gergeklestirildi. 200 pl'lik PZR tiipii icerisinde, 1 pl kalip cDNA,
5X MyFi reaksiyon tamponu, ileri primer (0,2 uM) ve OligodT anchor primer (0,2
uM), 2 U MyFi DNA Polimeraz enzimi ve H20 koyulup 50 pl’'ye tamamland:.

PZR reaksiyonu LEF1 ve LEF2 primerleri kullanilarak 55 °C baglanma sicakliginda
gerceklestirildi. PZR dongiisu ise soyledir: 94 °C'de 3 dakika denatiire edildikten
sonra, 94 °C’de 40 saniye denatiirasyon, 55 °C’de 40 saniye primer baglanmasi ve 72
°C’de 1 dakika uzama asamalar1 35 kez tekrarlandi. 72 °C ‘de 10 dakika son uzama
yapilarak, ornekler buz tlizerine alinip -20 °C de saklandi. Reaksiyonun c¢alisip

calismadigl jel tizerinde kontrol edildi.

Ozgiilliigii arttirmak amaci ile yapilan PZR’dan 1 pl kalip olarak kullanilarak
sekonder PZR yapildi. Sekonder PZR, ilk PZR ile ayni kosullarda gerceklestirildi ve

agaroz jel lizerinde kontrol edildi.

2.5.4 DNA’nin Agaroz Jel Uzerinde Analiz

%1'lik agaroz jel hazirlamak i¢in 0,4 g Agaroz (SeaKem), 40 ml 1X TBE eklenip
1sitilarak ¢6zildii. 60°C’ye sogutulup icine etidyum bromiir eklenerek jel tepsisine

dokiildi.

Ornekler 6x yiikleme tamponu ile karistirilarak jele yiiklendi. 70 Voltta 80 dakika

yiiritildi.
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2.5.5 PZR Uriiniiniin Agaroz Jelden Piirifikasyonu

ilk ve ikinci PZR iiriinlerinin saflastirlmasi Qiagen QIAquick Jel Ekstraksiyon Kiti ile
kullanim kilavuzuna uygun sekilde yapildi. Bant agaroz jelden bisturi yardimi ile
kesilip 2 ml'lik tiiplere alind1. Jel hacminin 3 kat1 kadar QG tamponu eklenip 50 °C’de
10 dakika bekletildi. Jel eriyince jel hacmi kadar izopropanol eklendi. Karisim kitin
kolonlarina aktarilarak 1 dakika 17900 xg hi1zda oda sicakliginda santrifiij edildi. Alt
siv1 uzaklastirilarak filtreye 0,5 ml QG tamponu eklendi ve 17900 xg hizda santrifiij
edildi. Alt s1v1 uzaklastirilarak 0,75 ml PE tamponu eklenip 1 dakika 17900 xg hizda
santrifiij edildi. Kolonlar 1,5 ml’lik temiz tiiplere alinarak 20 pl steril su eklenerek 1

dakika 17900 xg hizda santrifiij edildi.

2.5.6 Saflagtinlan PZR Uriinlerinin Vektore Ligasyonu

PZR drinlerinin Promega pGEM-T Easy plazmit vektoriniin (Sekil 2.1) coklu
klonlama boélgesine (Sekil 2.2) ligasyonu T4 ligaz kullanilarak gerceklestirildi.
Ligasyon reaksiyonu “vektor/cDNA orani”, 1/8 olacak sekilde hazirlandi.
Ligasyonlar, 4 °C’de 24 saat inkiibe edildi.
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Sekil 2.1 PGEMT Vektor Haritasi

17 Transkripsiyon baslangaca

... TGTAA TACGA CTCAC TAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG CCATG

» - ACATT ATGCT GAGTG Ai TC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC GGTAC

T7 promotor | ” ” | | ”
Apa Aat | Sph Bei7 | Neo |
GOGGEC CRLCEG GAATT CGF‘«TTS‘( Kol ) ATCAC TAGTG AATTC GCGGC CGCCT GCAGG TCGAC
CGCCG GCGCC CTTAAGCTA dizi FTTAGTG ATCAC TTAAG CGCCG GCGGA CGTCC AGCTG

BstZ | Bstd
SPG Transkxipsiyon haslangic

CATAT GGGA GAGCT CCCAA CGCGT TGGAT GCATA GCTTG AGTAT TCTAT AGTGT CACCT AAAT ... 3
GTATA CCCT CTCGA GGGITT GCGCA ACCTA CGTAT CGAAC TCATA AGATA TCACA GTGGATTTA ... &

| SPE promotor

MNdle Sac | BstX Nei

Sekil 2.2 pGEM-T Easy vektoriiniin ¢oklu klonlama bolgesi

2.5.7 Kompetan Hiicrelerin Hazirlanmasi

Ultra kompetan hiicreler Inoue ve arkadaslari1 (1990) tarafindan 6nerilen protokole
uygun olarak hazirlandi [166]. E.coli DH5a susuna ait stok kiltiirden LB-Agar
besiyerine ekilerek 37 °C’de gece boyu inkiibe edildi. Tek koloni seg¢ilerek 25 ml SOB
besiyerine ekilerek 37 °C’de 250 rpm’de 5-6 saat biiyiitiildi. Bu kiiltiirden 2 ml
alinarak 250 ml LB besiyerine aktarildi ve 20 °C’de 250 rpm hizda 20-24 saat kadar
0ODsoo 0,5-0,6'ya ulasana kadar biyiitiildii. Kiiltiir etiivden alinip 10 dakika buzda
bekletildikten sonra 2500xg hizda 4 °C’de 10 dakika santrifiijlendi. 80 ml soguk
Inoue tamponu igerisinde ¢oziiliip, 10 dakika buzda bekletildi. 3000 xg hizda 4 °C’de
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10 dakika santrifiij edildikten sonra 20 ml soguk Inoue icinde ¢6ziiliip 1,5 ml DMSO
ilave edildi. 10 dakika buzda bekletildikten sonra tiiplere boliindi ve sivi azot ile

dondurularak -80 °C’de saklandi.
2.5.8 Transformasyon

2.5.9 Transformasyon Reaksiyonunun Kurulmasi

50 pl’si ultra kompetan hiicre ile 5 pl ligasyon trtini karistirildi ve 30 dakika buz
tizerinde bekletildi. 42 °C’ de 1 dakika sicaklik soku uygulandiktan sonra buzun
tizerinde bekletildi. 950 pl SOC ilave edilerek, 37 °C’de 250 rpm hizda 1 saat
buyttuldi.

Transformasyon karisimi plazmit igeren kolonilerin se¢imi i¢in 100 pg/ml
ampisilin, mavi-beyaz secimi i¢in 0,5 mM IPTG ve 30 ug/ml X- gal iceren kati Luria-
Bertani (LB) ortamina ekilerek, 37 °C'de 16 saat biyitildi. Mavi renkte
gozlemlenen koloniler istenen cDNA'y1 icermeyen plazmitleri alan hiicrelerden,
beyaz renkte gozlemlenen koloniler ise rekombinant plazmitleri alan hiicrelerden

olusmaktadir.

2.5.10 Pozitif Kolonilerin Belirlenmesi

Beyaz kolonilerin aktarilan DNA'y1 tasiyip tasimadiklar1 kontrol etmek amac ile
koloni PZR yapildi. ilk olarak kolonilerden kiirdanla alinarak 50 ul su icerisinde
cozildi ve 95 °C’de 10 dakika tutuldu. Hiicre soliisyonundan 1,5 pl’si PZR kalip
olarak kullanildi. 2x Qiagen Master Mix, dNTPs (0,4 mM), ileri primer (0,4 mM) ve

geri primer (0,4 mM) primer karistirilarak deiyonize su ile 25 pl'ye tamamlandi.

2.5.11 Plazmit izolasyonu ve Dizi Analizi

Rekombinant plazmit tasidigi koloni PZR ile belirlenen kolonilerden, 100 pg/ml
antibiyotik ilave edilmis sivi LB ortamina ekilerek 37 °C’'de 250 RPM hizda 16 saat
bliyttildi.

Plazmit izolasyonu Roche High Pure Plasmid izolasyon Kiti Kullanim Kilavuzunda
Onerilen bicimde yapildi. 10 ml kultir santriftijlenerek hiicreler c¢oktiirildii.

Peletler, 250 pl siispansiyon ¢ozeltisinde yeniden ¢ozildi. Karisima 250 pl liziz
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cozeltisi eklenerek dikkatlice karistirilip, 5 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Uzerine 350 pl baglanma tamponu eklenerek dikkatlice karistirihip, 5 dakika buz
lizerinde bekletildi. 13000 xg hizda 10 dakika santrifiij edildi. Ust s filtreli
kolonlara aktarilip 1 dakika 13000 xg hizda santrifiij edildi. Altta biriken siv1 atild1.
700 pl yikama ¢ozeltisi I kolona koyulup 1 dakika 13000 xg hizda santriftj edildi.
Altta biriken siv1 atild1 ve tampon kalintisinin uzaklastirilmasi i¢in 13000 xg hizda 1
dakika daha santrifiijlendi. Kolon temiz tiipe alinip filtre tizerine 80 pl deiyonize su
eklendi vel dakika 13000 xg hizda santriftijlendi. Elde edilen plazmit DNA -20°C’de

saklandi.

Dizin analizine gonderilmeden 6nce, ¢oklu klonlama bélgesinin iki ucunda bulunan
EcoRIl enzimi ile kesilerek plazmitin aktarilan cDNA'y1 icerdigi dogrulandi.
Plazmitler T7 ve SP6 primerleri ile ¢ift yonli dizi analizi i¢cin Triogen Firmasina

gonderildi.

2.6 5’RACE Reaksiyonlari

2.6.1 5’RACE Reaksiyonlari i¢in Primer Tasarimi

3’'RACE reaksiyonlar1 sonucu elde edilen K1-3 cDNA’sina ait niikleotid dizisi
kullanilarak 5’'RACE reaksiyonlari icin gene 6zgii ters primer (Tablo 2.2) tasarimi

Primer3 programi kullanilarak yapildi.
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Tablo 2.4 LRR1 ters primeri

LRR1

5’- TAAAGATATATGGCCATGACACCAG -3’

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTXXXcgttgaaagtygy
SO 555>>>

cgctcttaagtagtctcctcecctgtceccgeccgtgaagtccgeccgaagacttcaacgatacct
taaacctccggcaaaagtcacatgcagctggtctttgecgectcaactcatcgaacctgectg
gtttcccttgctcagaacacaatgctcaaacaaaagatggatttgtactgggacttcaac
gcgtgtcatctagttctggaattctcagaagacaaatgggccctcecctgttctgecttatac
atggacttttcatggcaggtgatgcgtggttcttggataccccaaatcaatccttggget

ttatccttgccaatcgtggttttgatgtctgggttggtaatgtgecgtgggacacgectggt
<<LKLKL

gtcatggccatatatctttatcagagaaagataagaaattctgggattggagttggcagg
<LLLLLLLLLLLLLLLLLLKL
LRR1

aatatgctctttacgatctccaagaaatgattcgttatgtatatacagttacaaactcta
gagtgtttgtcattggatattctcagggaacaatcatttctctggctgcctttactgaac
cagatacagtacaaacggttggagcagctgcgcttctttgtcctataacatatttgaatc
atatgactgctcgattgcctcttagattagttaaaatgcatcttactcaggttttacttg
cagtgggcattcatgaactcaatttcaaaagtgactggggtactcgcatcatggaaatga
tgtgcgacagacatgtagattgtggtgacttgctatcttctattacagggaagaattgtt
gtttcaatagctctcggattgatttctatcttgaatatgaaccgcatccatcatctacaa
aaaatttgaatcatctctttcagatgatccgaaaaggtacttttgcgaagtacgactatg
gattttggaagaacttgaagcactacggccaactgaagccaccaaagttcgatctaagcece
aaattcccagttcattaccattatggatggggtacgggggaagtgatgccttagcagacg
tcacagatttgcagcatactcccaagaaattacaatcaaagccagatttgctctatecttg
aaaattatggtcatctagatttccttttaagcacaagagcaaaggaagatgtttatgaca
aaatgcttgcatttttcgattcattgggaacacacagcagttactaaatgttggatcggg
gaggatcggagagtcttgatagtattaaggaagaaaattttactcttgttcactcttgaa
gtgaacttgcacataggggttgtatacttgtataattgtgtgtaaattgtacgcattatg

tttatgatgtaaatataatttcatattttccacggaaaaaaaagaaaaaaaaaaaaaaaa
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2.6.2 5’RACE Reaksiyonlar i¢in 1k Zincir cDNA Sentezlenmesi

Stres verilmemis ve 6 saat soguk stresi verilmis bitki RNA’'laridan Clontech Smarter
RACE Kiti kullanim kilavuzunda anlatildig: sekilde 1 pg RNA kullanilarak ilk zincir
cDNA sentezi yapildi. RNA'ya 5’- CDS primer A (0,6 uM) ve su eklenerek 72 °C’de 3
dakika ve 42 °C’de 2 dakika inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra karisima 1 pl
SMARTer II A Oligoniikleotid eklendi. Ayr bir tiipte 5x Ilk Zincir Tamponu, DTT (5
mM), dNTP karisimi (1 mM) bir araya getirildi. Iki tiipiin icerigi birlestirilerek 20 U
RNaz Inhibitér ve 200 U SMARTScribe Ters Transkriptaz enzimi katilarak, reaksiyon
hacmi 20 pl’'ye tamamlandi. 42 °C’de 90 dakika ve 70 °C’de 10 dakika inkiibe edilerek
cDNA sentezi gerceklestirildi ve cDNA -20 °C’de saklandi.

2.6.3 PZR Reaksiyonu

ilk zincir cDNA sentezinden sonra PZR reaksiyonlar1 Bioline MyFi DNA Polimeraz
enzimi kullanilarak gerceklestirildi. 200 pl'lik PZR tiipi icerisinde, 1 pl kalip cDNA,
5X MyFi Reaksiyon Tamponu, LRR1 primeri (0,2 uM) ve UPM primeri (0,2 uM), 2 U
MyFi DNA Polimeraz enzimi ve H20 koyulup 50 pl’ye tamamland.

PZR reaksiyonu LRR1 primeri kullanilarak 55 °C baglanma sicakliginda
gerceklestirildi. PZR dongiisi ise soyledir. 94 °C’de 3 dakika denatiire edildikten
sonra, 94 °C’'de 40 saniye denatiirasyon, 55 °C’de 40 saniye primer baglanmasi ve 72
°C’'de 1 dakika uzama asamalar1 35 kez tekrarlandi. 72 °C ‘de 10 dk son uzama

yapilarak, érnekler buz tizerine alinip (-20) °C de saklandu.

2.6.4 DNA’nin Agaroz Jel Uzerinde Analiz

PZR reaksiyonlarinin ¢alisip ¢alismadig: jel ilizerinde kontrol edildi. %1'lik jel
hazirlamak i¢in 0,4 g Agaroz (Aplichem), 40 ml 1X TBE eklenip 1sitilarak ¢oziildii.
60°C’ye sogutulup icerisine EtBr boyasi eklenerek jel tepsisine dokiildii.

Ornekler yiikleme tamponu ile karistinilarak jele yiiklendi. 70 V'ta 60 dakika

yiiritildi.
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2.6.5 PZR Uriinlerinin Piirifikasyonu

PZR triinleri Bio Basic PCR Piirifikasyon Kiti kullanilarak piirifiye edildi. 40 ul PZR
urintine 3 kati1 kadar baglanma tamponu eklenip kolon tizerine aktarildi ve 2 dakika
bekletildi. 2 dakika 10000 rpm’de santrifiij edildi. Altta toplanan sivi atilip kolonlara
750 pl Yikama Tamponu eklenerek 2 dakika 10000 rpm’de santrifiij edildi. Alttaki
sivi uzaklastirilip yikama islemi tekrarlandi. 2 dakika santrifiijlenerek kurutma
islemi yapildi. Son olarak 15 pl steril su eklenerek 2 dakika 55 °C’de bekletildi ve 2
dakika 10000 rpm’de santrifiijlenerek eliisyon yapildi. Saflastirilan PZR triinlerinin

konsantrasyonlar1 nanospektrofotometrede 6lciilerek belirlendi.

2.6.6 Vektor Ligasyonu ve Transformasyon

PZR uirtinlerinin ligasyonu i¢cin Promega pGEM-T Easy vektort kullanilarak 2.5.6’da
anlatildig1 sekilde yapildi. Rekombinant vektériin DH5a kompetan hiicrelerine

aktarimi ve pozitif kolonilerin se¢imi 2.5.8’de anlatildig1 sekilde yapildi.

2.6.7 Plazmit izolasyonu ve Dizi Analizi

Plazmit izolasyonu Roche High Pure Plazmit izolasyon Kiti kullanilarak 2.5.9’da

belirtildigi sekilde yapildi ve plazmitler dizi analizine génderildi.

2.7 3’RACE ve 5’'RACE Reaksiyonlar ile Elde Edilen DNA Dizilerinin

Biyoinformatik Analizleri

3’RACE ve 5’'RACE reaksiyonlari ile elde edilen DNA dizileri Emboss Merger Online
Programi kullanilarak hizalanip tek dizi olacak birlestirildi. Elde edilen tam
uzunluktaki dizi kullanilarak NCBI veri tabanlarinda BLASTn ve BLASTp analizleri
yapilarak lipaz dizilerine olan niikleotid ve aminoasit dizi benzerlikleri incelendi.
Tam uzunluktaki lipaz dizisi NCBI ORF Finder programu ile analiz edilerek okuma

cercevesi belirlendi.
2.8 Tam Uzunluktaki cDNA'nin Klonlanmasi

3’ ve 5’ RACE reaksiyonlar ile elde edilen biyoinformatik olarak birlestirilmis dizi

kullanilarak tam uzunluktaki cDNA’nin biitiin halinde klonlanabilmesi icin LFF1 ve
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LFF2 primeri tasarlanmistir (Tablo 2.5). Primer tasarimi Primer3 programi

kullanilarak gerceklestirilmistir.

Tablo 2.5 Tam uzunlukta cDNA’nin klonlanmasi i¢in tasarlanan primerler

LFF1 5’- ATGGAGCTTGCGGCGGCACA -3’

LFF2 5’- CGGTTCTTATCGGAAGACGA -3’

2.8.1 11k Zincir cDNA Sentezlenmesi

Stres verilmemis ve 4 saat soguk stresi verilmis zeytin RNA’laridan Bio Rad iScript
cDNA Sentez Kiti kullanim kilavuzunda anlatildig: sekilde 1 pg RNA kullanilarak ilk
zincir cDNA sentezi yapildi. RNA’ya 5x iScript Reaksiyon Karisimi, iScript Ters
Transkriptaz ve su eklenerek reaksiyon hacmi 20 pl'ye tamamlandi. 25 °C’de 5
dakika ve 46 °C’de 30 dakika inkiibe edilerek ilk zincir cDNA sentezi gerceklestirildi
ve cDNA -20 °C’de sakland.

2.8.2 PZR Reaksiyonu

ilk zincir cDNA sentezinden sonra PZR reaksiyonlar1 Bioline MyFi DNA Polimeraz
enzimi kullanilarak gerceklestirildi. 200 ul'lik PZR tiipii icerisinde, 1 pl kalip cDNA,
5X MyFi Reaksiyon Tamponu, LFF2 primeri (0,2 uM) ve Oligo-dT primeri (0,2 pM),
2 U MyFi DNA Polimeraz enzimi ve H20 koyulup 50 pl’ye tamamlandi.

LFF2 primerleri kullanilarak PZR reaksiyonlar1 56 °C baglanma sicakliginda
gerceklestirildi. PZR dongilisii ise soyledir. 95 °C’de 3 dakika denatiire edildikten
sonra, 95 °C’'de 40 saniye denatiirasyon, 56 °C’de 40 saniye primer baglanmasi ve 72
°C’'de 1 dakika uzama asamalar1 35 kez tekrarlandi. 72 °C ‘de 10 dk son uzama

yapilarak, érnekler buz tizerine alinip (-20) °C de saklandi.

2.8.3 Ikincil PZR

PZR 6zgulliigiini arttirmak icin LFF2 ile yapilan PZR kalip olarak kullanilarak LFF1
primeri ile ikinci bir PZR reaksiyonu gerceklestirildi. Ikinci PZR’da kullanilan enzim

ve kosullar LFF1 primeri disinda aynidir.
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PZR {riinleri, agaroz jel lizerinde goriintiilendi ve Bio Basic PZR Piirifikasyon Kiti

kullanilarak pirifiye edildi.

2.84 Vektor Ligasyonu ve Transformasyon

PZR triinlerinin ligasyonu icin Promega pGEM-T Easy vektort kullanilarak 2.5.6’da
anlatildig1 sekilde yapildi. Rekombinant vektériin DH5a kompetan hiicrelerine

aktarimi ve pozitif kolonilerin se¢imi 2.5.8’de anlatildig1 sekilde yapildi.

2.8.5 Plazmit izolasyonu ve Dizi Analizi

Plazmit izolasyonu Roche High Pure Plazmit izolasyon Kiti kullanilarak 2.5.9’da
belirtildigi sekilde yapildi. Plazmitleri istenilen DNA’y1 icerdigi EcoRI ve Pstl

enzimleri ile kesilerek dogrulandi. Segilen plazmitler dizi analizine génderildi.
2.9 Filogenetik Analiz

Zeytin yaprak lipazinin diger lipazlarla olan akrabaliginin incelenmesi icin
filogenetik aga¢ olusturulmustur. Analiz i¢in lipazlara ait amino asit dizileri, BLASTp
yapilarak sec¢ilmis ve ClustalW ile hizalanmistir. Filogenetik agag, MEGA7 programi
kullanilarak  Neighbor-Joining (NJ) metodu ile 10000 tekrarli olarak

olusturulmustur.

2.10 Zeytin Yaprak Lipazinin Soguk Stresinde Ekspresyon Diizeylerinin
Gergek Zamanli PZR ile Analizi

Lipaz ekspresyon analizi i¢cin 2 yasindaki zeytin fideleri 14 saat 4 °C‘de aydinlik /10
saat 2 °C’de karanlik olmak tiizere 10 giin boyunca soguk stresine maruz
birakilmistir. Yaprak ornekleri 0. dakika, 4. saat, 6. saat, 24. saat, 1. hafta ve 10.
glinde alinmis ve sivi azot ile hemen dondurularak -80°C‘de saklanmistir.
Yapraklardan Trizol ile total RNA ¢ikarilmistir. Jena Bioscience SCRIPT cDNA Sentez
Kiti kullanilarak 0,4 pg total RNA’dan cDNA sentezi gerceklestirilmistir. PZR
reaksiyonlari, tiim zaman noktalarindan iki tekrarlh olacak sekilde Jena Bioscience
gPCR Green Master kiti ile gerceklestirilmistir. BioRad Connect Real-Time PCR

Deteksiyon Sistemi kullanilmistir.
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Lipaz cDNA’s1 LUF ileri primeri ve LUR geri primeri ile ¢ogaltilmistir (Tablo 2.6).
Sonuglarin normalize edilebilmesi icin GADPH geni kontrol olarak ¢ogaltilmistir.
GADPH cDNA'’s1 OGF ileri primeri ve OGR geri primeri kullanilarak cogaltilmistir
(Tablo 2.6). PZR kosullar1 3 dakika 50 °C, 2 dakika 95 °C’yi takiben 40 dongii 15
saniye 95 °C, 1 dakika 55 °C ve 30 saniye 72 °C olacak sekildedir. Rolatif mRNA

miktarlar1 2-4AC yontemi ile hesaplanmistur.

Tablo 2.6 Gergek Zamanli PZR primerleri

LUF 5'- TGAACCGCATCCATCATCTA -3'
LUR 5'- CTAAGGCATCATTCCCCGTA -3'
OGF 5'- ACAGCTCCTGGTAAGGGTGA -3’
OGR 5'- GGCTTGCGTCAAGAAGTCTC -3’

2.11 Zeytin Yaprak Lipazinin Pichia pastoris'te Ekspresyonu

2.11.1 Vektor Se¢imi, Primer Tasarimi ve Lipaz cDNA’sinin Cogaltimi

Tam uzunlukta cDNA’s1 elde edilen zeytin yaprak lipazinin Pichia pastoris'te
heterolog ekspresyonu i¢in yabani tip olan X33 susu ve Invitrogen pPICZaA vektori
(Sekil2.3) tercih edilmistir.

pPICZa vektorleri AOX1 promotor bolgesi, C- ucunda ¢oklu histidin kuyrugu ve
Zeocin diren¢ geni icerir. Ayrica N- ucunda icerdigi Saccharomyces cerevisiae o
faktoru salgi sinyali proteinin hiicre disina salinmasini saglar. Lipaz dizisinin okuma

cercevesine uydugu icin pPICZaA vektori secilmistir.
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Sekil 2.3 pPICZaA vektor haritasi

Vektoriin ¢oklu klonlama bolgesinde icerdigi kesim enzimlerinden lipaz dizisini
kesmeyenler secilmis ve bu diziler eklenerek LENSF2 ve LER2 primerleri
tasarlanmistir (Tablo 2.7). Kpnl enzim kesim bolgesi LENSF2 ileri primerin 5’ ucuna,
Notl enzim kesim boélgesi ise geri primerin 5’ ucuna eklenmistir. Ayrica ileri primer

tasarlanirken lipaz dizisinin kendi sinyal dizisini igcermeyecek sekilde

tasarlanmistir.

Tablo 2.7 pPICZaA vektortii ile ekspresyon i¢in yeni primerler

LENSF2 GGTACCTCAATCCTCCTGCGAAAGTC
Kpnl

LER2 GCGGCCGCTGACCACCGCTAAGTGTT
Notl

Tam uzunlukta elde edildigi dogrulanan cDNA klonu kalip olarak kullanilarak PZR
reaksiyonu kuruldu. 200 pl'lik PZR tiipt igerisinde, 1 ul lipaz cDNA, 5X MyFi
Reaksiyon Tamponu, LENSF2 ileri primeri (0,2 uM) ve LER geri primeri(0,2 pM), 2
U MyFi DNA Polimeraz enzimi ve H20 koyulup 50 pl'ye tamamlandi.
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PZR triinleri agaroz jelden kesilerek Biomatik Spinclean Jel DNA Ekstraksiyon Kiti
protokoliine gore izole edildi. Ligasyon ve transformasyon islemleri yukarida

anlatildig1 gibi gerceklestirildi. Pozitif koloniler se¢ilip plazmit izolasyonu yapildi.

Elde edilen plazmitler EcoRl ile kesildikten sonra pozitif goriinen plazmitler Triogen
firmasina dizin analizine gonderildi. P6 ve P8 olarak adlandirilan cDNA’larin dizin
analizi sonuglar1 BLAST analizleri ve daha 6nce elde edilen tam uzunluktaki DNA

dizisi ile karsilastirilarak lipaza ait oldugu dogrulandu.

2.11.2 Lipaz cDNA’sinin pPICZaA Vektoriine Aktarilmasi ve E.col/de Cogaltilmasi

2 ug pPICZaA vektorii ve 0,75 pg P8 cDNA’s1 Kpnl ve Notl kesim enzimleri ile kesildi.
Promega Ligaz enzimi kullanilarak vektor ve cDNA'nin ligasyonlar: gergeklestirildi.
Rekombinant plazmit Pichia pastoris'e aktarilmadan 6nce E.coli DH5«a hiicrelerine

daha dnce anlatildig: sartlarda transformasyonla aktarilarak ¢ogaltildu.

Pozitif kolonilerden biri secilerek plazmit izolasyonu icin 25 pg/ml Zeocin iceren 10
ml LB besi yerinde 37 °C’'de 220 RPM hizda 16 saat buyiitildii. Plazmit izolasyonu
Roche High Pure Plasmid Izolasyon Kiti Kullanim Kilavuzunda énerilen bicimde
yapildi. izole edilen plazmit Sacl ve Xbal enzimleri ile kesilerek insertiin istenilen

yonde aktarildig1 dogrulandu.

2.11.3 Pichia pastoris X33 Hiicrelerinin Kompetent Hale Getirilmesi

Invitrogen Pichia EasyComp™ Transformation Kit protokolii uygulanarak Pichia
pastoris X33 susu hiicreleri kompetent hale getirildi. YPD-Agar besi yerinde
biiytitiilen kolonilerden bir tanesi secilerek 10 ml YPD besi yerine ekildi ve 28°C’de
gece boyu biyiitiildi. Kiltiir OD’si 0,1-0,2 arasinda olacak sekilde 10 ml YPD besi
yerinde seyreltildi ve OD 0,6- 1 arasina gelene kadar 4-6 saat biyiitiildii. Hiicreler
500 xg'de 5 dakika santrifiij edildi. Pellet 10 ml Soltisyon 1’de ¢6zildii ve tekrar 500
xg'de 5 dakika santrifiij edildi. Pellet 1 ml Soltisyon 1'de ¢6ziilerek 50 mikrolitre
ependorf tiiplere paylastirildi. Tiipler kagit havlulara sarilarak -80°C’ye kaldirildu.
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2.11.4 Plazmitlerin Pichia pastoris X33 Hiicrelerine Kimyasal Yolla

Transformasyonu

Lineer DNA, Pichia pastoris genomunda homoloji gosterdigi bolge ile homolog
rekombinasyon yaparak kararli transformantlar olusturabilir. Gen insersiyonu,
vektorin AOX1 promotoru ya da AOX1 TT (Transkripisiyon Sonlandirma)
bolgelerinden biriyle Pichia’nin AOX1 lokusu arasinda olur. Bu sayede vektoriin bir
veya daha fazla kopyas1 AOX1 geninin yukar1 bélgesi veya asag1 bolgesine entegre

olur.

X33 hiicrelerine transformasyon icin 2 pg rekombinant vektér Sacl enzimi ile
kesilerek lineerize edildi. Kit protokoliine uygun olarak 50 pL X33 hiicresi ile lineer
vektor karistirilarak 1 ml Soliisyon 2 eklendi. Karisim 30°C’de 1 saat boyunca 15
dakikada bir vortekslenerek inkiibe edildi. Hiicrelere 10 dakika 42°C’de 1s1 soku
verildi. Karisim iki tlipe boéliinerek tizerine 1ml YPD besiyeri eklendi ve 1 saat
30°C’de Zeocin direnci gelismesi icin inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras: hiicreler
3000xg’'de 5 dakika santrifiij edildi. Ust siv1 uzaklastirilarak hiicreler 500 pL
Soliisyon 3 i¢inde ¢oziinduriildii ve iki tiip birlestirildi. Hiicreler tekrar 3000xg’de 5
dakika santriftij edildi ve siv1 uzaklastirildi. Son olarak hiicreler 150 pL Soliisyon 3
icerisinde ¢ozlndiiriilerek 100 pg /ml Zeocin iceren YPDS-Agar besiyerine ekildi.
Petri 28°C’de 3 giin boyunca inkiibe edildi.

2.11.5 X33 Kolonilerinin Taranmasi

Aktarilan DNA’'nin Ppastoris genomuna entegrasyonunun Kkontroli igin
kolonilerden genomik DNA izolasyonu yapilarak PZR ile tarandi. Genomik DNA
izolasyonu i¢in kolonilerinden steril tip ile alind1 ve 100 pl 200mM LiOAc %1 SDS
sollisyonu icerisine ¢6ziildii. 70°C’de 1s1 blogunda 5 dakika inkiibe edildi ve 300 pl
%96-100 etanol eklenerek otuz saniye vortekslendi. 15.000 x g'de 3 dakika boyunca
santrifiijlendi. Hiicre pelleti %70 etanol ile yikandi. 15.000 x g'de 3 dakika boyunca
santrifiijlendi. Hiicre pelleti %100 etanol ile yikandi. Daha sonra 100 pl H,0
icerisinde pellet homojen hale getirildi. 15.000 x g’de 1 dakika santrifiijlenerek tist

faz PZR’da kullanilmak tizere ayrildu.
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Genomik DNA'nin 1 pl’si kalip olarak kullanilarak PZR yapildi. 2x Qiagen PZR Mix,
ileri primer 5’A0X1 (0,5 pg/ul) ve geri primer 3’A0X1 (0,5 pg/ul) koyulup 25 pl’'ye
su ile tamamlandi. PZR reaksiyonlar1 95 °C’de 3 dakika denatiire edildikten sonra,
95 °C’'de 40 saniye denatiirasyon, 59 °C’de 40 saniye primer baglanmasi ve 72 °C’de
1 dakika uzama asamalar1 35 kez tekrarlandi. 72 °C ‘de 10 dk son uzama yapilarak,
ornekler buz tizerine alinip (-20) °C de saklandi. Daha sonra PZR iirtinleri agaroz jel

yuritilerek goriintilendi.

2.11.6 Tribiitirin Petri Deneyi ile Kolonilerinde Aktivite Taranmasi

Kolonilerde aktivite taramasi yapilarak daha yiiksek aktiviteye sahip koloniler
belirlenmesi i¢in tribiitirin petri deneyi yapildi. Minimal metanol tribiitirin besiyeri
%1,34 YNB, %1 tribitirin, %1,5 agar ve %1 metanol icerecek sekilde hazirlandi.
Pozitif 11 koloni ve insert icermeyen X-33 kolonileri tribiitirin-agar petrilerine
spotlama yoluyla ekildi. 24 saatte bir metanol %1 olacak sekilde petri kapagina
eklenerek 48 saat 28°C’de buyiitiildii. Kolonilerin etrafinda olusan seffaf bolgenin

biiytikliigiine gore aktivitesi fazla olan koloniler secildi.

2.12 Zeytin Lipaz cDNA’sinin P, pastoris'te Kiigiik Olgekli Ekspresyonu

Pozitif 11 koloni ve insert icermeyen P. pastoris X-33 kolonileri 10 ml BMGY
besiyerine asilandi. Kiiltiirler 28°C ve 250 rpm’de bir gece boyunca inkiibe edildi.
Biiytitiilen 6nkiltiir, OD 600 nm’de 6l¢iilen absorbansi 1 olacak sekilde 10 ml BMMY
iceren iki adet besiyerine asilanmistir. Ekspresyonun indiiklenmesi amaciyla her 24
saatte bir % 1 metanol ilavesi yapilmistir. 72. Saat sonunda ekspresyon durduruldu
ve hiicreler 12000 xg’'de ¢oktiriildi. Ekstraseliiler sivi temiz falcon tiiplere alinarak

-80°C’de donduruldu.

11 koloniye ait ekstraseliiler sividaki proteinler %80 amonyum asetat ile 1 saat 4
C'de inkiibe edilerek coktiiriildii. Protein pelleti, 200 pl 50 mM’lik potasyum

tamponu icerisinde ¢ozildii.
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2.12.1 SDS-PAGE Analizi

Tampon igerisindeki O6rnekler SDS-PAGE jeline ytliklenmek tlizere 4X yiikleme
tamponu ile karistirtlip 5 dk kaynatilarak proteinlerin denatiire edilmesi saglandi.
%12’lik ayirici jel ve % 5’lik ylikleme jeli seklinde hazirlanan jele 6rnekler ytklendi.
Elektroforez islemi 6rnekler ayirma jeline ulasana kadar 80 V, sonrasinda boya
jelden c¢ikana kadar 160 V’'ta yiritiildi. Jel, boyama soliisyonunda gece boyu
calkalanarak boyandi. Jel yikama soliisyonunda 30 dk bekletilerek fazla boya

uzaklastirildi.

2.12.2 Enzim Aktivite Analizi

Lipaz aktivitesinin o6l¢limi i¢in substrat olarak pNPP kullanilarak Gupta vd.
tarafindan onerildigi sekilde yapildi [167]. pNPP 3 mg/ml olacak sekilde
izopropanol igerisinde ¢6zindiirildi ve 50 pl Triton-X eklendi. 0,1 mg/ml gum
arabik iceren 50 mM fosfat tamponu hazirlandi. pNPP ¢6zeltisi/tris ¢ozeltisi 1/10
oraninda karistirilarak reaksiyon tamponu olusturuldu. Protein ¢6zeltisi/reaksiyon
tamponu 1/10 oraninda karistirilarak 35 °C’de 30 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrasl 410 nm dalga boyunda OD’ler okundu. X33’ten elde edilen proteinler de

kontrol olarak kullanildi.

2.13 Zeytin Yaprak Lipazinin Pichia pastoriste Biiyiik Olgekte
Ekspresyonu

Enzim saflastirilmasi ve karakterizasyonu icin yiiksek hacimdeki besiyerlerinde
ekspresyon denemeleri yapildi. Aktivite testi sonucu koloniler icerisinde en ytiksek

aktivite gosterdigi icin secilen a1l kolonisi kullanilarak deneyler gergeklestirildi.

3 erlendeki 100 ml BMGY X33 hiicreleri ve a11 hiicreleri ile asilandi. Kiiltiirler 28°C
ve 250 rpm’de OD 600 nm’de 6l¢iilen absorbans1 OD 2’ye gelene kadar inkiibe edildi.
Biiytitillen onkdltirler 2500xg’de 5 dakika c¢oktiiriildii ve peletler OD 1 olacak
sekilde 200’er ml BMMY besiyerinde ¢oziindiiriildii. Ekspresyonun indiiklenmesi
icin her 24 saatte bir % 1 metanol eklendi. 72 saat sonunda inkiibasyon durduruldu
ve hiicreler 10000 xg’de ¢oktiiriildii. Ekstraseliiler sivi temiz falcon tiiplere alinarak

%80 amonyum siilfat ile ¢oktiirildii.
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2.13.1 Ultrafiltrasyon ile Amonyum Siilfatin Uzaklagtirilmasi

Proteinler ¢oktiiriildiikten sonra amonyum siilfatin ortamdan uzaklastirilmasi icin
ultrafiltrasyon yapildi. Proteinler 15 ml 50mM’lik potasyum fosfat tamponunda
¢ozuldi ve ultrafiltrasyon tiiplerine aktarildi. 4900 xg’de 40 dk merkezkac edilerek

alt sivi uzaklastirildi. Bu islem 3 kez tekrarlanarak amonyum stilfat uzaklastirildi.

2.13.2 Protein Saflagtirma

Protein saflastirma islemi, PICZa vektorii ile proteine eklenen His kuyrugundan
faydalanarak Invitrogen Ni-Agar kullanilarak yapildi. 250 pl Ni-Agar 600 pl steril
distile su ile yikandi ve 800 xg’de 1 dakika ¢oktiiriildii. Distile su uzaklastirilarak 600
ul baglanma tamponu ile 2 kez yikandi ve {ist sivi uzaklastirildi. Yaklasik 600 pl
protein ¢ozeltisi hazirlanan Ni-Agara eklendi ve buz lizerinde 30 dk calkalanarak
inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi 1 dakika 800 xg’de santrifiij edildi. Ust siv1 temiz
bir tiipe alinarak +4 °C’de saklandi. Ni-Agar tizerine 800 pl yikama tamponu eklendi
ve 1 dakika 800 xg’de santrifiij edildi. Ust siv1 temiz bir tiipe alind1. islem 2 kez daha
tekrarlandi. Yikamadan sonra Ni-Agar tizerine 150 pl eliisyon tamponu eklendi ve 1
dakika 800 xg’de santrifiij edildi. Ust siv1 temiz bir tiipe alindi. islem 3 kez daha
tekrarlandi. Ayrilan tiim 6rnekler ve eliisyonlar SDS-PAGE jele yiiklenerek incelendi.
Saflastirilan proteinin miktar1 Bradford yontemi ile belirlendi ve pNPP ile aktivite

testi yapilmistir.
2.14 Protein Ekspresyonunun Optimizasyonu

Aktivite analizleri icin daha yliksek miktarda enzimin iretilmesi amaciyla
ekspresyonun optimizasyonu icin farkli sartlarda denemeler yapilmistir. Bu
denemelerden birinde hiicreler 100 ml BMGY 6n kiiltiirtinde OD yaklasik 0,7’ye
gelinceye kadar 28°C’de 250 rpm’de biiyiitiildi. Kiiltiir ¢oktiriilerek pelet 100 ml
BMMY besiyerinde ¢o6zlndiiriildii. Besiyerine 100 pl steril zeytinyagi eklendi.
Metanol 12 saatte bir %0,25 olacak sekilde eklendi. Metanolle beraber metanol
agirhginin 1/5’i kadar maya o6ziti eklendi [168]. Kiiltlirler havalandirmay:
arttirmak icin 1 litrelik erlenlerde erlenin agz iki kat tiilbent ile kapatilarak
biiyiitiildii. Inkiibasyon 28°C’de 250 rpm’de 48 saat boyunca yapildi. Her 24 saatte
kiltir OD’leri kaydedildi.
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2.15 Aktivite Analizinin Optimizasyonu

pNPP aktivite analizi ile tutarli sonuclar alinamadigi icin zeytinyag ile titrasyon
yontemi farkli pH'larda denendi. 50 mI'lik erlende 1 ml 50mM Tris, 2,5 ml distile su,
3 ml zeytinyag: karistirilarak 20 pl protein ¢ozeltisinden eklendi. Karisim 30 dakika
35 °C’de bekletildi. Fenolftalein indikator olarak kullanilarak 0,1 M NaOH ile

titrasyon yapildi.
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3

Sonuc ve Oneriler

3.1 RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu yapildiktan sonra RNA’lar kalitesinin belirlenmesi i¢in

formaldehit agaroz jelde yiirtitiiliip gorintiilendi (Sekil 3.1).

M 1 2 3 4 5 6 7 8

bases

Sekil 3.1 RNA Formaldehit Jeli Goriintiisi

M: High Range RNA Ladder, 1. Stres verilmemis RNA 6rnegi, 2. Kontrol RNA 6rnegi,
3. 4 saat soguk stresi verilmis 6rnek RNA’s1, 4. 4 saat soguk stresi verilmis 6rnek
RNA’s}, 5. 6 saat soguk stresi verilmis 6rnek RNA’s}, 6. 6 saat soguk stresi verilmis
ornek RNA’sy, 7. 1 giin soguk stresi verilmis 6rnek RNA’si, 8. 1 giin soguk stresi
verilmis 6rnek RNA’s1

3.2 RNA Temizleme

Qiagen RNeasy Plant Mini Kit kullanilarak temizlenen RNA’lar formaldehit agaroz
jelde ytriitiilerek kontrol edildi (Sekil 3.2).
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bases

Sekil 3.2 RNA Formaldehit Jeli
M. RNA Ladder, 1. Stres verilmemis RNAsj, 2. 4 saat soguk stresi verilmis bitki
RNAsj, 3. 6 saat soguk stresi verilmis bitki RNAsi, 4. 1 giin soguk stresi verilmis
bitki RNAs1, 1 hafta soguk stresi verilmis bitki RNAs1

3.3 RACE Reaksiyonlari

3.3.1 3’ RACE Reaksiyonlari ve Plazmit izolasyonu

LEF1 ileri primeri ve Oligo dT geri primeri kullanilarak 55°C baglanma sicakliginda
kontrol ve 6 saat cDNA’s1 ile yapilan PZR sonucunda 1500-1600 bp civarinda iki bant
gozlemlenmistir (Sekil 3.3). LEF2 ve Oligo dT geri primeri kullanilarak yapilan
PZR’lar sonucu ise 1200-1300 bp civarinda iki bant gozlemlenmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3 3’'RACE PZR {iriinlerinin jel tizerinde goriintiisii
M. A Pstl Marker, 1. Stres verilmemis 6rnek LEF1 primeri ile, 2. Stres verilmemis
ornek LEF2 primeri ile, 3. 6 saat soguk stresi verilmis 6rnek LEF1 primeri ile, 4. 6
saat soguk stresi verilmis 6rnek LEF2 primeri ile PZR

Ozgiilliigii arttirmak icin LEF1 ve LEF2 primerleri kullanilarak PZR iiriiniin 1ul’si
kalip olarak kullanilarak ikinci bir PZR gerceklestirilmistir. Bu PZR iirtinleri de

agaroz jel iizerinde goruntiilendiginde ¢ok sayida bant gortilmistir (Sekil 3.4).

PZR irinleri, PZR saflastirma Kkiti ile saflastirildi. Saflastirilan PZR {riinlerinin
konsantrasyonlar1 KLEF1 (Stres verilmemis 6rnek LEF1 primeri) 42 ng/ul, KLEF2
(Stres verilmemis 6rnek LEF2) primeri 28 ng/ul, 6LEF1 (6 saat soguk stresi verilmis
ornek LEF1 primeri)28 ng/ul ve 6LEF2 (6 saat soguk stresi verilmis érnek LEF2
primeri) 56 ng/pl olarak belirlendi. Eliisyonlar ile ligasyon kurularak E.coliye

transformasyonu yapildi. Ancak pozitif koloni goriilmedi.
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Sekil 3.4 Ikincil PZR iiriinlerinin jel iizerinde goriintiisii
1. Stres verilmemis 6rnek LEF1 primeri ile, 2. Stres verilmemis 6rnek LEF2 primeri
ile, 3. 6 saat soguk stresi verilmis 6rnek LEF1 primeri ile, 4. 6 saat soguk stresi
verilmis 6rnek LEF2 primeri ile PZR, M. A Pstl Marker

KLEF1-1500bp bandi, KLEF2-1200 bandi, 6LEF1-1200 bandi jelden kesilerek
saflastirildi. Eliisyon konsantrasyonlari sirasi ile 10 ng, 50 ng, 20 ng olarak o6l¢tildii.

Eliisyonlar ile ligasyon kurularak £.coliye transformasyonu yapildi.

Pozitif oldugu koloni PZR ile belirlenen kolonilerden plazmit izolasyonu yapildi.
Plazmitler, EcoRI restriksiyon enzimi ile kesilerek insertii icerdigi dogrulandi (Sekil
3.5). Dizinin i¢inde EcoRI kesim boélgesi oldugu icin baz1 plazmitlerde c¢ift bant

gorildi.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

156 % Agarose

Sekil 3.5 Plazmit kesim jel goriintiisii
M. A Pstl Marker, 1. KLEF1 koloni 3, 2. KLEF1 koloni 4, 3. KLEF1 koloni 6, 4. 6LEF1
koloni 1, 5. 6LEF1 koloni 3, 6. 6LEF1 koloni 5, 7. 6LEF1 koloni 6, 8. KLEF2 koloni 8,
9. KLEF2 koloni 11, 10. KLEF2 koloni 17, 11. KLEF2 koloni 20, 12. KLEF2 koloni 22

3.3.2 Dizin Analizi Sonuglar ve Benzerlik Analizleri

Pozitif kolonilerden KLEF1-3, KLEF1-4 ve KLEF2-22 secilerek izole edilen
plazmitler dizin analizine gonderildi. Dizi analizi sonucunda Poli-A kuyrugu iceren
KLEF1-3 1392 bp uzunlugunda, KLEF1-4 1478 bp uzunlugunda ve KLEF2-22 1225
bp uzunlugunda dizi bilgileri elde edilmistir. Bu dizilerin BLAST analizleri
sonucunda en fazla susam, Erythranthe guttatus, patates ve diger bitkilerin triacil

gliserol lipaz dizilerine benzerlik gostermistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1 Dizi analizi sonuglari

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
XM 011089900.1 PREDICTED: Sesamum indicum triacylglycerol lip... 989 0.0
XM 011089901.1 PREDICTED: Sesamum indicum triacylglycerol lip... 906 0.0
XM 012981444.1 PREDICTED: Erythranthe guttatus triacylglycero... 870 0.0
XM 006339325.2 PREDICTED: Solanum tuberosum triacylglycerol 1... 839 0.0
XM 019378647.1 PREDICTED: Nicotiana attenuata triacylglycerol... 820 0.0
XM 019310866.1 PREDICTED: Ipomoea nil triacylglycerol lipase ... 807 0.0
XM 016606083.1 PREDICTED: Nicotiana tabacum triacylglycerol 1... 807 0.0
XM 009793276.1 PREDICTED: Nicotiana sylvestris triacylglycero... 807 0.0
XM 015203415.1 PREDICTED: Solanum pennellii triacylglycerol 1... 803 0.0
XM 004250606.3 PREDICTED: Solanum lycopersicum triacylglycero... 800 0.0
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AK320362.1 Solanum lycopersicum cDNA, clone: LEFL1008BEOl, HT... 800 0.0
XM 016700931.1 PREDICTED: Capsicum annuum triacylglycerol lip... 798 0.0
XM 016606085.1 PREDICTED: Nicotiana tabacum triacylglycerol 1... 751 0.0
XM 017374005.1 PREDICTED: Daucus carota subsp. sativus triacy... 735 0.0
XM 018972166.1 PREDICTED: Juglans regia triacylglycerol lipas... 697 0.0
XM 018972164.1 PREDICTED: Juglans regia triacylglycerol lipas... 697 0.0
XM 018972163.1 PREDICTED: Juglans regia triacylglycerol lipas... 697 0.0
XM 018972162.1 PREDICTED: Juglans regia triacylglycerol lipas... 697 0.0
XM 007199826.1 Prunus persica hypothetical protein (PRUPE ppa... 659 0.0
XM 008238161.2 PREDICTED: Prunus mume triacylglycerol lipase ... 655 0.0
XM 016037345.1 PREDICTED: Ziziphus jujuba triacylglycerol lip... 646 0.0

Elde edilen 3 dizi ClustalO programi ile hizalandiginda dizilerin biiyiik oranda

birbirine benzedigi goriilmiistir (Tablo 3.2).

Tablo 3.2 Hizalanmis diziler

K2 21 M ——mmm e
Kl 3 M cgttgaaagtggcgctcttaagtagtctcctcectgtceccgecgtgaagtccgecgaagact
K14 M cgttgaaagtggcgctcttaagtagtctcctcecctgteccgecgtgaagtccgecgaagact
K2 21 M —---— - - oo
Kl 3 M tcaacgataccttaaacctccggcaaaagtcacatgcagctggtctttgegectcaactca
K14 M tcaacgataccttaaacctccggcaaaagtcacatgtagctggtctttgecgectcaactca
K2 21 M ——--—m - - oo
Kl 3 M tcgaacctgctggtttceccttgectcagaacacaatgctcaaacaaaagatggatttgtac
K14 M tcgaacctgctggtttcccttgctcagaacacaatgctcaaacaaaagatggatttgtac
K2 21 M  ——————————— cgcgtgtcatctagttctggaaatctcagaagacaaaggggtcctccag
Kl 3 M tgggacttcaacgcgtgtcatctagttctggaattctcagaagacaaatgggccctectg
K14 M tgggacttcaacgcgtgtcatctagttctggaattctcagaagacaaatgggccctecccg

- AKAXAKAKAKRAKRAKRAKRAKARAKRAKNAKXN AAKXAAAAAKAAKANAKAK KAk *x Xk k**% *
K2 21 M ttctgcttattcatggactttttatggcaggtgatgcatggttcttggataacccaaatc
Kl 3 M ttctgcttatacatggacttttcatggcaggtgatgcgtggttcttggataccccaaatce
K14 M ttctgcttatacatggacttttcatggcaggtgatgcgtggttcttggataccccaaatce

- khkkhkkhkhkhkkhkkhkhhk hhkhkhkhkhkkhkkhkhhdx (hkhkhkkhkkhkhhkhrhkkhkhhkh k,khhrhkkhkkhkhhkhkhkk,kx *khkhkhkxkxk*k
K2 21 M agtccttggggtttatacttgcaaatcgtggttttgatgtctgggttggtaatgtgegtyg
Kl 3 M aatccttgggctttatccttgccaatcgtggttttgatgtctgggttggtaatgtgegtyg
K14 M aatccttgggctttatccttgccaatcgtggttttgatgtctgggttggtaatgtgecgtyg

- Kk kkhkkkhkkhkkhkkhkk Khhkkhkkhkk Khhkkhkkhkk Kkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhhkhkhkrkhkrkhkrkhkrkhkrkhkhkkkx
K2 21 M ggacacgctggtgtcatggccatgtatctttatcagagaaagatagggaattctgggatt
Kl 3 M ggacacgctggtgtcatggccatatatctttatcagagaaagataagaaattctgggatt
K14 M ggacacgctggtgtcatggccatatatctttatcagagaaagataagaaattctgggatt

- khkhkkhkhkhkhkkhkkhkhkhkhkhkkhkhkhrhkkhkkhkhhhkhk dhhhkkhkhhhkhhkkhhkhrhkhkkhkhkhrkhkkhk, *x *(khdhrkkhkhhkxkk*x
K2 21 M ggagctggcaggattatgctctttacgacgtgcgagaaatgattcgttatatatacacAG
Kl 3 M ggagttggcaggaatatgctctttacgatctccaagaaatgattcgttatgtatatacag
K14 M ggagttggcaggaatatgctctttacgatctccaagaaatgattcgttatgtatatacag

- *hkkhkk Khkkhkkhkhkhkkhk khAhkkkhkkhkhkkkkkkkkk * k khkkkhkkhkhkhkkkhkkhkhkhkhkkhkkhkk khkkhkk kkhkkk
K2 21 M TtacaaactcgagagtgttTGTCATtggacattctcagggaacaataatttctctggcectyg
Kl 3 M ttacaaactctagagtgtttgtcattggatattctcagggaacaatcatttctctggctg
K14 M ttachAaactctagagtgTttgtcattggataTtctcagggaacaatcatttctctggectg

- kkhkkhkkhkkhkkhhkkhkhk Khhkkhhkkhhkhhkhhkhhkhhkhhkkhk dhhkhhkhhkhhkrhkhhkhkhdx *hkrhkrhkrhrkxkx
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ccttaactcaaccagacatagtagagatggttggagcagctgcacttctttgtcctataa
cctttactgaaccagatacagtacaaacggttggagcagctgcgcttctttgtcctataa
cctttactgaaccagatacagtacaaatggttggagcagctgecgecttcTttgtcectataa

khkkk hhkk KAhkhkkhkhkkhkk Kk Akhkhkk kK kK KAAAKAAAAXAAAAA KA, KAk AAkI Ak Ak kA Ak A Ak k%K

catatttgaatcatatcactgctagattgcctcttagattagttaaaatgcaccttgatc
catatttgaatcatatgactgctcgattgcctcttagattagttaaaatgcatcttactce

cataTttgaatcatatgactgctcgattgcctcttagattagttaaaatgcatcttactc
khkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkkhkhk *hkhkhkhk *xhhhdhdhrhdhdrrhkrrkrrkrrxrxrxxx*x **x% * *

agatttttcttgcaatgggcattcatgaactcaatttcaaaagtgactggtgtactcgca
aggttttacttgcagtgggcattcatgaactcaatttcaaaagtgactggggtactcgca

aggttttacttgcagtgggcattcatgaactcaatttcaaaagtgactggggtactcgca
kk kkkhkk khhkkkhkkhkk KA AAIAAIA A A AKX A A A I XXX XA XXX dAxdAkdhkxhrhhr*x *rxrxrxrxkxkx*%

tcatggatatgatgtgcgacggacatgtagattgtggtgacttgctaacttctgttacag
tcatggaaatgatgtgcgacagacatgtagattgtggtgacttgctatcttctattacag
tcatggaaatgatgtgcgacagacatgtagattgtggtgacttgctatcttctattacag

KAKkAA*Kk KNAIAAAAAAKNAXAKA AAIAKAXAAIAA XA AN A AR A A A AN XA K  kAhkk Kk *hkk xk%

ggaagaattgttgcttcaatagctctcggatcgatttctatcttgaatacgaaccgecatce
ggaagaattgttgtttcaatagctctcggattgatttctatcttgaatatgaaccgcatc

ggaagaattgttgtttcaatagctctcggattgatttctatcttgaatatgaaccgecatce
kkhkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkk Kk hhkhkhkhkhhkhhkhkhkhhkhkhkkdkx *hhkhhkhhkrhkrhkrhkhxhrx*x *rxkxkrxkxrxkxkx*%

caacatctacaatgaatttgaatcacctctttcagatgatccgtgaaggtactttcgcga
catcatctacaaaaaatttgaatcatctctttcagatgatccgaaaaggtacttttgcga
catcatctacaaaaaatttgaatcatctctttcagatgatccgaaaaggtacttttgcga

Kk kkAkkkAkKk kKK KAk hkAkhkkkhkhkkk *hkhkhkhkk krAkhkkkhAkkhkhkkk k)% KAk Akkhkkkhkhkkk KAhKk*k

tgtacaaccatggaaggtggaaaaacatgtggcactatggccaactgaagccaccaaaat
agtacgactatggattttggaagaacttgaagcactacggccaactgaagccaccaaagt

agtacgactatggattttggaagaacttgaagcactacggccaactgaagccaccaagtt
*kkkk Kk kkkkk *kkkkk kkk kK KAkAKkAK*k KAAKRAAAAAAA A ARk XAk kK *

ttgatcttagccgaattcccagttceccttaccattatggatgggatatGgggggaaatgac
tcgatctaagccaaattcccagttcattaccattatggatggggtacgggg-gaagtgat

cgat-c-taagccaattcccagttcattaccattatggatggggtacgg---ggaatgat
* * K AKAKRAARAKARAKAAKR KA AkA kA kA kA AkAhAkrAhkrxkx **x k% * k kK%

gcgttagcagacattacagatttgcagcatactctcaaggaattacaatc-aagccagat
gccttagcagacgtcacagatttgcagcatactcccaagaaattacaatcaaagccagat

gccttagcagacgtcacagaTttgcagcatactctcaaggaattacaatcaaagccagat
kk hkhkkkkhkkhkhkhkk Kk hhkkhkkhkhkhkhkkhkkhkhkhkhkkhkkhkhkhkhkhkk, *hkkhkh *,hkhkkhkhkhkhkkhkhk *khkhkkhkhkkkk*k

ttgctctatcttgaaaattatggtcatctagatttccttgtgagcacgagatcaaaggaa
ttgctctatcttgaaaattatggtcatctagatttccttttaagcacaagagcaaaggaa
ttgctctatcttgaaaattatggtcatctagatttccttttaagcacaagagcaaaggaa

khkkhkkhkkhkkhkkhkhhkkhhkkhhkkhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhkrkx * *hkrkx *rxkx *rxkkkrk*x

gatgtttatgacaaaatgcttgcatttttcaactcactggaacacttagcggtagttact
gatgtttatgacaaaatgcttgcatttttcgattcattgggaacacacagcagtta--ct
gatgtttatgacaaaatgcttgcatttttcgattcattgggaacacacagcagtta--ct

AKhkkhkhkkhkhkhkkhkhkkh kA krhkkhkhkkhhkhkhrxkhkhkhrkkhhrk hk*x *x (k% ***x * * *

gattaactgcttggacgtgtgaactggacagcctcgatagtgttaaggaagaaaaaaaag
aaatgttgga---tcggggaggatcggagagtcttgatagtattaaggaagaaaatttta
aaatgttgga---tcggggaggatcggagagtcttgatagtattaaggaagaaaatttta

* % * *x ok Kk % kkk kk kk kkkkhkk khkkikkikkhkkkkkk

ttaaaatcttattcattatactttctaatattgtgtatcaaaaaatgcacataggggtaa

c————- tcttgttcact----———-——--——-- cttgaagtgaacttgcacataggggttg
c————- tcttgttcact----———-——--——-- cttgaagtgaacttgcacataggggttg
*hkk*x khkkk K * * * % * ok k ok ok ok ok ok ok kkkk




K2 21 M tgtaattgtctacttatcatctaaatttaccgtagtagttaatttaccatttaaatgtaa

Kl 3 M tatacttgtataattgtgtgtaaattgtacgcatt----atgtttatgatgtaaatataa
K14 M tatacttgtataattgtgtgtaaattgtacgcatt----atgtttatgatgtaaatataa

* kk kkkk kk kK X *k kK kK%K * Kk Kk Kk Kk kkhkkkk kkk
K2 21 M tttcatacttttgatggact--------———-------—
Kl 3 M tttcatattttccacggaaaaaaaag-——-———————-————————————————————————
K14 M tttcatattttccacggattacttattttcagcgtctgtacactagcattgtaaataact

*kkkkkk kkkx * ok ok Kk

K2 21 M = mmmmm oo
K1 3 Mmoo oo
K14 M ttataatggtaacactctgccacaaaaattttaattaatatcttaaagttct

3.4 5’RACE Reaksiyonlari

5’RACE reaksiyonlar icin KLEF1-3 dizi bilgisi kullanilarak dizinin i¢ kismindan
Primer3 Programi kullanilarak LRR1 geri primeri tasarlandi. Clontech Smarter
RACE Kkiti ile ilk zincir cDNA sentezlendikten sonra LRR1 primeri kullanilarak 2.6’da
anlatildig: sekilde PZR reaksiyonlar gerceklestirildi. PZR reaksiyonlar: agaroz jelde
yuritiilerek goriintiilendi (Sekil 3.6). Yaklasik 500 bp boyutunda bantlar

gozlemlendi.

bp

11501

Sekil 3.6 5’'RACE reaksiyonlarin jel iizerinde goriintiist.
M. A Pstl Marker, 1. Stres verilmemis LRR1 primeri ile, 2. 6 saat soguk stresi LRR1
primeri.
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PZR friinleri, Biobasic PZR Piirifikasyon Kiti ile saflastirllarak PGEMT Easy
vektorliine ligasyonu yapildi. Rekombinant plazmit E.coli DH5a kompetent
hiicrelerine transformasyon ile aktarildi. Pozitif koloniler koloni PZR ile tarandi ve
plazmit izolasyonu gergeklestirildi. Plazmitler EcoRI enzimi ile kesilerek insert

varlig1 dogruland: (Sekil 3.7).

bp
11501

Sekil 3.7 Plazmit kesimlerin agaroz jel tizerinde goriintiisii.

M. A Pstl Marker, 1. Kontrol LRR1 koloni 2, 2. Kontrol LRR1 koloni 3, 3. Kontrol
LRR1 koloni 4, 4. Kontrol LRR1 koloni 5, 5. Kontrol LRR1 koloni 17, 6. Kontrol
LRR1 koloni 18; 7. 6 saat koloni 6, 8. 6 saat koloni 8, 9. 6 saat koloni 9, 10. 6 saat
koloni 14.

3.4.1 5’RACE Dizin Analizi ve Benzerlik Analizi

Stres verilmemis LRR1 koloni 3 (K3) secilerek izole edilen plazmit dizi analizine
gonderildi. K3 dizisinin okunmasi ile 599 bp uzunlugunda bir dizi bilgisi elde

edilmistir (Tablo 3.4). Dizi ile BLASTn ve BLASTp benzerlik analizleri yapilmistir ve
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dizinin Solanum tirleri, Nicotiana tiirlerine ait lipaz dizilerine benzerlik gosterdigi

tespit edilmistir (Tablo 3.3).

Tablo 3.3 K3 dizisi ve BLASTn analizi sonuglar

>K3
ACATGGGGAAACGTGAAAACGGCAAAGCAAATCCACAAATTGTGGGGCGGATGAAATTAT
CTGATCATCCTACATTTAACTGCTGTTACTGAAACCGTTGGAGATCTTCCCGCGGTTCTT
ATCGGAAGACGATGGAGCTTGCGGCGGCACAGGCGGCGGTGATGATGTTTCTGTTAAGTA
GTCTCATCCTGTCCGCCGTGAAGGCCGCCGAAGACTTCGATGGCGCCTCAATCCTCCTGC
GAAAGTCACAGTCACCTGTAGCTGGGCTTTGCGCTCAACTCATCGAACCTTCTGGTTTCC
CTTGCTCAGAACACAAAACACAAACAAAAGGTGGATTCATACTGGGACTTCAGCGTGTGT
CATCTAGCTCTGGAAATCTCAGAAGACAAAGGGGTCCTCCAGTTCTGCTTATTCATGGAC
TTTTTATGGCAGGTGATGCATGGTTCTTGGATAACCCAAATCAGTCCTTGGGGTTTATAC
TTGCAAATCGTGATTTTGATGTCTGGGTTGGTAATGTGCGTGGGACACGCTGGTGTCATG
GCCATATATCTTTA

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value

gi|971536342 |ref|XM_006339325.2| PREDICTED: Solanum tuberosum... 275 le-69
gi|970063903 |ref|XM_015203415.1| PREDICTED: Solanum pennellii... 268 le-67
gi|225313218|dbj|AK320362.1| Solanum lycopersicum cDNA, clone... 266 5e-67
gi|1111054743 |ref|XM_019378648.1| PREDICTED: Nicotiana attenu... 264 2e-66
gi|1111054741 |ref|XM_019378647.1| PREDICTED: Nicotiana attenu... 264 2e-66
gi| 1104640579 |ref|XM_004250606.3| PREDICTED: Solanum lycopers... 260 2e-65

3.5 3’RACE ve 5’'RACE Reaksiyonlari ile Elde Edilen DNA Dizilerinin

Benzerlik Analizleri

3’RACE ve 5’'RACE reaksiyonlari ile elde edilen DNA dizileri Emboss Merger Online
araci kullanilarak hizalanmis ve 1554 bp’lik tek dizi olacak birlestirilmistir. Elde
edilen tam uzunluktaki bu dizi kullanilarak BLASTn ve BLASTp analizleri yapiimistir.
Blast analizleri, dizinin basta Sesamum indicum, Erythranthe guttatus, Solanum
tuberosum, Nicotiana attenuata gibi bitkilerin lipazlarina benzerlik gosterdigini ortaya

koymustur (Tablo 3.4).
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Tablo 3.4 Birlestirilmis DNA dizisi ve BLASTn analizi sonuglari

>contig-k13
ACATGGGGAAACGTGAAAACGGCAAAGCAAATCCACAAATTGAGGGGCGGATGAAATTAT
CTGATCATCCTACATTTAACTGCTGTTACTGAAACCGTTGGAGATCTTCCCGCGGTTCTT
ATCGGAAGACGATGGAGCTTGCGGCGGCACAGGCGGCGGTGATGATGTTTCTGTTAAGTA
GTCTCATCCTGTCCGCCGTGAAGGCCGCCGAAGACTTCGATGGCGCCTCAATCCTCCTGC
GAAAGTCACAGTCACATGTAGCTGGGCTTTGCGCTCAACTCATCGAACCTGCTGGTTTCC
CTTGCTCAGAACACAAAACACAAACAAAAGATGGATTCATACTGGGACTTCAACGCGTGT
CATCTAGCTCTGGAAATCTCAGAAGACAAAGGGGCCCTCCAGTTCTGCTTATACATGGAC
TTTTCATGGCAGGTGATGCATGGTTCTTGGATAACCCAAATCAATCCTTGGGCTTTATAC
TTGCAAATCGTGATTTTGATGTCTGGGTTGGTAATGTGCGTGGGACACGCTGGTGTCATG
GCCATATATCTTTATCAGAGAAAGATAAGAAATTCTGGGATTGGAGTTGGCAGGAATATG
CTCTTTACGATCTCCAAGAAATGATTCGTTATGTATATACAGTTACAAACTCTAGAGTGT
TTGTCATTGGATATTCTCAGGGAACAATCATTTCTCTGGCTGCCTTTACTGAACCAGATA
CAGTACAAATGGTTGGAGCAGCTGCGCTTCTTTGTCCTATAACATATTTGAATCATATGA
CTGCTCGATTGCCTCTTAGATTAGTTAAAATGCATCTTACTCAGGTTTTACTTGCAGTGG
GCATTCATGAACTCAATTTCAAAAGTGACTGGGGTACTCGCATCATGGAAATGATGTGCG
ACAGACATGTAGATTGTGGTGACTTGCTATCTTCTATTACAGGGAAGAATTGTTGTTTCA
ATAGCTCTCGGATTGATTTCTATCTTGAATATGAACCGCATCCATCATCTACAAAAAATT
TGAATCATCTCTTTCAGATGATCCGAAAAGGTACTTTTGCGAAGTACGACTATGGATTTT
GGAAGAACTTGAAGCACTACGGCCAACTGAAGCCACCAAAGTTCGATCTAAGCCAAATTC
CCAGTTCATTACCATTATGGATGGGGTACGGGGGAAGTGATGCCTTAGCAGACGTCACAG
ATTTGCAGCATACTCCCAAGAAATTACAATCAAAGCCAGATTTGCTCTATCTTGAAAATT
ATGGTCATCTAGATTTCCTTTTAAGCACAAGAGCAAAGGAAGATGTTTATGACAAAATGC
TTGCATTTTTCGATTCATTGGGAACACACAGCAGTTACTAAATGTTGGATCGGGGAGGAT
CGGAGAGTCTTGATAGTATTAAGGAAGAAAATTTTACTCTTGTTCACTCTTGAAGTGAAC
TTGCACATAGGGGTTGTATACTTGTATAATTGTGTGTAAATTGTACGCATTATGTTTATG
ATGTAAATATAATTTCATATTTTCCACGGAAAAAAAAGAAAAAAAAAAAAAAAA

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
XM 011089900.1 PREDICTED: Sesamum indicum triacylglycerol lip... 960 0.0
XM 011089901.1 PREDICTED: Sesamum indicum triacylglycerol lip... 877 0.0
XM 012981444.1 PREDICTED: Erythranthe guttatus triacylglycero... 857 0.0
XM 006339325.2 PREDICTED: Solanum tuberosum triacylglycerol 1... 830 0.0
XM 019378647.1 PREDICTED: Nicotiana attenuata triacylglycerol... 809 0.0
XM 015203415.1 PREDICTED: Solanum pennellii triacylglycerol 1... 798 0.0
XM 004250606.3 PREDICTED: Solanum lycopersicum triacylglycero... 796 0.0
XM 016606083.1 PREDICTED: Nicotiana tabacum triacylglycerol 1... 796 0.0
XM 009793276.1 PREDICTED: Nicotiana sylvestris triacylglycero... 796 0.0
AK320362.1 Solanum lycopersicum cDNA, clone: LEFL1008BEO1l, HT... 796 0.0
XM 016700931.1 PREDICTED: Capsicum annuum triacylglycerol lip... 792 0.0
XM 019310866.1 PREDICTED: Ipomoea nil triacylglycerol lipase ... 782 0.0
XM 016606085.1 PREDICTED: Nicotiana tabacum triacylglycerol 1... 742 0.0
XM 017374005.1 PREDICTED: Daucus carota subsp. sativus triacy... 722 0.0
XM 018972166.1 PREDICTED: Juglans regia triacylglycerol lipas... 706 0.0
XM 018972164.1 PREDICTED: Juglans regia triacylglycerol lipas... 706 0.0
XM 018972163.1 PREDICTED: Juglans regia triacylglycerol lipas... 706 0.0
XM 018972162.1 PREDICTED: Juglans regia triacylglycerol lipas... 706 0.0
XM 007199826.1 Prunus persica hypothetical protein (PRUPE ppa... 668 0.0
XM 008238161.2 PREDICTED: Prunus mume triacylglycerol lipase ... 664 0.0
XM 016037345.1 PREDICTED: Ziziphus jujuba triacylglycerol lip... 650 0.0
XM 019219139.1 PREDICTED: Vitis vinifera triacylglycerol lipa... 639 6e-179
XR 002029838.1 PREDICTED: Vitis vinifera triacylglycerol lipa... 639 6e-179
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Birlestirilen dizinin kodlayicit kisminin bulunmasi i¢in NCBI ORF Finder Programi
kullanilmistir. Program yardimiyla dizi icerisindeki baslangi¢c ve bitis kodonlari

bulunarak okuma ¢ercevesi ve kodladig1 aminoasit dizisi belirlemistir (Tablo 3.5).

Tablo 3.5 Birlestirilen dizinin kodlayici kismi ve amino asit dizisi.

>lcl|contig-k13:132-1361 ORF5 CDS
ATGGAGCTTGCGGCGGCACAGGCGGCGGTGATGATGTTTCTGTTAAGTAGTCTCATCCTGTCCGCCGTGA
AGGCCGCCGAAGACTTCGATGGCGCCTCAATCCTCCTGCGAAAGTCACAGTCACATGTAGCTGGGCTTTG
CGCTCAACTCATCGAACCTGCTGGTTTCCCTTGCTCAGAACACAAAACACAAACAAAAGATGGATTCATA
CTGGGACTTCAACGCGTGTCATCTAGCTCTGGAAATCTCAGAAGACAAAGGGGCCCTCCAGTTCTGCTTA
TACATGGACTTTTCATGGCAGGTGATGCATGGTTCTTGGATAACCCAAATCAATCCTTGGGCTTTATACT
TGCAAATCGTGATTTTGATGTCTGGGTTGGTAATGTGCGTGGGACACGCTGGTGTCATGGCCATATATCT
TTATCAGAGAAAGATAAGAAATTCTGGGATTGGAGTTGGCAGGAATATGCTCTTTACGATCTCCAAGAAA
TGATTCGTTATGTATATACAGTTACAAACTCTAGAGTGTTTGTCATTGGATATTCTCAGGGAACAATCAT
TTCTCTGGCTGCCTTTACTGAACCAGATACAGTACAAATGGTTGGAGCAGCTGCGCTTCTTTGTCCTATA
ACATATTTGAATCATATGACTGCTCGATTGCCTCTTAGATTAGTTAAAATGCATCTTACTCAGGTTTTAC
TTGCAGTGGGCATTCATGAACTCAATTTCAAAAGTGACTGGGGTACTCGCATCATGGAAATGATGTGCGA
CAGACATGTAGATTGTGGTGACTTGCTATCTTCTATTACAGGGAAGAATTGTTGTTTCAATAGCTCTCGG
ATTGATTTCTATCTTGAATATGAACCGCATCCATCATCTACAAAAAATTTGAATCATCTCTTTCAGATGA
TCCGAAAAGGTACTTTTGCGAAGTACGACTATGGATTTTGGAAGAACTTGAAGCACTACGGCCAACTGAA
GCCACCAAAGTTCGATCTAAGCCAAATTCCCAGTTCATTACCATTATGGATGGGGTACGGGGGAAGTGAT
GCCTTAGCAGACGTCACAGATTTGCAGCATACTCCCAAGAAATTACAATCAAAGCCAGATTTGCTCTATC
TTGAAAATTATGGTCATCTAGATTTCCTTTTAAGCACAAGAGCAAAGGAAGATGTTTATGACAAAATGCT
TGCATTTTTCGATTCATTGGGAACACACAGCAGTTACTAA

>1cl|ORF5 contig-k13:132:1361 unnamed protein product
MELAAAQAAVMMFLLSSLILSAVKAAEDFDGASILLRKSQSHVAGLCAQLIEPAGFPCSEHKTQTKDGET
LGLQRVSSSSGNLRRQRGPPVLLIHGLFMAGDAWFLDNPNQSLGFILANRDFDVWVGNVRGTRWCHGHIS
LSEKDKKEFWDWSWQEYALYDLOEMIRYVYTVTNSRVEVIGYSQGTIISLAAFTEPDTVOMVGAAALLCPI
TYLNHMTARLPLRLVKMHLTQVLLAVGIHELNFKSDWGTRIMEMMCDRHVDCGDLLSSITGKNCCENSSR
IDFYLEYEPHPSSTKNLNHLFOMIRKGTFAKYDYGEFWKNLKHYGQLKPPKFDLSQIPSSLPLWMGYGGSD
ALADVTDLQHTPKKLQSKPDLLYLENYGHLDFLLSTRAKEDVYDKMLAFFDSLGTHSSY

3.6 Tam Uzunluktaki cDNA’'nin Klonlanmasi

Tam uzunluktaki cDNA’nin biitiin halinde klonlanabilmesi i¢in birlestirilmis dizinin
5’ ucundan LFF1 ve LFF2 primeri tasarlanmistir. LFF2 primeri ve Oligo dT primeri
kullanilarak 2.8’de anlatildig1 sekilde ilk PZR yapildi ve agaroz jel iizerinde
goruntiilendi (Sekil 3.8). Jelde 1100bp civarinda bir bant gorildu.
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1.6 % Agarose

Sekil 3.8 PZR tiriinlerinin jel tizerinde goriintiisii.
M. Lambda Pstl Marker, 1. Kontrol LFF2 primeri ile PZR, 2. 4 saat LFF2 primeri ile
PZR.

Ozgiilliigii ve iriin konsantrasyonunu arttirmak icin PZR iiriinii kalip olarak
kullanilarak LFF1 primeri ile ikincil bir PZR yapildi. PZR'1n agaroz jelinde 1300bp
civarinda parlak bir bant, 3000bp ve 900 bp civari iki bant gézlemlendi (Sekil 3.9).
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18 % Agarose

Sekil 3.9 Ikincil PZR iiriinlerinin agaroz jel iizerinde goriintiisii.
M. Lambda Pstl Marker, 1. Kontrol LFF1 primeri ile PCR, 2. 4 saat LFF1 primeri ile
PZR.

Parlak olan banda ait PZR iirlinleri agaroz jelden kesilerek Biomatik Spinclean Jel
DNA Ekstraksiyon Kiti ile saflastirildi ve PGEMT Easy vektoriine aktarildi.
Rekombinant vektoriin kompetent DH5a hiicrelerine transformasyonu yapilarak

PZR ile koloniler tarandi (Sekil 3.10).
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15% Agarose

Sekil 3.10 Koloni PZR agaroz jel goriintiisii
M. Lambda Pstl Marker, 1. Stres verilmemis 6rnek LFF1 primeri ile koloni 1, 2.
Stres verilmemis 6rnek LFF1 primeri ile koloni 3, 3. 4 saat soguk stresi verilmis
LFF1 primeri ile koloni 4, 4. 4 saat soguk stresi verilmis LFF1 primeri ile koloni 5

Koloni PCR sonucunda pozitif goriinen koloniler secilerek bunlardan plazmit
izolasyonu yapildi. Plazmitlerin insert cDNA’y1 icerdigini dogrulamak i¢in plazmitler
EcoRI ve Pstl kesim enzimleri ile kesilip agaroz jel lizerinde kontrol edildi (Sekil

3.11). Pozitif goriinen 3 plazmit de dizin analizine gonderildi.
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1.5 % Agerose

Sekil 3.11 EcoRI ve Pstl enzimleri ile kesilen plazmitlerin agaroz jel goriintiisi
M. A Pstl Marker, 1. Stres verilmemis 6rnek LFF1 primeri ile plazmit 1, 2. Stres
verilmemis 6rnek LFF1 primeri ile plazmit 3, 3. 4 saat soguk stresi verilmis 6rnek
LFF1 primeri ile plazmit 8

3.7 Tam Uzunluktaki cDNA Dizisinin Biyoinformatik Analizleri

Dizi analizi sonucunda KLFF1-3 dizisinin 1561 bp uzunlugunda ve 4SLFF1-8
dizisinin 1546 bp uzunlugunda oldugu goriilmiistiir. iki dizinin hizalanmasi sonucu
birka¢ ntikleotidlik fark disinda ayni olduklar goriilmtstiir (Tablo 3.6). Bu farklilik

dizi okuma hatalarindan kaynaklaniyor olabilir.

Tablo 3.6 Tam uzunlukta klonlanan dizilerin hizalama analizi

K1-3: Stres verilmemis 6rnek LFF1 primeri ile koloni 3, 4S-8: 4 saat soguk stresi
verilmis 6rnek LFF1 primeri ile koloni 8'e ait dizi.

K1-3 cgattatggagcttgcggcggcacaggcggcggtgatgatgtttetgttaagtagtetca 60
4s-8  ----- ATGGAGCTTGCGGCGGCACAGGCGGCGGTGATGATGTTTCTGTTAAGTAGTCTCA 55
KA KA KA KA A KA A A KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A A AR A AR AR A AR A KK
K1-3 tcctgtccgecgtgaaggccgecgaagacttcgatggegectcaatectectgegaaagt 120
45-8 TCCTGTCCGCCGTGAAGGCCGCCGAAGACTTCGATGGCGCCTCAATCCTCCTGCGAAAGT 115
Rk kb kb b bk b b b b b e b h b ek bk kb kb ik h h h I Ik R I R Ik ki dh 3k bk b b b kb b
K1-3 cacagtcacctgtagctgggctttgcgctcaactcatcgaaccttectggtttecettget 180
45-8 CACAGTCACCCGTAGCTGGGCTTTGCGCTCAACTCATCGAACCTTCTGGTTTCCCTTGCT 175
Rk ki ko S b b kb b b b b b kb kb bk kb ki kS Ik R R R Ik kb ki ke kb kb bk ik b
K1-3 cagaacacaaaacacaaacaaaagatggattcatactgggacttcagcgtgtgtcatcta 240
45-8 CAGAACACAAAACACAAACAAAAGATGGATTCATACTGGGACTTCAGCGTGTGTCATCTA 235
Rk ke h kb kb b bk b b b b b bk bk b bk kb kb bk kb b b e kR R Rk ke dh kb ke kb b
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K1-3
45-8

K1-3
45-8

K1-3
45-8

K1-3
45-8

K1-3
45-8

K1-3
45-8

gctctggaaatctcagaagacaaaggggtcctccagttcetgettattcatggacttttta
GCTCTGGAAATCTCAGAAGACAAAGGGGTCCTCCAGTTCTGCTTATTCATGGACTTTTTA

R R R R R R R R R I R I E R I S E b b E b b E E dh b b b b b b b b b i i

tggcaggtgatgcatggttcttggataacccaaatcagteccttggggtttatacttgecaa
TGGCAGGTGATGCATGGTTCTTGGATAACCCAAATCAGTCCTTGGGGTTTATACTTGCAA

R R R R R R R b R R I R I I R R S E b b b b E E E b b b b b b b b i i

atcgtgattttgatgtctgggttggtaatgtgegtgggacacgctggtgtcatggecatyg
ATCGTGATTTTGATGTCTGGGTTGGTAATGTGCGTGGGACACGCTGGTGTCATGGCCATG

R R R R R R R R R I R I I h R E I h h E h b I b E E E b b b b b b b 3 i i

tatctttatcagagaaagatagggaattctgggattggagectggcaggattatgetettt
TATCTTTATCAGAGAAAGATAGGGAATTCTGGGATTGGAGCTGGCAGGATTATGCTCTTT

R R R R R R R R R R I R R I R I h h E b E b b E E b b b b b b b b b b i i

acgatgtgcgagaaatgattcgttatatatacacagttacaaactcgagagtgtttgtca
ACGATGTGCGAGAAATGATTCGTTATATATACACAGTTACAAACTCGAGAGTGTTTGTCA

R R R R R R R R R R R R R R I R R R R I

ttggacattctcagggaacaataatttctctggctgecttaactcaaccagacatagtag
TTGGACATTCTCAGGGAACAATAATTTCTCTGGCTGCCTTAACTCAACCAGACATAGTAG

R R R R R R R R R i R R R R I R R R R Rk I i

agatgGTtggagcagctgcacttctttgtectathacatatttgaatcatatcactgeta
AGATGGTTGGAGCAGCTGCACTTCTTTGTCCTATAACATATTTGAATCATATCACTGCTA

R R R R R R R R R R R R R R R R R

gattgcctcttagattagttaaaatgcaccttgatcaggtttttettgcaatgggecatte
GATTACCTCTTAGATTAGTTAAAATGCACCTTGATCAGGTTTTTCTTGCAATGGGCATTC

R I R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R I

atgaactcaattccaaaagtgactggtgtactcgcatcatggatatgatgtgcgacggac
ATGAACTCAATTTCAAAAGTGACTGGTGTACTCGCATCATGGATATGATGTGCGACGGAC

R R R R R R I R R R R R R R R R I R R R R R R i

atgtagattgtggtgacttgctaacttctgttacagggaagaattgttgcttcaataget
ATGTAGATTGTGGTGACTTGCTAACTTCTGTTATAGGGAAGAATTGTTGCTTCAATAGCT

R R R R R R R R R R R R R R R S R R R R

ctcggatcgatttctatcttgaatacgaaccgcatccaacatctacaatgaatttgaatce
CTCGGATCGATTTCTATCTTGAATACGAACCGCATCCAACATCTACAATGAATTTGAATC

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

atctctttcagatgatccgtgaaggtactttcgecgatgtacaaccatggaaggtggaaaa
ATCTCTTTCAGATGATCCGTGAAGGTACTTTCGCGATGTACAACCATGGAAGGTGGAAAA

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

acatgtggcactatgtccaactgaagccaccaaaatttgatcttagccgaattcccagtt
ACATGTGGCACTATGGCCAACTGAAGCCACCAAAATTTGATCTTAGCCGAATTCCCAGTT

KAKXKKKAKAKAKAKAKAKAKAAX A A AR A A AR A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR AR AR AR KRR KK KK

ccttaccattatggatgggatatgggggaaatgacgcgttagcagacattacagatttge
CCTTACCATTATGGAGGGGATATGGGGGAAATGACGCGTTAGCAGACATTACAGATTTGC

KAKXKKAKAKAKAKAKAKAKAKAAKX A A A AR AR A A A A A A A A A A A A A A KA A A A A A AR A AR AR AR AR KA KN R KKK

agcatactctcaaggaattacgatcaaagccagatttgctctatcttgaaaattatggte
AGCATACTCTCAAGGAATTACGATCAAAGCCAGATTTGCTCTATCTTGAAAATTATGGTC

R IRk kb bk b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b i

atctagatttccttgtgagcacgagatcaaaggaagatgtttatgacaaaatgcttgeat
ATCTAGATTTCCTTGTGAGCACGAGATCAAAGGAAGATGTTTATGACAAAATGCTTGCAT

ER R IE kb kb b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b g

ttttcaactcactggaacacttagcggtggtcactgattaactgettggacgggtgaact
TTTTCAACTCACTGGAACACTTAGCGGTGGTCACTGATTAACTGCTTGGACGGGTGAACT

R Rk kb b b b b b b b b b S S b R R S b I R R R S

ggacagcctcgatagtgttaaggaagaaaaaaaaaattaaaatcttattcattatacttt
GGACAGCCTCGATAGTGTTAAGGAAGAAAAAAAAAATTAAAATCTTATTCATTATACTTT

R R Ik kb kb b b b b b b b b b b b b b b b b b b bk b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b i

300
295

360
355

420
415

480
475

540
535

600
595

660
655

720
715

780
775

840
835

900
895

960
955

1020
1015

1080
1075

1140
1135

1200
1195

1260
1255

1320
1315
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K1-3 ctaatattgtgtatcaaaaaatgcacataggggtaatgtagttgtctacttatcatctaa
45-8 CTAATATTGTGTAACAAAAAATGCACATAGGGGTAATGTAGTTGTCTACTTATCATCTAA
LR EEE SRR SR SRR SRR SRS EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRR EEEEEE
K1-3 atttaccgtagtagttaatttaccatttaaatgtaatttcatacttttgatggactactt
45-8 ATTTACCGTAGTAGTTAATTTACCATTTAAATGTAATTTCATACTTTTGGTGGACTACTT
LR EEE SRR SR SRS SRS EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRS SRS EE ISR
K1-3 gttgctcagtgtctctacacgagtattgtaaataactttataatggtaatggattatcac
45-8 GTTGCTCAGTGTCTCTACACGAGTATTGTAAATAACTTTATAATGGTAATGGATTATCAC
IR EEE SRR SR SRS EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEESEEEEEEEE]
K1-3 caaatttcaataaagtatttgaaagtttttgtttcaaaaaaaaagaaaaaaaaaaaaaaa
45-8 CAAATTTCAATAAAGTATTTGAAAGTTTTTGTTTTAAAAAAAAAAAAAAAA - ————————
LR EEE SR EEE S EEEE SR EEEEEEEE SRR SR SRS ISR S
K1-3 a 1561
45-8 - 1546

1380
1375

1440
1435

1500
1495

1560
1546

Tam uzunluktaki cDNA'nin okuma ¢ergevesi 1236 bp uzunlugundadir ve 412 amino
asitlik bir kod icermektedir (Tablo 3.7). Dizi niikleotid bilgisi MG663218.2 ve amino
asit dizisi AZP23792.2 erisim numarasi ile NCBI veritabanlarina giris yapilmistir.
Olea europaea var. europaea yaprak lipazina ait niikleotid dizisi Kasim 2017 NCBI
veri tabanina girisi yapilan Olea europaea var. sylvestris triagil gliserol lipaz 1’in li¢

transkript varyantina %84,67-89,41 benzerlik gostermektedir [150]. En fazla

transkript varyant X3’e benzemektedir.

Tablo 3.7 Tam uzunlukta klonlanan dizinin okuma ¢ergevesi

ATGGAGCTTGCGGCGGCACAGGCGGCGGTGATGATGTTTCTGTTAAGTAGTCTCATCCTG
M E L A A A Q A AV MMU FIULIULS S L I L

TCCGCCGTGAAGGCCGCCGAAGACTTCGATGGCGCCTCAATCCTCCTGCGAAAGTCACAG
S A vV XK A A EDVF D G A S I L L R K S Q

TCACCCGTAGCTGGGCTTTGCGCTCAACTCATCGAACCTTCTGGTTTCCCTTGCTCAGAA
s P VvV A G L CA QL I E P S G F P C S E

CACAAAACACAAACAAAAGATGGATTCATACTGGGACTTCAGCGTGTGTCATCTAGCTCT
H K T Q T K D GG F I L 6 L. Q R V S s s s

GGAAATCTCAGAAGACAAAGGGGTCCTCCAGTTCTGCTTATTCATGGACTTTTTATGGCA
G N L R R QR G P P V L L I HG L F M A

GGTGATGCATGGTTCTTGGATAACCCAAATCAGTCCTTGGGGTTTATACTTGCAAATCGT
G DA WU F L DNUZPNIGQS L G F I L A N R

GATTTTGATGTCTGGGTTGGTAATGTGCGTGGGACACGCTGGTGTCATGGCCATGTATCT
D F D VWV GNV R GTRWCHGH V S

TTATCAGAGAAAGATAGGGAATTCTGGGATTGGAGCTGGCAGGATTATGCTCTTTACGAT
L S E K D R EF WDWS W Q D Y A L Y D

GTGCGAGAAATGATTCGTTATATATACACAGTTACAAACTCGAGAGTGTTTGTCATTGGA
vV R EM IR Y I ¥ T V T N S R V F V I G
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CATTCTCAGGGAACAATAATTTCTCTGGCTGCCTTAACTCAACCAGACATAGTAGAGATG 600
H S Q 6 T I I s L A A L T Q P D I V E M

GTTGGAGCAGCTGCACTTCTTTGTCCTATAACATATTTGAATCATATCACTGCTAGATTA 660
vV G A A AL LCUPTI T YL NUHTITA ATRL

CCTCTTAGATTAGTTAAAATGCACCTTGATCAGGTTTTTCTTGCAATGGGCATTCATGAA 720
P L R L VK M HULD QV F L A M G I HE

CTCAATTTCAAAAGTGACTGGTGTACTCGCATCATGGATATGATGTGCGACGGACATGTA 780
L N F K S bDbwOCTW RTIMDMMMTCGCUDGH V

GATTGTGGTGACTTGCTAACTTCTGTTATAGGGAAGAATTGTTGCTTCAATAGCTCTCGG 840
D C G DL L T S VI G KN CTCU FN S S R

ATCGATTTCTATCTTGAATACGAACCGCATCCAACATCTACAATGAATTTGAATCATCTC 900
I D F Y L E Y E P HUP T S TMNTULNH L

TTTCAGATGATCCGTGAAGGTACTTTCGCGATGTACAACCATGGAAGGTGGAAAAACATG 960
F Q M I R E G T F A M Y N H G R W KN M

TGGCACTATGGCCAACTGAAGCCACCAAAATTTGATCTTAGCCGAATTCCCAGTTCCTTA 1020
W H Y G Q L K P P K F DL S R I P S S L

CCATTATGGAGGGGATATGGGGGAAATGACGCGTTAGCAGACATTACAGATTTGCAGCAT 1080
P L W R G Y G G NIDAULADTITTDUL Q H

ACTCTCAAGGAATTACGATCAAAGCCAGATTTGCTCTATCTTGAAAATTATGGTCATCTA 1140
T L K E L R S K P DL L Y L E N Y G H L

GATTTCCTTGTGAGCACGAGATCAAAGGAAGATGTTTATGACAAAATGCTTGCATTTTTC 1200
D F L vs T R S K ED YV Y D KMTUL A F F

AACTCACTGGAACACTTAGCGGTGGTCACTGATTA 1236
N S L E H L A V VvV T D *

Lipazlar tasidiklar1 korunmus diziye gore GXSXG ve GDSL lipazlari olmak tizere ikiye

ayrilir [24], [25]. Zeytin yaprak lipazinin tasidigi GHSQG motifi nedeni ile GXSXG

lipaz ailesine dahil oldugu goriilmustiir (Sekil 3.12). Bu pentapetidin ortasinda

bulunan Serin-182 katalitik tg¢liiden biridir. Histidin-379 ve Aspartik asit-350

katalitik ti¢liinilin diger liyeleridir.
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1HLG:A|PDBID | CHAIN | SEQUENCE
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o9 n4 ns «lo
; 200000
250

ATE|V@SREMLNL L@SNAME I IIC[EF DISKNFRITER LDV
LATEVESREMLNLL@SNAME I IICEF DISKNEFRITEIR LDV

NCCFRSEJR IDF
NCCFRANKIEY
INCCFNNBJR ID|Y
NCCFRNBR VD(F
NCCLWTERMDIL

P ERqN)IL)sRA T WA MD
E NR4GEIL|SBRT. V|S TR
EDR4GEI L3IV LGS S
ENP4GEIT|INT 1S VNAKE DY DNM IR|F FRS
RNF4GEITRAT LIS VKAKEDMY|TQM ID|F F[RP
ENP4GEITIIYTL LISERAKE D\YFINHM IGE FIR S

Sekil 3.12 Hizalanmis lipaz dizileri ve Espiript programi ile tahmin edilen ikincil

yapilar

Katalitik tigltideki Ser-182 siyak kare ile isaretli, His-379 ve Asp-350 mavi kare
isaretli. (NP_179126.2 Arabidopsis thaliana, XP_002268406.1 Vitis vinifera,
XP_021892391.1 Carica papaya, XP_002518667.1 Ricinus communis)

3.8 Filogenetik Analiz

Filogenetik aga¢, NCBI veritabanindan alinan 25 aminoasit dizisi ile olusturulmustur

(Sekil 3.13). En yakin akraba olan lipazlar yabani zeytine ait lipaz 1 varyantlaridir.

Bunlarin Gemlik kiiltivar1 yaprak lipazina benzerligi %98,05-85,19 arasinda

degismektedir. Bir yag bitkisi olan susama ait lipaz 1 izoformlari zeytin lipazina en

yakin akraba olan lipazlardir. Bunlarin benzerligi %74,75-72,48 arasindadir. Diger

yakin bir akraba Dorcoceras hygrometricum lipaz 1 proteinidir. Zeytin yaprak

lipazinin Carica papaya ve Brassica napus lipazlarina da akrabalk gosterdigi

gorilmektedir.
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wP 0228596139.1 triacylglycerol lipase 1-like isoform X1 Olea europaea var. sylvestris

100
ﬂEXP 0228961401 triacylglycerol lipase 1-like isoform 2 Olea europaea var. sylvestris
Olea europaea var. europaea triacylglycerol lipase (o
——
100

a4

KZw22187 1 triacylglycerol lipase 1-like Dorcoceras hygrometricum

98 WP 011088202.1 triacylglyceral lipase 1 isoform X1 Sesamurn indicum

#P 0110882031 triacylglyceral lipase 1 isoform X2 Sesamurn indicum
97

PHT33768.1 Triacylglycerol lipase 1 Capsicumn baccatum

WP 023732408.1 triacylglyceral lipase 1 Lactuca sativa
100 L— %P 024979915.1 triacylglyceral lipase 1 Cynara cardunculus var. scolymus

gz

— POE4BS61.1 triacylglycerol lipase 1 Quercus suber
a7 L %P 024021284.1 triacylglycerol lipase 1 Morus notabilis
WP 0244642061 triacylglyceral lipase 1 Populus trichocarpa

39

#P 0120759651 triacylglyceral lipase 1 isoform X1 Jatropha curcas

99

= ®P 021B658198.1 triacylglycerol lipase 1-like isoform X1 Hevea brasiliensis

AP 021678599.1 tnacylglyceral lipase 1-like Hevea brasiliensis
P 0216188841 triacylglyceral lipase 1 isoform X1 Manihot esculenta

= #P 0064095841 triacylglyceral lipase 1 Eutrema salsugineum

#P 013705814.1 triacylglyceral lipase 1 isoform X1 Brassica napus

e —
——————————————— ¥P 021892391.1 triacylglycerol lipase 1 Carica papaya

79
100 #P 0136538841 triacylglycerol lipase 1-like Brassica napus
100

#P O0B422918.1 triacylglyceral lipase 1 isoform X2 Citrus clementina

%

#P 0054862961 triacylglyceral lipase 1 isoform 2 Citrus sinensis
45 P 0227634541 triacylglyceral lipase 1 isoform 2 Durio zibethinus

100 HP 0212787201 triacylglyceral lipase 1 Herrania umbratica
100 E0X98373.1 Lipase 1 isoform 2 Theobroma cacan

Sekil 3.13 MEGA7 programi ile olusturulan filogenetik agac
3.9 Zeytin Yaprak Lipazinin Soguk Stresinde Ekspresyon Diizeylerinin
Gergek Zamanli PZR ile Analizi

Lipazin, 10 gline kadar uygulanan soguk stresindeki ekspresyon profili Gergek
Zamanl PZR ile analiz edilmistir. Lipaz ekspresyon diizeylerinde ilk 4 saatte diisiis
goriilmektedir (Tablo 3.6). Ekspresyon diizeyinin altinci saatte artip 24 saat
sonunda tekrar diismiis oldugu goriilmektedir. Uzun vadede ise ekspresyon diizeyi

artarak stres oncesi seviyenin tizerine ¢ikmaktadir.
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Tablo 3.8 Zeytin yaprak lipazinin roélatif ekspresyon diizeyleri

1,6
2
S 14
>
b
c 1,2
o
(%]
]
= 1
<
w 018
o
=
= 0,6
N
s
= 0,4
£
£ 0,2
w
N
0
Stres 4 saat 6 saat 1gin 1 hafta 10 gin
verilmemis

3.10 Zeytin Yaprak Lipazimin Pichia pastoris'te EKspresyonu

3.10.1 Lipaz cDNA’sinin Ekspresyon Vektorleri ile Cogaltimi

Lipaz cDNA’s), enzim kesim boélgeleri iceren LENSF2 ve LER primerleri kullanilarak
2.11 boliimiinde anlatildig: sekilde PCR ile ¢cogaltilmistir. Sekil 3.14’te gorilen PCR

urunleri agaroz jelden kesilerek saflastirilmistir.
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Sekil 3.14 LENSF2 ve LER primerleri ile cogaltilan cDNA'nin agaroz jel iizerinde
goruntusu
M. APstl Marker, 1. LENSF2 ve LER primerleri ile cogaltilan PCR triini
Izole edilen cDNA'nin PGEMT Easy vektoriine ligasyonu yapilarak DH5a E.coli

hiicrelerine aktarildi. Koloniler koloni PCR ile tarandi ($Sekil 3.15).

Sekil 3.15 Koloni PCR jel goriintiisii.
M. A Pstl Marker, 1. Koloni 6, 2. Koloni 8, 3. Koloni 9.

Pozitif goriinen 6 ve 8 numarali kolonilerden plazmit izolasyonu gergeklestirildi.
Plazmitler ¢cDNA varligini dogrulamak icin EcoRI enzimi ile kesildi. Kesim
sonucunda istenilen cDNA’y1 tasidigl diisiiniilen plazmitler P6 ve P8 adiyla dizi

analizine gonderildi. P6 ve P8 dizilerinin lipaza ait oldugu dogrulandi. P6 dizisinde
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kesim bolgesinde mutasyon oldugu goruldii. P8'de ise herhangi bir ¢cergeve kaymasi

olmadig1 dogruland.

3.10.2 Lipaz cDNA’sinin pPICZaA Vektoriine Aktarilmasi ve E.col/de Cogaltilmasi

PGEMT Easy vektori igindeki lipaz cDNA’s1 Kpnl ve Notl enzimleri ile kesilerek jele
yuklendi. pPICZaA vektori de Kpnl ve Notl kesim enzimleri ile kesildi. cDNA ile
vektorin 5:1 oraninda ligasyonu yapildi. Rekombinant plazmit Pichia pastoris'e
aktarilmadan 6nce E. coli hiicrelerine aktarildi ve Zeocin igeren LB besiyerinde

biiyiitiildii. Secgilen koloniler PCR ile tarandi (Sekil 3.16).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Sekil 3.16 Koloni PCR iirlinlerinin jel tizerinde goriintiisi
M.Lambda Pstl Marker, Koloni 1 PCR, Koloni 2 PCR, Koloni 3 PCR, Koloni 4 PCR,
Koloni 5 PCR, Koloni 6 PCR, Koloni 7 PCR, Koloni 8 PCR, Koloni 9 PCR, Koloni 10
PCR, Koloni 11 PCR, Koloni 12 PCR, Koloni 13 PCR, Koloni 14 PCR, Koloni 15 PCR

3.10.3 Rekombinant pPICZaA Vektoriin Pichia pastoris’e Genomuna Entegrasyonu

Koloni PCR sonrasi se¢ilen 8 numarali koloniden plazmit izole edilerek Sacl enzimi
ile kesilerek lineerize edildi. Lineer plazmit kimyasal yontemle kompetent hale
getirilen P pastoris X33 hiicrelerine transformasyonla aktarildi. Transformasyon
sonucu aktarilan DNA'nmin P.pastoris genomuna entegrasyonunun kontrolii i¢in
kolonilerden genomik DNA izolasyonu yapilarak PCR ile tarand1 (Sekil 3.17). PCR
sonucunda P.pastoris'in kendi AOX1 genine ait yaklasik 2.2 kb’lik bir bant ve AOX1
promotorunun oniine eklenen lipaz cDNA’sinin olusturdugu yaklasik 1700 bp’lik

bant tiim kolonilerde goriilmiistir.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1.5 % Acarose

Sekil 3.17 Maya koloni PCR jel goriintiisii
M. Lambda Pstl Marker, 1. Koloni 1 PCR, 2. Koloni 2 PCR, 3. Koloni 3 PCR, 4. Koloni
5 PCR, 5. Koloni 5 PCR, 6. Koloni 7 PCR, 7. Koloni 8 PCR, 8. Koloni 9 PCR, 9. Koloni
10 PCR, 10. Koloni 11 PCR, 11. Koloni 12 PCR, 12. Koloni 13 PCR

3.10.4 Zeytin Lipaz cDNA’sinin P. Pastoris’te Kiigiik Olgekli Ekspresyonu

P. pastoris X-33 kolonileri ve pozitif goriinen 12 koloni BMMY besiyerinde 24 saatte
bir metanol eklenerek 72 saat biiyiitiilmiistiir. 12 koloniye ait ekstraseliiler sividaki
proteinler %80 amonyum asetat ile ¢oktiiriilmiis ve SDS-PAGE yapilarak ytiksek

miktarda eksprese olmus bir bant olup olmadigi analiz edilmistir (Sekil 3.18).
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ekil 3.18 SDS-PAGE iizerinde X33 ve pozitif kolonilerin ekstraseliilar sivisindaki
p
proteinlerin karsilastirilmasi

3.10.5 Tribiitirin Petri Deneyi ile Kolonilerinde Aktivite Taranmasi

SDS-PAGE ile yiiksek miktarda eksprese olan belirgin bir bant gézlemlenmedigi icin
Tribiitirin petri aktivite deneyi yapilarak ytiksek aktivite gosteren koloniler tarandi.
Lipaz tribiitirini kullanarak kolonilerin etrafinda seffaf alanlar olusmasini

saglamaktadir (Sekil 3.19). Bu alanin fazla olmasi lipaz aktivitesinin daha yiiksek
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oldugunu gostermektedir. Tribiitirinli besiyerinde 2, 3, 10, 11, 13 kolonilerinin

aktivitesi daha yiiksek gorilmektedir.

Sekil 3.19 Tributirin petri aktivite deneyi
X, insert icermeyen X33 hiicresi, insert iceren koloniler 1, 2, 3,5, 6,7, 8,9, 10, 11,
12,13

3.10.6 Protein Miktar Tayini

Tribiitirin aktivite deneyi ile secilen 2, 3, 10, 11, 13 numaral koloniler ve insert
icermeyen X33 hiicreleri 10 ml BMMY’de tekrar 72 saat yukarida belirtilen
kosullarda biiyttilmiistiir. Hiicreler ¢oktiiriilerek ekstraseliiler sivi temiz tiiplere
alinmistir. Proteinler %80 amonyum siilfatta ¢oktiirilmis ve Tablo 3.9’da Bradford

yontemi ile protein miktarlari verilmistir.
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Tablo 3.9 Bradford yontemi ile protein miktar tayini

Koloniler Miktar mg/ml
X33 0,347
Koloni 2 0,601
Koloni 3 0,141
Koloni 10 0,210
Koloni 11 0,161
Koloni 13 0,204

3.10.7 Enzim Aktivite Analizi

2, 3, 10, 11 numarali koloniler ve insert icermeyen X33 hiicrelerinden amonyum
stlfatla coktiiriilen proteinler ile pNPP substrati kullanilarak aktivite analizi
yapilmis ve 410 nm’de OD’ler 6l¢iilmiistiir (Tablo 3.10). Protein miktarlar1 Bradford
yontemi ile belirlenmistir (Tablo 3.10). Aktiviteler protein miktarlar1 ile
oranlanarak karsilastirma yapilmis ve sonuglar Sekil 3.20’de gosterilmistir. Bu

oranlamaya gore en yiiksek aktivitenin Koloni 11’de oldugu gérilmiistiir.

Tablo 3.10 Enzim aktivitesi ve protein miktari

Aktivite (410nm OD) Miktar mg/ml
x33 0,024 0,347
Koloni 2 0,034 0,601
Koloni 3 0,017 0,141
Koloni 10 0,018 0,210
Koloni 11 0,032 0,161
Koloni 13 0,033 0,230
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Sekil 3.20 Koloniler arasinda enzim aktivitesinin karsilastirilmasi
3.10.8 Zeytin Lipaz cDNA’sinin P. pastoriste Biiyiik Olgekte Ekspresyonu

Toplam 600 ml kiiltiirden elde edilen protein Ni-Agar ile saflastirildiktan sonra SDS-
PAGE’de goriintiilendi (Sekil 3.21). Saflastirma sonucu yaklasik 45kDa’luk bir
protein elde edildi. Protein eliisyonlar:1 birlestirilerek 50mM’lik potasyum fosfat
tamponuna ultrafiltrasyon ile aktarilmistir. Protein miktar1 Bradford yontemi ile
0,109 mg/ml olarak bulunmustur. pNPP ile aktivite testi yapilmis ve OD 0,058

olarak ol¢iilmiisttr.
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Sekil 3.21 Protein saflastirma SDS-PAGE jel goriintiisii

M. Pageruler Plus Prestained Marker. A: 1. X33 ekstrakti, 2. all ekstrakti, 3. X33
Yikama 1, 4. a11 Yikama 1, 5. X33 Yikama 2, 6. a11 Yikama 2, 7. X33 Yikama 3, 8.
all Yikama 3. B: 1. X33 Eliisyon 1, 2. a11 Eliisyon 1, 3. X33 Eliisyon 2, 4. a1l
Eliisyon 2, 5. X33 Eliisyon 3, 6. a11 Ellisyon 3, 7. X33 Eliisyon 4, 8. a11 Eliisyon 4

3.10.9 Protein Ekspresyonunun Optimizasyonu

Saflastirma sonucu enzim miktar1 ve aktivitesinin diistiik olmasi sebebiyle protein

ekspresyonunun optimizasyonu amaclandi. Yapilan denemelerde en basarili sonug

zeytinyag1 eklenmis kiiltiire 12 saatte bir metanol ve maya o6ziitii eklenerek elde
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edildi. Ekstraseliiler sividaki protein %80 amonyum siilfatile ¢oktiirtildii. Amonyum
siilfat ultrafiltrasyon ile uzaklastirildi. Proteinler SDS jelde analiz edildiginde o11
orneklerinde X33 6rneklerinden farkli belirgin bir bant goriildi (Sekil 3.22).

kDa Mm 1 2

- 200
- 150
- 120
- 100
- 85

- 70
- 60

(Y

- 40

- 30
- 25
- 20

- 15
- 10

Sekil 3.22 SDS-PAGE tizerinde X33 ve pozitif kolonilerin ekstraseliilar sivisindaki
proteinlerin karsilastirilmasi

M. Pageruler Unstained Marker, 1. X33 ekstraseliiler protein, 2. al11 ekstraseliiler
protein

3.11 Aktivite Analizinin Optimizasyonu

Zeytinyag ile farkl pH’larda yapilan aktivite analizinde titrasyon i¢in kullanilan

NaOH miktarlari Tablo 3.11’de gosterilmistir. Aktivite yalnizca pH 7’de goriilmiisttr.

Tablo 3.11 Titrasyonda kullanilan NaOH miktarlari

pH 8,00 pH 7,00 pH 6,00 pH 5,00
Blank 30 pl 45 pl 70 ul 70 ul
X33 30 pl 45 pl 70 ul 70 ul
all 30 ul 60 ul 70 ul 70 ul
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3.12 Tartisma ve Oneriler

Bu calismada zeytin Gemlik kiiltivarina (Olea europaea L. europaea cv. Gemlik) ait
yaprak lipazinin cDNA’s1 ilk defa klonlanmistir. Klonlama i¢in PCR temelli RACE
yontemi kullanilmustir. Ilk olarak 3’'RACE ile cDNA’nin 3’ ucu ¢ogaltilmistir. Buradan
elde edilen dizi bilgisi ile 5’RACE primeri tasarlanmis ve c¢cDNA'nmin 5 ucu
cogaltilmistir. RACE soncu elde edilen dizi bilgileri biyoinformatik programlar
yardimi ile hizalanip birlestirilmistir. Bu dizi kullanmilarak lipaz kodlayan tam
uzunlukta cDNA'nin klonlanmasi i¢in yeni primerler tasarlanmistir. Zeytin yaprak
lipazinin kodlayici bolgesi 1236 bp uzunlugundadir ve 412 amino asitlik bir kod
icermektedir. Katalitik serini ¢evreleyen GHSQG motifi nedeniyle GXSXG grubu
lipazlarin karakteristiklerine uymaktadir. Katalitik ticliiyii olusturan serin 182,

histidin 379 ve aspartik asit 350 numarali pozisyonda yer almaktadir.

Zeytin yaprak lipazinin niikleotid ve amino asit dizileri farkl bitkisel lipazlara %60
tizerinde benzerlik gostermektedir. Amino asit dizileri kullanilarak olusturulan
filogenetik agac, yaprak lipazinin yabani zeytin disinda en yakin akrabasinin bir yag
bitkisi olan susama ait lipazlar oldugunu goéstermektedir. Susam lipaz dizileri
genomik dizileme ile elde edilmis ve karakterize edilmemistir. Diger bir yakin
akraba ise Dorcoceras hygrometrica (Boea hygrometrica) olarak goriilmektedir. Bu
bitkide fosfolipaz D'nin kuruma stresinde artan bir ekspresyon profili sergiledigi
gorilmiistiir. Ancak diger lipazlar1 karakterize edilmemistir. Zeytin lipaz1 Jatropa
curcas (hint fistig1) lipazina da benzerlik gostermektedir. Hint fistig1 lipazlar
biyodizel iiretimi [57] ve organik senztezde kullanim potansiyeli [169] ile dikkat
cekmektedir.

Soguk stresi uygulamasi ile yapraklardaki lipaz ekspresyonunun ilk giin igerisinde
dalgalanmakla beraber kontrole gore azaldigi goriilmistir. Bu durum yaprak
lipazinin  stresle indiiklenen sinyal mekanizmalarinda yer almadigini
diisindirmektedir. Bir hafta sonunda ekspresyon diizeyi artarak kontrole
yaklasmis, 10 giinlin sonunda ise Kkontrolii ge¢mistir. Uzun vadede soguga
adaptasyon sirasinda meydana gelen degisimler nedeniyle lipaz seviyesinin de

artmis olmasi miimkiind{ir.
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Pichia’da rekombinant ekspresyon i¢in yapilan ¢alismalarda tekrarlanabilir bir lipaz
ekspresyonu saglanamamistir. Ayni sartlar altinda ekspresyon tekrarlandig halde
ekspresyon profili her seferinde degisikliZe ugramistir. Ekspresyonun
optimizasyonu icin planlanan c¢alismalardan biri pPICZA vektrorii kullanilarak
hiicre ici ekspresyon denenmesidir. Planlanan diger bir calisma da konstiitatif
ekspresyon saglayan PGAP vektori kullanilarak ekspresyonun denenmesidir. Bu
calismalarin basarisiz olmasi durumunda Pichia kodon kullanimina uygun olacak

sekilde zeytin lipaz dizisi degistirilmesiyle sentetik gen kullanimi denenebilir.
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