T.C.
YILDIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERi ENSTITUSU

ZEYTIN (Olea europaea L. cv Gemlik) BITKISINDE KORUNMUS
miRNA’LARIN ANALIzi

SULTAN CANSU GONENC

YUKSEK LiSANS TEZi
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK ANABILIM DALI

DANISMAN
DOC. DR. NEHIR OZDEMIR OZGENTURK

ISTANBUL, 2016



T.C.
YILDIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU

ZEYTIN (OLEA EUROPAEA) BITKISINDE KORUNMUS MIRNA’LARIN
ANALIzi

Sultan Cansu GONENC tarafindan hazirlanan tez calismasi 03.06.2016 tarihinde
asagidaki juri tarafindan Yildiz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Molekdler Biyoloji ve
Genetik Anabilim Dal’nda YUKSEK LISANS TEZi olarak kabul edilmistir.

Tez Danigmani
Dog. Dr. Nehir OZDEMIR OZGENTURK

Yildiz Teknik Universitesi

Jiiri Oyeleri
Doc. Dr. Nehir OZDEMIR OZGENTURK

Yildiz Teknik Universitesi

Prof. Dr. Cemal UN

Ege Universitesi

Yard. Dog. Dr. Emel ORDU

Yildiz Teknik Universitesi




Bu calisma, Yildiz Teknik Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatérliigii’ niin
2015-01-07-YLO2 numarali projesi ile desteklenmistir.



ONSOz

Yiksek lisans 6grenimim sirasinda ve tez calismalarim boyunca gosterdigi her tirla
destek ve yardimdan dolayi ¢cok degerli hocam Dog. Dr. Nehir OZDEMIR OZGENTURK’e
en icten tesekkiirlerimi sunarim.

Tez calismam siiresince bana her tiirlii olanagi saglayan basta Prof. Dr. Sezgin CELIK
olmak {zere Yildiz Teknik Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
ogretim Uyelerine ve bitin ¢alisanlarina tesekkir ederim.

Calisma arkadaslarim Hatice Nur AYDIN, Zehra ULU, Salih ULU, Biisra YIRMIBES ve yol
arkadaslarim Huriye Karacay, Seyda Kaya ve irem Biiyiik’e tesekkiirlerimi sunarim. Bu
yolda benden bilgisini ve destegini esirgemeyen can dostum Fulya TERZi’'ye cok
tesekkir ederim.

Beni destekleyen ve her kosulda yanimda duran ailem; Sedat GONENC, Huriye
GONENC, Cankut GONENC, Cihan GONENC ve Duygu GONENC'e tesekkiirii borg bilirim.

Agustos, 2016

Sultan Cansu GONENC



ICINDEKILER

Sayfa
SIMGE LISTES ..ttt Error! Bookmark not defined.
KISALTMA LISTESI vttt Error! Bookmark not defined.
SEKIL LISTESI..evveeieeeeeceeeceet ettt Error! Bookmark not defined.
CIZELGE LISTES c.uviveevieteeeeieteceeeete ettt Error! Bookmark not defined.
(04 =5 LT Error! Bookmark not defined.
BN 2 Y I 2V Y R Error! Bookmark not defined.
BOLUM 1
GHRIS vttt ettt et e et ee et et e e et e s e e e s s et e e e e et et e e e et e e et et e et ee e ne e eeeeneae 1
g R I3 0= o O @ 7.2=3 « H O 1
1.2 =4 L T2 2 0 = Lol PP PPPPPPR 4
1.3 [ 1 oo ) =220 4
BOLUM 2
D2 R ) Y=Y ¥ 0.2 4 IR 6
2.1.1 MiIKro RNA NEAII? oottt e e e e e rrrre e e e e e e e e nraee e 6
2.1.2  Canh Tirlerindeki MIRNA Ve ISI@Vi.....c.eiuevieiceiieeceiceeeeeeeeeeee e 6
2.1.3  MIRNA’IQMIN BiYOGENEZI...uutiiiieeee ittt e et e e e crre e e e e e e e reaeeas 8
2.1.4  Korunmus MIRNA’IC ...eeiiiieeeee et e e e e 11
2.1.5 mIiRNA’IArin TranskripSiYONU ......ccccuiiiieeiiei e e 13
2.2 432 o o TS 13
2.2.1  Zeytinin SINFlandirImMasi. ... e 13
2.2.2 O. Europaea’nin Diinyadaki Ve Tirkiye'deki Yayilist ....cccovvvveveeeierieiiinnnnnenn. 14

BOLUM 3



MATERYAL VE METOD ...ttt ettt e 16

31 Bitki Materyali.cccccueeee e 16
3.2 Tamponlar Ve COZEITHEN ....civeeriee e 16
33 MolekUler Markerlar. ... 17
34 ENZIMIEE ettt e 17
3.5 Q11 =] PRSP P PPUUPUURRRUPPRRPIO 17
3.6 OligONUKIEOLIAIET ettt e e s e e 18
3.7 Malzemelerin Hazirlanmas! .......cooovieiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 18
3.8 Total RNA IZOIGSYONU ..ovieivieeceeeeceeeceetee ettt rens 19
3.8.1 Trizol izolasyonu Total RNA izOIaSyONnU ........ceeeeveueereeeeereeeeeereereeeseerenens 19
3.8.2 miRCURY™ RNA Isolation Kiti ile 1Zolasyon.........ccceveevveiveveeieeceeereeeeen, 20
3.9 RINA ANGIZE ettt e enaeeeas 21
3.9.1 Formaldehit Jelinin Hazirlanmasi........coocuveiiiiiiiiiiiiiiiiecicceccee e 21
3.9.2 Formaldehit Jeli icin RNA Orneklerinin Hazirlanmasi .........ccooeveveverernennee. 21
3.9.3  RNA MIKEAr TQYini coeeeeeciieeee e e e e e e 21
3.10 miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR kit ile cDNA sentez..........c..coue... 22
3.11 Reverse Transkripsiyon (RT PCR) ......uueieiiiiiie ettt e e e 23
3.12  Real Time PCR (GPCR)...eeiuiiiieeiiieieeeie ettt st s 24
3.12.1  Orneklerin Hazirflanmasl ......ccccveveveueuiieeerereeeeese et 24
I A o | o @ 2 T 1T oY S 24
BOLUM 4
SONUGLAR . ettt ettt ettt et e s ae e et e s ae e et e e saeeeabeessaeeabeeesseenseesnseenbeesnneans 26
4.1 Total RNA'NIN IZOIaSYONU ettt e e e e et r e e e e e e aee e 26
4.3 MiIRNA'Iarin izolasyonu Ve @NaliZi.......ccceeveeeuiieeieeiceceeececeeeee et 27
4.1 Reverse Transkripsiyon (RT PCR) ....ccoccocuviviieieeeieiccnrreeeee e eeeirreeee e e e e e eennrnneeees 28
4.2 Real Time PCR SONUGIAIT c...uuiiiiieeiee ettt eeetrreeee e e e e e 29
BOLUM 5
TARTISMA VE ONERILER ....cuvietetiiiiieieteetste ettt sa s ss s s s se s s ssenas 40
KAYNAKGCA ..ottt ettt et st e s e st e b s ee e st s s s s eae ses s e senseneaeeen 44
OZGEGMIS....eieeeeetteseerrestestest st ess sttt et ess st ssssss s ssssssbs st bbbt e e e e s e s e s s 52

Vi



SIMGE LISTESI

be¢

kb
mg
ml
mM
ng
nM
pH

uv
pl
°C

™

Baz ¢ifti

Baz cifti (base pair)
Relatif Santriflj Kuvveti
Kilobaz

Miligram

Mililitre

Milimolar
Nanogram
Nanomolar

Ortam Reaksiyonu
Unite

Ultraviyole
Mikrolitre
Santigrat Derece
Ortalama, yaklasik

Ticaret Markasi (Trade mark)

Vii



KISALTMA LISTESI

Ago
cDNA
Cq
DEPC
DNA
dNTP
EDTA
EST
GSP1
GSP2
GSP3
GSP4
GSP5
GSP6
G20z1
G20z2
IsomiRs
MOPS
mRNA
PCR
RNA
RT
TBE
NK/NTC
mRNA
miRNA
Pol Il
RBP
RISC
RNAi
siRNA
Tm
UTR

Argonaute protein

Komplementer DNA

Do6ngli miktari (Quantification cycle)

Di Etil Piro Karbonat

Deoksiribonukleik Asit

Deoksiribo Niikleozid Fosfat

Etilen Di Amin Tetra Asetik Asit

Expressed Sequence Tags

Gen Spesifik Primer 1 : mir159

Gen Spesifik Primer 2 : mirl60

Gen Spesifik Primer 3 : mirl71

Gen Spesifik Primer 4 : mir396

Gen Spesifik Primer 5 : mir2919

Gen Spesifik Primer 6 : mir8123

Gemlik G20 zeytin hatti geng yaprak miRNA Grina 1
Gemlik G20 zeytin hatti geng yaprak miRNA {riinii 2
miRNA veri tabani

3-(-N-morfolino) Propan Siilfonik Asit

Mesajci Ribonikleik Asit

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Ribontkleik Asit

Ters transkriptaz

Tris-Borat-EDTA

Negatif Kontrol

Haberci RNA (Messenger RNA)

mikro RNA

RNA polimeraz tarafindan Il

RNA-binding proteins RNA baglanma proteinleri

RNA induced silencing complex RNA uyarilmis susturma kompleksi

RNA sessizlesmesi (RNA interfering)
Kiglk mudahaleci RNA

Erime sicakhigi, baglanma sicaklig
Untranslated region (Cevrilmemis Bolge)

viii



SEKIL LiSTESI

Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.

OO NOOULPS, WNENPRE B

N e
LD WNRO

Sayfa
Mikro RNA Biyogenezi ve Calisma Prensibi ......cccccooeecciiieeeee e, 4
MIRNA BiYOZENEZI .uuuuuuiuiiiuiiiiiiisrs s s 11
Turkiye’de Bolgelere Gore Zeytin Agaglarinin Dagilimi .......cooevecvviineneennnn. 15
Trizol Tim RNA izolasyonunun Formaldehit Jel GOriintisii.......o..oveveervernne. 27
CDNA PCR Jelde YUrime GOrUNtUSU.....ccceereeerueruereenieriesersesseseseseeeienien senes 29
miR159 Real Time PCR Cogaltim Grafigi........cccceveveeceiceiececece e 30
MiR159 Real Time PCR Erime EriSi....cccevieverereeiercerceeeenevieviee e aeveveneens 30
mMiR160 Real Time PCR Cogaltim Grafigi......cccccevvvererveiieiiece e 31
MiR160 Real Time PCR Erime EriSi....cccevivverereerercerceeeeneveeiev e evaeveveneens 32
miR171 Real Time PCR Cogaltim Grafigi......ccccceveveeverveiceieiecece e 33
MiR171 Real Time PCR Erime EGriSi....ccccevivverereererirceee e e eveeaeneens 33
mMiR396 Real Time PCR Cogaltim Grafigi.......ccccevvververveiciieiece e 34
MiR396 Real Time PCR EFiME EBFiSi..ccciveireceeeeereerieieeieeree et esr e ene e ere s 35
mMiR2919 Real Time PCR Cogaltim GrafiSi......cccccceveeeevernrenrieieeieenee e eeeervennnens 36
MiR2919 Real Time PCR ErimMeE EGriSi..cuccvuererrececeireierreieeenee e e eereersees e e 36
miR8123 Real Time PCR Cogaltim GrafiSi......ccceceveeeevereceenrieiecie e e ceevreernens 37
MiR8123 Real Time PCR EFiME EZFiSi ..cceevveveereeerreereinee et sre e 38
Real Time Sonrasi Agaroz Jel Kontroll ........cccccveeeeieciine et 39



GIZELGE LISTESI

Cizelge 3.
Cizelge 3.
Cizelge 3.
Cizelge 3.
Cizelge 3.
Cizelge 3.
Cizelge 3.
Cizelge 3.
Cizelge 4.
Cizelge 4.
Cizelge 4.
Cizelge 4.
Cizelge 4.
Cizelge 4.
Cizelge 4.

Nouph,wWNRERPOONOOULLPER WN BE

Sayfa
TampPon Ve COZEIIIET ...uvvreeeeei e 16
MolekUler Markerlar. ... 17
ENZIMIEI e s 17
KL e s s e ee s 17
(@] 17= oY U] {7=To ] 1 o | L=T SR 18
Reverse Trankripsiyon Reaksiyon Kurulumu........ccccoeeecviiveeeeeesieccninnen, 22
Polimeraz Zincir Reaksiyon DONGUST ....cceeeeevvviieeeeeeieecciiereee e 23
OPCR DONEBUSU ..eeeeieiiiiiieeeeeeetetiiiiieeseeeerettrsiieseseeeseentsnnnsnseeeeseensssnnnssssaanees 25
MIRNA’[Arin Miktar Tayini......cooeecieeeecciie e 26
mMiR159 Real Time Pcr Cq ve Tm Degerleri....ccovueeeeeieiccciieeeee e, 31
mMiR160 Real Time Pcr Cq ve Tm Degerleri.....covumeeeeeeicciiieeeee e, 32
mMiR171 Real Time Pcr Cq ve Tm Degerleri.....covueeeeeeeicciiiieeee e, 34
mMiR396 Real Time Pcr Cq ve Tm Degerleri.....oouumeeeeeeicciiieeeee e, 35
mMiR2919 Real Time Pcr Cg ve Tm Degerleri....oovueeeeevieciirreeeeeeee e, 37
mMiR8123 Real Time Pcr Cg ve Tm Degerleri....ieeeeicciirreeeeeeeeeeeecrvneeen, 38



OZET

ZEYTIN (Olea europaea L. cv Gemlik) BITKISINDE KORUNMUS
miRNA’LARIN ANALIZzi

Sultan Cansu GONENC

Molekiler Biyoloji Anabilim Dal

Yiuksek Lisans Tezi
Tez Danismani: Dog. Dr. Nehir OZDEMIR OZGENTURK

Zeytin (Olea europaea), zeytingiller (Oleaceae) ailesinden meyvesi yenen Akdeniz
iklimine ait bir agac tlrudlr. Zeytin meyvesi fosfor, potasyum, kalsiyum, magnezyum
mineralleriyle birlikte, A,D,E,K vitaminlerini igermektedir. Zeytinyaginin kanser
olusumunu engelledigi ve radyoaktiviteye karsi hicreleri korudugu tespit edilmistir.
Zeytinyagi, 6nemli Olglide antioksidan icermesi ve yiksek sicakliklara dayanikli olmasi
acisindan da 6nem teskil etmektedir. Doymamis yag asitlerince zengin olan, seker ve
kalp-tansiyon hastalarin diyeti icin oldukca 6nemli oldugu bilinen zeytinin daha iyi
anlasilabilmesi icin Gizerinde molekiler dizeyde calisma yapilmasi gerekmektedir. Bu
calismada, zeytin bitkisinde mikro RNA’larin incelenmesi amaglanmistir. MikroRNA’lar
(miRNAlar), endojen ifade edilen, tek-zincirli ve protein kodlamayan kisa (21-23
nikleotid uzunlugunda) RNA dizileridir. Transkripsiyon sonrasi (post-transcriptional)
seviyede, gen translasyonunu baskilayarak veya mRNA degradasyonunu (bozunmasini)

indlikleyerek gen ifadesini diizenlerler. miRNA’lar bitki ve hayvanlarin her ikisinde de
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oldukga iyi korunmus dizilerdir ve miRNA’larin evrimsel olarak gen dizenlenmesinin

cok eski bir pargasi oldugu ve oldukga hayati bir 6neme sahip oldugu disiiniimektedir.

Bu calismanin amaci zeytin bitkisinde bazi korunmus mikro RNA’larin tanimlanmasidir.
Daha 6nce EST kiitliphanesi kurulmus olan G-20 zeytin hattindan (Olea europea) belirli
korunmus miRNA’larin analizi gergeklestirildi. miRNA’larin ayrigmasini saglamak Uzere
RNA izolasyon kiti (miRCURY™ RNA Isolation Kit— Cell & Plant) kullanildi. Ayristirilan
toplam RNA miktari Nanodrop® ND-100 spektrofotometre (Nanodrop Technologies,
USA) cihazinda 6lglldi. Reverse transkripsiyon (RT) ile miRNA’larin ¢cDNA ya sentezi
(miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR) gerceklestirildi. Korunmus miRNA lara
(miR-159, miR-160, miR-171, miR-396, miR-2919 ve miR-8123) 6zgl 6 primer ifti
kullanilarak Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve Real Time PCR; miRNA QPCR master
mix’i kullanilarak AriaMX Real-Time PCR Sistem (Agilent Technologies, Inc.) ile

gerceklestirildi.

Olea europaea yapragindan PCR ve Real Time PCR teknigi ile bitkilerde korunmus olan

miR-159, miR-160, miR-171, miR-396, miR-2919 ve miR-8123 miRNA’lari ¢ogaltildi.

cDNA’lar ilk ¢gogaltimda miRNA’ya 6zgl primerler kullanilarak standart PCR ile yapildi
ve yuksek dimerizasyon ile kisa PCR Urlnleri verdi. Agaroz jele yliklenen Urlnlerin
bantlari 50 b¢ uzunlugun altinda oldugu icin primer dimer mi yoksa PCR Grini mi

oldugu ayirt edilemedi.

Real Time PCR reaksiyonunda evrensel primerler kullanilarak, daha uzun PCR drinleri

veren 6rnekler amplifikasyon grafigi ve erime egrisi analiziyle basariyla tespit edildi.

Bu ¢alismada Real Time PCR ile agaroz jel elektroforezine gerek kalmadan, PCR ile es
zamanli bir sekilde ¢ikan Urlnlere bakildi. Boylece korunmus miRNA'larin zeytinde

tespiti daha glvenilir verilerle saglandi.

Anahtar Kelimeler: miRNA, Olea europaea, Zeytin , RT-PCR, cDNA, Real-Time PCR

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESI FEN BiLIMLERi ENSTITUSU
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ABSTRACT

ANALYZE OF SOME CONSERVED miRNA IN OLIVE (Olea europaea L. cv
Gemlik)

Sultan Cansu GONENC

Department of Molecular Biology and Genetic

MSc. Thesis

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Nehir OZDEMIR OZGENTURK

Olive (Olea europaea) is from the family Oleaceae is a species of tree which’s fruits are
eaten, belongs to the Mediterranean climate. Olive fruit contains phosphorus,
potassium, calcium and magnesium minerals along with A, D, E,K vitamins. It has been
found that olive oil prevents the formation of cancer and protects cells against
radioactivity. Olive oil has an importance of containing high levels of antioxidants and
being resistant to high temperatures. For a better understanding of Olive, which is rich
in unsaturated fatty acids and important for diabetic and cardiac- high blood pressure

patients’ diet, it is required to do studies on it at the molecular level.

In this study, we aimed to investigate the micro RNAs in olive plants. MicroRNAs
(miRNAs) are short, non-protein- coding RNA sequences which are single-stranded and
endogenously expressed. They regulate gene expression at the post-transcriptional

level, by inhibiting gene traslation or inducing mRNA degredation. miRNAs are well
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conserved in both plants and animals, and are thought to be a vital and evolutionarily

ancient component of gene regulation.
The aim of this study was to identify some conserved microRNAs in olive plants.

Previously EST library established by the G-20 line of olive (Olea europea) young leaf
samples were collected. Total RNAs including miRNAs were isolated by using
miRCURY™ RNA Isolation Kit— Cell & Plant. Extracted total RNA were quantified by

Nanodrop® ND-100 spectrophotometer (Nanodrop Technologies, USA).

Reverse transcription (RT) of miRNAs was done by miRNA 1st-Strand cDNA Synthesis
Kit (miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR kit). Then with 6 miRNA specific
primer pairs Polymerase Chain Reaction (PCR) was performed. Real-Time PCR
amplification was performed by using miRNA QPCR Master Mix on an AriaMX Real-
Time PCR System (Agilent Technologies, Inc.).

miR-159, miR-160, miR-171, miR-396, miR-2919 and miR-8123 which are conserved in

plants were amplified from leaf tissues of Olea europaea by PCR and real-time PCR.

cDNAs were first amplified with standard PCR by using miRNA specific primers, which
have high dimerization property and give short length PCR products. The bands
generated in the agarose gel were lower than 50bp and it could not be distinguished
whether they are dimers or PCR products. In real-time PCR, the amplifications were
done by using universal reverse primer that results in longer PCR products, which

could be detected by amplification plots and verified by melt curve analysis.

In this study by using universal reverse primers miRNA presence could be detected
with real-time PCR, without the need for agarose gel electrophoresis. Thus detection

of conserved miRNAs in olive were provided with more reliable data.

Key words: miRNA, Olea europaea, Olive, RT-PCR, cDNA, Real-Time PCR

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Zeytin agaci (Olea europaea), zeytingiller (Oleaceae) familyasindan; meyvesi
yenebilen, Akdeniz ikliminde yetisen bir aga¢ tirtudir. Zeytingiller familyasinin 27 kadar

cinsi ve 600 kadar tiri vardir [1].

Gemlik Zeytini; Trilye, Kivircik, Kaplik, Kara gibi isimlerle de bilinen, Marmara
Bolgesi’'ndeki zeytin agaclarinin blyik bir kismini kapsayan zeytin ¢esididir. Zeytinin en
belirgin 0zelligi renginin koyu siyah olmasi ve etinin c¢ekirdekten kolayca
ayrilabilmesidir. Bu zeytin cesidi % 29.9 oraninda yag icerir. Gemlik Zeytin'i tat ve yapisi
sebebiyle Dinya’nin en iyi salamuralik zeytin cesidi olarak kabul edilmektedir.
Ulkemizde kamu kurumlari ve 6zel kuruluslar tarafindan dretilen zeytin fidanlarinin %

80’ne yakini Gemlik Zeytin fidanlaridir [2].

Bolimumiz laboratuvarinda daha once yapilan ¢alismada, zeytin bitkisinin yaprak ve
meyve ornekleri kullanilarak iki cDNA kittiphanesi kurulmus, kiitiiphanelerden rastgele
secilen 3840 adet klon 6rneklerinin dizi analizleri yapilarak zeytin icin EST koleksiyonu

olusturulmustur [3].

Zeytinin  molekiler yapisinin  anlasilmasi icin gen ifadesinin diizenlenmesi
incelenmelidir. Mikro RNA (miRNA), gen yazilmasinda gorevli mRNA (mesajci RNA)
Uzerinde farkli sekillerde etki gostererek gen ifadesini dizenleyen kisa ( ortalama 22
niikleotid uzunlugunda) dizilerdir. Bu projede 6ncelikle EST kitliphanesi yapilmis olan
G20 zeytin hattinda korunmus miRNA lar (miR-159, miR-160, miR-171, miR-396, miR-

2919 ve miR-8123) varhgi gosterilmesi hedeflenmistir[4].
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miRNA'lar kodlamayan RNA'lardandir, yani DNA'dan transkripsiyonu (RNA Uretimi)
yapilan ama translasyonu vyapilmayan (proteine cevirilmeyen) genler tarafindan
kodlanirlar. Pri-miRNA olarak adlandirilan primer transkriptler islenerek, dnce pre-
miRNA adl kisa sap-ilmik yapilarina, sonra da fonksiyonel miRNA'ya donusirler. Olgun
miRNA molekdlleri bir veya daha ¢ok mesajci RNA (mRNA) ile kismi tamamlayicidir yani
kismi baz eslesmesi gosterir ve baslica islevleri gen ifadesini diizenlemektir. Mikro
RNA’lar (miRNA’lar) ~ 22 nukleotid uzunlugunda, post transkripsiyonel gen

diizenlenemesini etkileyen kiigik riboniikleik asitlerdir [4].

Mikro RNA’lar ilk olarak 1993'te Lee ve galisma arkadaslar tarafindan Victor Ambros
laboratuvarinda kesfedildi [5][6]. Ancak, miRNA'lar 2000'li yillarin basina kadar
biyolojik dizenleyiciler olarak ayri bir sinif olarak kabul edilmedi[7][8][9][10][11][12].
MikroRNA terimi ilk 2001'de kullanima girdi [13].

miRNA arastirmalari farkh hicre tipi ve dokularda farkli miRNA setleri ifade edildigini
ortaya cikardi [14][15]. Bitki ve hayvanlarin gelisiminde ve bircok biyolojik siirecte
miRNA’larin ¢gesitli roller oynadigi tespit edildi [16][17][18][19][20][21][22].

Diizensiz miRNA gen ifadesi hastalik durumlarinda meydana gelir. miRNA temelli

tedaviler yeni arastirma alanlarindandir [23][24][25][26].

ilk defa miRNA'larin diizensizliklerine bagli olarak tespit edilen insan hastaligi, kronik
lenfositik [6semi oldu. Bunu takiben B hiicre timorlerinde de miRNA etkisi tespit edildi

[27].

Genelde uzunlugu ~ 22 nikleotid olan bu kigik RNA’lar bitkilerde blylime ve
gelisimde 6nemli roller almaktadir. Hizla artan kanitlara goére bitki miRNA’lari kendi
hedef genlerini yazilmasini baskilayict yonde ¢alismaktadir. Gen yazilmasinin
baskilanmasi yoluyla yonetilen bu genlerin gelisimsel strecteki goérevleri; kok hicre
kimligi, hormon sinyali, gelisimsel orintiiler (meristem hiicre kimligi, yaprak organ
morfogenezi ve polaritesi, cicek farklilasmasi ve gelisimi, oksin sinyali, sinir
olusumu/organ ayrimi), miRNA biyogenezi (biyolojik olusumu) ve stres yaniti gibi

islevlerdir [4][28][29].



miRNA biyogenezi, nikleusta RNA polimeraz Il enziminin islev gérmesiyle ilerleyen gen
yazilmasi yoluyla baslar ve hairpin (sa¢ tokasi) yapisindaki olgun miRNA dizisinin ilk hali

olan islenmemis uzun miRNA (pri-miRNA) olusmaktadir [30].

Sag tokasi (hairpin) yapisi, Drosha (RNAaz Il enzimi) ve kofaktorli DGCR8 (DiGeorge
kritik sendrom bolgesi 8) olusan yapi (Pasha kompleksi) vasitasiyla kesilir ve 60-70
niikleotid uzunlugunda ©nciil miRNA’nin (pre-miRNA) olusturmasini saglar. Onciil
hairpin nlkleustan Exportin-5 (XPO5) ile sitoplazmaya tasinir ve diger bir RNAaz Il
enzimi olan Dicer tarafindan ortalama 22 nikleotid uzunlugundaki c¢ift sarmal
miRNA’ya kesilir. Kesilerek olgun diziyi olusturacak iplik, miRNA indiiklenmis susturma
kompleksini olan RISC kompleksine (Argonaute’a) ylklenir [31]. Ago protein ailesinin
Uyesinden biri olan RISC proteini, hedef mMRNA’nin 3" UTR gen bolgesine baglanir [4] ve
MRNA donlsim mekanizmasini baskilar [32]. Eksik baz eslesmesiyle, miRNA RISC’i
uyarirken, gen okumanin baskilamasi gergeklesir. Tam eslesme durumunda ise; mRNA

kesime ugrar ve kararlihigini kaybeder (Sekil 1.1) [31].
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Sekil 1. 1 Mikro RNA biyogenezi ve ¢alisma prensibi

1.2 Tezin Amaci

Zeytin (Olea europaea) bitkisinde RNA’larin izolasyonu ve bitkilerde daha &nce
arastirilmis primerler vasitasiyla RT PCR (Reverse Transkriptaz Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) yapilmasi ve bunun sonucunda cDNA sekline getirilmis miRNA’lar
kullanilarak, Real Time PCR ybntemiyle Zeytin bitkisine 6zgl korunmus olan bu
miRNA’larin (miR-159, miR-160, miR-171, miR-396, miR-2919 ve miR-8123) tespiti
amaglanmigtir. Daha sonra yapilacak galismalarda zeytinin gen ifadesinin kontroliinde

bu miRNA’larin etkisi arastirilabilir.

1.3 Hipotez

Zeytin (Olea europaea), zeytingiller (Oleaceae) ailesinden meyvesi yenen Akdeniz

iklimine ait bir agac tlridir. Seker ve kalp-tansiyon hastalarin icin olduk¢ca 6nemli




oldugu bilinen zeytin bitkisini daha iyi anlayabilmek igin molekiler diizeyde galismalar

yapilmali ve yeni molekiiler yaklasimlar getirilmelidir.

Molekiler dizeyde galisilan mikro RNA’lar (miRNA), transkripsiyonda gérevli mRNA
(mesajci RNA) Uzerinde farkh sekillerde etki gostererek gen ifadesini diizenleyen kisa

(ortama 22 nikleotid) uzunlugundaki dizilerdir.

Zeytin’in molekiller mekanizmasinin anlasiimasi icin gen ifadesinin diizenlenmesi
incelenmelidir. Dolayisiyla bu g¢alismada daha Once bitkilerde tespit edilmis olan
korunmus miRNA’larin zeytin bitkisi igin de korunmus olabilecegi disiinildi ve bu

korunmus miRNA’larin zeytinde de tespiti hedeflendi.

Dolayisiyla bu galisma ile gen ifadesini diizenlenmesinde etkili olan miRNA’lar zeytinde

aydinlatiimis olur.



BOLUM 2

MiKRO RNA'LAR VE ZEYTIN BITKiSi

2.1 Literatiir Ozeti

Zeytin agaci (Olea europaea), zeytingiller (Oleaceae) familyasindan; meyvesi
yenebilen, Akdeniz ikliminde yetisen bir agag¢ turltdur. Zeytingiller familyasinin 27 kadar

cinsi ve 600 kadar tirG vardir[1].

2.1.1 Mikro RNA nedir?

Mikro RNA’lar (miRNA’lar) kiclk, endojen (i¢ kaynakh) ifade edilen, tek zincirli ve
protein kodlamayan RNA’lardir. Bunlar, bitki ve hayvanlarda gen yazilmasi sonrasindaki
(post-transcriptional) seviyede, gen okunmasini (translasyonu) baskilayarak veya

MRNA bozunmasini (degradasyonunu) tetikleyerek gen ifadesini diizenlerler [4].

2.1.2 Canli Tiirlerindeki miRNA ve islevi

Zeytin’in molekiler dizeyde incelenmesi icin; gen ifadesinde goérevli, mikro RNA
(miRNA) denilen kiiciik RNA dizilerinin kesfedilmesi gerekir. Bitki, hayvan ve bazi
virtslerde bulunan miRNA’larin fonksiyonu RNA sessizlesmesi (RNAi= RNA interfering)

ve gen ekspresyonunda etkili olan post-transkripsiyonel modifikasyonlardir [4][33].

Okaryotik cekirdek DNA’si tarafindan bitkilerde ve hayvanlarda kodlanan, hatta

genomu DNA seklinde olan bazi virlGsler tarafindan da kodlanan miRNA’lar



fonksiyonlarini; mRNA ile baz eslesmesi sonucu olusan tamamlayicilikla gergeklestirir

[4].

Bunun bir sonucu olarak, bu mRNA molekiilleri, asagidaki islemlerin bir ya da bir kaciyla

susturulur:
e mRNA zincirinin iki pargaya ayrilmasi
e Poli (A) kuyrugu kisalmasi ile mRNA destabilizasyonu

e Ribozomlar ile mRNA’dan proteine ceviriminin daha az verimli gerceklesmesi

[34][35].

miRNA'lar, genellikle RNA sessizlesmesi (RNAI) yolunun kigik miidahaleci RNA'lari olan
siRNA’ya benzer. Yine de tam anlamiyla ayni sekilde olusmazlar. Kisa sa¢ tokasi yapisi
olusturmak icin kendi Uzerilerine katlanan RNA transkript bolgelerinden miRNA’lar elde

edilirken; siRNA’lar ¢ift sarmalli uzun RNA bélgelerinde elde edilir [4].

insan genomunda 1000’in izerinde miRNA kodlayan gen bulunur [36][37][38]. Bunlar
bircok memeli tiiriinde bolca bulunan miRNA’lardir [14][39][40][41]. insanlar ve diger
memeli genlerinin yaklasik % 60’1 miRNA’larin hedefi gibi goriinmektedir ve ¢ogu genin

hastalik slirecinde miRNA’lar temel rol oynamaktadir [33][42][43][44].

Gen dlzenlemesinde miRNA’larin hayati 6éneme sahip oldugu, hem bitki hem de
hayvanlar icin eski, evrimsel olarak korunmus bir yapi oldugu duslinGimektedir

[45][46][47][48][49].

Mikro RNA yolunun cekirdek bilesenleri bitki ve hayvan arasinda muhafaza edilirken, iki

alem icin de birincil miRNA olusumu ve etkisi birbirinden bagimsizdir [50][51].

Bitki miRNA'lari genellikle, mRNA hedefleri ile miikemmele yakin eslesme gosterir. Bu

miRNA’lar hedef transkript bolinmesi yoluyla gen baskilamasini gerceklestirirler [16].

Bunun aksine hayvan miRNA’larinin 5’ ucunun sonunda bulunan 6-8 nikleotid kadar

kiicik bolge (tohum bolge) sayesinde hedef mRNA’lar belirlenir [52][53][54].

Bu eslesme hedef mRNA bolinmesini tesvik etmek icin yeterli degildir [34].

Kombinasyonal diizenleme hayvanlarda miRNA diizenlemesinin bir 6zelligidir [34][55].



Cesitli tahmin yontemlerine bagl olarak bazi miRNA cgesitlerinin gen baskilamasi
yapmasinda hedef olan 0zglin mRNA’larin ortalama sayisina iliskin tahminler

gerceklestirilir [56].

Cogu yaklasim memeli miRNA'larin bir¢ok 6zgiin hedefi olabilecegini gostermektedir.
Ornegin, omurgalilarin yiiksek oranda korunmus miRNA'larin bir analizine goére,
ortalama olarak, miRNA’larin yaklasik 400 korunmus mRNA hedefleri oldugu
gosterilmektedir [44]. Benzer bir sekilde deneyler gostermektedir ki; tek miRNA tiri

yuzlerce 6zglin mRNA’nin kararlihgini azaltabilir [57].

Yani belirli bir miRNA’'nin yizlerce farkli hedef mRNA’si olabilir ve belirli bir hedef

MRNA coklu miRNA gruplari ile diizenlenebilir [58][59].

Deneyler gostermektedir ki, tek bir miRNA tlrl vyizlerce protein Uretimini
baskilamaktadir ama genellikle bu baski coklu miRNA etkisine kiyasla nispeten (2 kat

daha az) daha hafiftir [60][61].

2.1.3 miRNA’larin Biyogenezi

RNAi (RNA susturulmasi/RNA interfering)’'nin kullanim alanlari konusunda son yillarda
pek cok calisma yapilmis ve hala daha yapilmaktadir. Ozellikle gen susturulmasi
mekanizmasiyla c¢alisan yeni gen tedavisi yontemleri gelistiriimektedir. Biyotik veya
abiyotik stres faktorlerine 6zgli hedef gen bolgeleri miRNA’lar ile baskilanarak, patojen
zarari, kuraklik, tuzluluk ve sicaklik gibi abiyotik stres faktorlerinin etkisinin azaltilmasi
hedeflenmektedir. Mikro RNA'lar ya kodlama yapan genler (ekzon) ya da kodlama
yapmayan genler (intron) arasindan Uretilmektedir. Karakterize miRNA genlerinin ¢ogu;
genler arasl ya da komsu genlere antisens odaklidir ve bu nedenle transkripsiyonda

bagimsiz birimler oldugundan siphe edilir [10][11][12][62].

Bununla birlikte bazi durumlarda, ev sahibi gen ile mikro RNA geni beraber transkribe
edilir. Bunun anlami miRNA ve protein kodlayan genin cift olarak dizenlenmesidir

[63][64].

miRNA genlerinin % 40 kadari; intronlar igcinde protein ve proteine gevrimi olmayan

kodlayan genleri veya ekzonlar icinde uzun protein kodlamayan transkriptlerde yatiyor



olabilir [65]. Bunlar genellikle bir hedefe ydnelmede bulunan miRNA’lar degildir

[66][67].Bu nedenle genellikle bir ev sahibi gen ile birlikte diizenlenir [65][68][69].

Tim miRNA'larin % 42-48’i diger miRNA ile ortak bir promotor gosterir. Bu promotor
bolgesi polisistronik bolgelerin ayri ayri halkalarinin (loop yapilarinin) islenmesiyle
olgun miRNA’y1 olusturur [62][70]. Bu zorunlu olarak ayni miRNA'lar ailesinin yapi ve
fonksiyon bakimindan homolog oldugu olgun anlamina gelmez. Bahsedilen
promotorler ile gosterilmistir ki; RNA polimeraz |l tarafindan (retilen gen
transkriptlerinin promotor bolgelerindeki motiflerde benzerlikler bulunmaktadir

[62][71].

Mikro RNA fonksiyonunu iki sekilde gosterir. ilki mRNA’dan okunma (translasyon)
olurken miRNA ribozomun gidis yoniiniin 6n tarafina bir eslesme gosterir ve ribozomun
dizi tizerinde ilerlemesi durur. Béylece mRNA’dan protein sentezi durdurulur. ikinci yol
ise miRNA'nin gosterdigi eslesme ile mRNA’nin yikilmasidir. Bu yolla da yine protein

sentezi engellenmis olur [4].

Biyotik veya abiyotik stres faktorlerine 6zgli hedef gen bolgeleri miRNA’lar ile
susturulur. Boylece patojen zarari, kuraklik, tuzluluk ve sicaklik gibi abiyotik stres
faktorlerinin etkisi azaltilir. Strese maruz kalan bitkilerde olusan miRNA’lar, bitki stres
yanit mekanizmasinda transkripsiyon sonrasi (post-transcriptional) islev goéren

dizenleyicilerdir. Bu diizenleyiciler hedef gen ifadesini engellemektedirler [72].

DNA sablonu olgun miRNA lretimi konusunda son s6zl soylemez: IsomiRs verilerine
gore insan miRNA'larinin % 6’si RNA diizenlemesi gosterir, RNA dizilerinin site-spesifik
modifikasyonunda kodlanan RNA’larin Urin verimi farklidir. Yalnizca genoma kiyasla

miRNA ¢esitliligini ve aktivitesini arttirir.

Mikro RNA islenmesine ve transkripsiyon efektér kompleksinin olusumuna bakis Sekil
2.1’de gosterilmistir. miRNA biyogenezinde iki yolak bulunmaktadir. Bunlardan biri;
bagimsiz genlerden microRNA {retimi, digeri; intronik microRNA Uretimidir. Standart
miRNA’larin yapiminda miRNA yolaklari RNA polimeraz Il enzimi vasitasiyla yapilan
transkripsiyon (yazilma) islemi ile gerceklestirilir. Bu islem sonucunda birincil miRNA
(pri-miRNA) GriinG olusur. Yaklasik 80 bp (baz cifti) uzunlugundaki kok halka (sa¢ tokasi)

yapisindaki birincil miRNA, birincil transkriptten onciil miRNA olarak pri-miRNA'yi
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olusturulur. Pri-miRNA olgun miRNA’y1 olusturmadan 6nce ¢ok asamali sureglerden

gecer [73].

Sekil 2. 1’de bulunan enzimlerden Drosha ve Pasha; pri-miRNA’nin (primary microRNA
transcript = birincil miRNA transkripti) pre-miRNA’ya (6ncil miRNA) doénislimini
yaparken, splayzosom pre-mRNA’yi (precursor messenger RNA = oncil mRNA) intron
kemente donustlrir. Gruplasmay! bozucu enzim, intron kementlerini pre-miRNA’ya
katlanabilir RNA formuna getirir. RAN-GTP ve Exportin-5 ¢ekirdekten ¢ikisi saglar. Dicer
enzimi sa¢ tokasi (hairpin) yapisini keserek cift zincirli miRNA’y1 olusturur. Daha sonra
cift zincirli yapi bozulur ve tek zincirli olgun miRNA olusur. Sekildeki miRNP ise

microRNA ribonlikleoproteini ifade eder.
miRNA’nin olgunlasmasi ve fonksiyonuna kavusmasi bir takim RBP (RNA baglanma

proteini) hareketine son derece bagimhdir [74]. Bu proteinlerin bazilari, kiigik RNA
surecleri ve kiglik RNA temelli gen dizenlenmesi durumlarinda karakteristik yapi

olusturan tekli protein bolgesi icerir [75].

Hedef tanimada temel belirleyici faktor, miRNA ve mRNA arasindaki kisa dizi
tamamlayicihgidir. Bu durum oOzellikle miRNA’da 2. ve 8. niikleotid arasindaki gen

bolgesi icin gecerlidir [76].
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Sekil 2. 2 miRNA Biyogenezi

2.1.4 Korunmus miRNA’lar

Bitkilerde korunmus olan miRNA’lar daha once yapilmis olan ¢alismalara bakilarak

deneysel olarak dnceden tespiti yapilmis miRNA’lardan segilir. Zeytin bitkisinin de bu

miRNA varhigini koruyup korumadigini incelemek adina dutta, hashasta, kaynaklara

girmis olan korunmus miRNA tipleri (miR-159, miR-160, miR-171, miR-396, miR-2919

and miR-8123) calisma kapsaminda incelenmek icin tercih edildi [77][78].

miR159 ailesi transkripsiyon faktorlerinde R2R3 MYB bolgesini kodlayan, korunmus

GAMYB benzeri genleri baskilar. Bahsi gecen transkripsiyon faktori bitkideki giberallin

hormon genlerinin ifadesi lizerine etki eder. Bu giberallin anterlerdeki sinyalizasyon ve
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tohumun gimlenmesiyle iligskilendirilen bir bitki hormonudur. Arabidopsis bitkisi igin iki
biyiik miR159 aile {iyesi: miR159a ve miR159b’dir. ikisi de GAMYB benzeri genler olan
MYB33 ve MYB65 genlerine 0zgl islevsellik gosterirler [79]. miR159’un
polimorfizmlerine bakildiginda 187 farkh dizilimi oldugu goérulir [80].

miR160, Arabidopsis thaliana (turpgiller alt tiri) ve Oryza sativa (piring) gibi bitki
turlerinde tahmini ve deneysel olarak dogrulanmis ve korunmus bir mikro RNA tipidir
[81]. miR-160 kendi ekspresyonunu diizenlemek igin oksin yanit faktéri genlerinin
cevrilmemis (UTR / untranslated region) bolgeleri ile eslesme gosterip baglandig
tahmin edilmektedir [82]. Bu hedeflerden biri olan ARA 17 geni, bir miRNA direnci ile
karsi karsiya kaldigi zaman, cok sayida gelisimsel bozukluk bitkide gozlenebilir [83].
Ama o6zellikle, A. Thaliana’nin oksin yanit faktéri genleri gen yazilmasi sonrasi (post-
transcriptional) olarak mir-160 tarafindan dizenlendigi distnidlmektedir [83][84].

miR160’in polimorfizmlerine bakildiginda 141 farkh dizilimi oldugu gorilr [85].

miR171’in Arabidopsis'te korkuluk benzeri (SCL SCARECROW-LIKE (SCL) ) transkripsiyon
faktorlerinin ifadesini bastirmada, meristemlerin farkhlasmasini bastirmada roli vardir
[86]. miR171’in hedefi olan, klorofil biyosentezinde gorevli, korkuluk benzeri
proteinleri (SCL6 / 22/27) bilinmeyen bir mekanizma ile negatif yonde diizenledigi
gosterilmistir [87]. Toplam dort bitkide miR171 korunmus olarak bulunmaktadir ve A.
thaliana’da (g, piring ve Uziimde dokuz, kavakta ise on li¢ miR171 geni mevcuttur [88].

miR171’in polimorfizmlerine bakildiginda 212 farkli dizilimi oldugu gorilir [89].

miR396, Arabidopsis yapraklarindaki eski korunmus miRNA’lardan olup, hicre
¢ogalmasini kontrol etmek icin bilinen transkripsiyon faktorleri olan blylime

diizenleyici faktor (GRF) ailesine ait korunmus hedefleri diizenler [90].

Arabidopsis olarak, miR396 iki farkli tip miRNA (miR396a ve miR396b) kodlar ve dizi
analizileri ( ATceramidase benzeril, AT ceramidase benzeri 2 ve AT ceramidase benzeri
3) gibi lic seramidaz benzeri genin miR396’ya hedef olabilecegini gostermektedir [90].

miR396’nin polimorfizmlerine bakildiginda 134 farkli dizilimi oldugu gorilar [91].

mir2919 Oryza sativa (piringte), Prunus persica (seftalide), opium poppy (hashasta)
veya bazi diger tek ¢enekli bitkilerde bulunmus bir tirdir [78][92].

12



mir8123; Prunus persica (seftalide) ve Solanum tuberosum (patatestede) miR8123a ve

miR8123b olmak tzere iki ¢esidini bulunur [93][94].

2.1.5 miRNA’larin Transkripsiyonu

miRNA genlerinin transkripsiyonu genellikle RNA polimeraz tarafindan Il (Pol II)

gerceklestirilir [62][71].

Genellikle DNA dizisinin yakininda bir promotere baglanan polimeraz sa¢ tokasi
(hairpin loop) yapisina gelecek pri-miRNA’y1 kodlar. Elde edilen transkript 5 ucunda
Ozel olarak degisime ugramis nikleotit ile 6rtli 5 sapka(cap) eklenir, coklu adeninler
ile 3" uca poli A kuyrugu eklenir ve kesim yapilir. Hayvan miRNA'lari baslangicta yaklasik
80 nikleotid uzunlugunda, RNA stem loop parcasi olarak transkripsiyonu yapar, bu da
birincil miRNA (pri-miRNA) olarak adlandirilan bir kag¢ yiz nikleotid uzunlugundaki
miRNA 6n kismini olusturur [62][66].

2.2 Zeytin

2.2.1 Zeytinin Siniflandirilmasi

Zeytin (Olea europaea), su an kullanilan siniflandirma sistemlerine gore 20-29 cinse
sahip olan Oleaceae familyasina aittir. Olea cinsi, diger bitkilere kiyasla zor yetistirme
sartlarina sahip sahalardan cikan cesitli tir ve alt tirleri icermektedir. Bunlarin ¢ogu
callar ve agaclardan olusmaktadir. Zeytin bitkisinin siniflandirmasi Cizelge 2.1'de

gosterilmistir [95].
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Cizelge 2. 1 Zeytinin taksonomisi

Kingdom Plantae
Subkingdom Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Class Magnoliopsida
Subclass Asteridae

Ordo Lamiales
Familya Oleaceae
Genus Olea

2.2.2 0. Europaea’nin Diinyadaki Ve Tiirkiye’deki Yayilisi

Gunlimuzde zeytin agaclarinin % 98 kadar bulyik bir kismi Akdeniz (lkelerinde
bulunmaktadir. Akdeniz’in belli bash zeytin ireten Ulkeleri ispanya, italya, Yunanistan,

Turkiye, Tunus, Portekiz, Suriye, Fas ve Cezayir'dir [96].

Diinyada yaklasik 10 milyon hektar alan lzerinde ortalama 900 milyondan fazla zeytin
agaci oldugu duslintlmektedir. 2004 yili istatistiklerine gére 15.340.488 ton olan Diinya
zeytin Uretiminin % 98’i Akdeniz’e kiyisi olan Ulkelerden olusup, % 2’si ise diger
Ulkelerden saglanmaktadir. 2004 yili istatistiklerine gore, Diinya’da en fazla zeytin
treten ulkeler arasinda ispanya %29.7’ lik tretim ile ilk siradayken, italya ise %20.5’ lik
Uretimle blylk bir paya sahiptir; Yunanistan, Tirkiye, Tunus ise diger 6nemli zeytin

Ureticileri arasinda yer almaktadir [97].

Turkiyede Zeytin agaclarinin bolgelere gore olan dagilimi Sekil 2.2’de gdsterilmistir.
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Sekil 2. 3 Tlrkiye’de bolgelere gore zeytin agaclarinin dagihmi

Nanodrop; DNA, RNA, protein, peptid vs. maddelerin olglimlerinde miktar tayini igin
son zamanlarda kullanilan olduk¢a kullanish bir spektrofotometrik yontemdir.
Absorbans (optik yogunluk, OD) degerine bakilarak kullanilan bir teknikle 6l¢im
gerceklestirilir. Absorbans bir 1sinin absorblayici (sogurucu) bir ortamdan gectikten
sonraki degerinin gecmeden oOnceki degerine orani ile 6lgilir. Temel mekanizma
olarak, 1sinin ne kadarinin o ortamdan gecebildigini dlcerek mevcut ¢ozeltide ne kadar

madde miktari oldugunu tespit eder [98].

1 pl madde miktari ile yapilan 6lgim sonucunda absorbans degerlerine bakilarak
mikrolitrede nanogram cinsinden madde miktarina ulasilir. Bu sekilde alinan deger ile
niikleik asit miktari tespit edilir. Ayrica farkh dalga boylarinda gonderilen isinlara
bakilarak farkh absorbans degerleri olclliir. Bu Olgclim degerlerinin birbirlerine

oranlarina gére maddelerin ne derece uygun saflikta oldugu tespit edilir [98].

Zeytin (Olea europaea L. cv. Ayvalik cesidi) bitkisinden meyve (olgun ve ham) yaprak
(y1l sonu ve yil basi) olmak lizere daha dnce alti adet kiiglik RNA kitliphanesi kurulmus
ve ylksek verimli lllumina dizileme teknigi ile dizilenmistir. Biyoinformatik analizleriyle
93,526,915 gen okumasi yapilarak 22 miRNA ailesine ait 135 korunmus miRNA tespit
edilmistir. Buna ek olarak; zeytinde 38 yeni miRNA kesfedilmistir. Zeytin agaci

miRNA'larinin ifadesi alti farkh kitliphane arasinda bliyik olclide degisir [99].
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BOLUM 3

3.1 Bitki Materyali

MATERYAL VE METOD

Fide seklindeki Olea europaea Gemlik kiltivari Tirkiye Cumhuriyeti Tarim Bakanhgi

Yalova Atatiirk Bahge Kiltiirleri Merkez Arastirma Enstitlisi’nden temin edildi.

3.2 Tamponlar ve Cozeltiler

Cizelge 3. 1 Tampon ve ¢ozeltiler

Tampon veya ¢ozelti

Yapisi veya hazirlanma sekli

DEPC (Di Etil Piro
Karbonat)'li su

% 0,1’lik solusyonlari hazirlandi. Oda sicakliginda bir gece
bekletildikten sonra otoklavlandi.

Etanol

%75-80 stok soltisyonu hazirlandi.

Etidyum bromir (EtBr)

5 mg/ml EtBr’e steril molekuler biyolojik su ilave edildi.

MOPS (5X)

0,2 MOPS pH 7, 50 mM NaOH, 50 mM EDTA ve DEPC’ li su
bir gece inkiibe edildikten sonra otoklavlandi.

RNA yikleme ¢ozeltisi

1 mM EDTA, pH 8.0, %0.4 bromfenol mavisi ve %50 gliserol
karisimi, DEPC'’li su ilave edildi.

dNTP karisimi

10 mM dATP, dTTP, dGTP ve dCTP karisimi hazirlandi.

TBE ¢Ozeltisi (10X)

54 g Tris, 27,5 g Borik Asit, 20 ml 0,5 M EDTA, 1L saf suya
tamamlandi.

DNA yikleme ¢ozeltisi

250 mM Tris-HCl pH 7.5, %0.2 bromfenol mavisi, %0,2 ksilen
siyanol ve %40 gliserol karigimi
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3.3 Molekiiler Markerlar

Cizelge 3. 2 Molekiler markerlar

RiboRuler High Range RNA | 6000 bp, 4000 bp, 3000 bp, 2000 bp, 1500 bp, 1000 bp,
Ladder ( n/2ul) 500 bp ve 200 bp bantlari gézlenir.

Thermo Scientific
GeneRuler 100 bp DNA | 1X’lik TBE’de 1000 bp ile 100 bp arasinda toplam 10 bant
Ladder gozlenir.

3.4 Enzimler

Cizelge 3. 3 Enzimler

Taq polimeraz Qiagen Taqg DNA Polymerase
Ters transkriptaz ArrayScript™ reverse transkriptaz (RT)
3.5 Kitler

Cizelge 3. 4 Kitler

RNA izolasyon kiti miRCURY™ RNA Isolation Kit— Cell & Plant
cDNA sentez kiti miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR
Real-Time PCR AriaMX Real-Time PCR Sistem (Agilent Technologies, Inc.)
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http://tr.wikipedia.org/wiki/Y%C4%B1ld%C4%B1z_Teknik_%C3%9Cniversitesi_Elektrik-Elektronik_Fak%C3%BCltesi

3.6 Oligoniikleotidler

Cizelge 3. 5 Oligonukleotidler

Primerin Adi Primer Dizini

GSP1 miR-159f 5-GTGGGTTTGGATTGAAGGG - 3’
GSP1 miR-159r 5-GTGCAGGGTCCGAGG - 3’

GSP2 miR-160f 5-TTGTGCCTGGCTCCCTGT - 3’
GSP2 miR-160r 5-GTGCAGGGTCCGAGGT - 3’

GSP3 miR-171f 5-GTTTTGATTGAGCCGTGCC - 3’
GSP3 miR-171r 5-GTGCAGGGTCCGAGGT - 3’

GSP4 miR-396f 5-GTTGGGGTTCCACAGCTTT - 3’
GSP4 miR-396r 5-GTGCAGGGTCCGAGGT - 3’

GSP5 miR-2919f | 5’-TTTTTTTCCCCCCCCCCC - 3’
GSP5 miR-2919r | 5’-GTGCAGGGTCCGAGGT - 3’

GSP6 miR-8123f 5’- GTTTGGGAACACGGTAAC- 3

GSP6 miR-8123r | 5’- GTGCAGGGTCCGAGG- 3’

3.7 Malzemelerin Hazirlanmasi

RNA molekdlleri yapisindaki riboz sekerinin -OH grubu nedeniyle biyolojik ortamlarda
¢cokca bulunan ribonilikleaz enzimleriyle parcalanmaktadir. Bu nedenle RNA
izolasyonundan o6nce ortamdaki RNaz kontaminasyonunun kurtulmak icin DEPC

soltsyonu kullanilir.

RNA izolasyonundan o6nce kullanilacak havan ve havaneller, tim plastik ve cam
malzemeler % 0,1’lik DEPC’li suda bir gece bekletilir, daha sonra 1 atm basing altinda
121°C'de 60 dakika otoklavlanir. Yine benzer sekilde, RNA ile olan calismalarda
kullanilacak saf suya % 0,1 oraninda DEPC ilave edildi. Bir gece boyunca bekletilip 1

atm basing altinda 121°C’de 60 dakika otoklavlanir.
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3.8 Total RNA izolasyonu

3.8.1 Trizol izolasyonu Total RNA izolasyonu

Real Time PCR asamasina gecmeden 6nce total RNA'yi kontrol etmek amaciyla trizol ile

RNA izolasyonu asagidaki adimlara uyularak gergeklestirilir.

G20 zeytin hattindan alinan genc yaprak ornekleri sivi azot ve havan kullanilarak ezildi.
Sivi azot ile ¢oziinmesi engellenen ezilmis 6rnekler 50 mg olarak tartilir ve 2 ml’lik
eppendorf tlipe alinir. Tartilan 6rneklerin  bulundugu eppendorf tlipler sivi azot
Uzerindeyken 1 ml trizol tipe eklenir ve oda sicakliginda el ile galkalanarak karismasi
saglanir. Tipin duvarina yapisan ornekler icin spindown yapilir.Bir taraftan santrifij

4°C sicakhkta bosta dondurdlar.
Ornekler 10 dk 12000 g’de 4°C’de santrifiij yapilir.

Slpernatant yeni eppendorf tlipe aktarilir. 5 dk oda sicakliginda inkiibasyon yapilir.
Orneklerin tizerine 0.2 ml kloroform eklenir. 15 saniye kadar elle calkalanir. 2-3 dk oda

sicakhginda bekletilir. 12.000g’de 15 dakika boyunca 4°C sicaklikta santrifiij yapilir.

Ayrisma sonucunda (¢ faz olusur en Ustteki sivi faz RNA icerdiginden ayri bir tlipe

aktarilir.

Fazlarin toplaminin yaklasik yarisini siipernatant kismi olusturur. Ust faz RNA’yi orta faz
DNA’yi igerir. 0.5 pl %100 izopropanol eklenir ve 10 dk oda sicakliginda inkibasyon
yapilir. 4°C sicaklikta 12000 g’de 10 dk santrifiij yapilir.

Cokme gozlenmediginden ikinci santrifij 16000 g'de 10 dk daha ekstradan
gerceklestirilir. Cokme gozlenmediginden Ucilncl santrifiij 16500g’de 12 dk seklinde
gerceklestirilir. Cokme miktarini arttirmak icin son olarak dérdiinct santrifij 16500

g’'de 5 dk gerceklestirilir.

Ust sivi atilir ve tiipte yalnizca pellet kalir. Pellet bulunan tiipiin icine 1 ml %75’lik
DEPC’li etanol eklenir. Etanol ve pellet karisimi vorteks ile bir miktar karistirihr. 4°C

sicaklikta 7500 g’de 5 dk santrifiij yapilir.

Daha sonra lzerindeki slipernatant bosaltilir ve pellet laminar flow kabin iginde tlipin

kapagi acik olacak sekilde kurumaya birakilir. Kuruma isleminden sonra 45 pl RNaz’siz
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su eklenir ve birka¢ kez pipetleme yapilir. 55°C sicakliktaki inkibatorde 10-15 dk

sureyle inkibasyona birakilir.

3.8.2 miRCURY™ RNA Isolation Kiti ile izolasyon

50 mg bitki yapragi veya 5x10° bitki hiicresi ile bitki hiicresinin tGzerini kapatacak kadar
uygun miktarda sivi nitrojen havana konur. Ornek ince toz haline gelinceye kadar sivi

nitrojende havaneliyle doévilir.

Dondurulmus 6rnek kullanilirken dévme isleminde bitki yapraginin ¢éziinmesine izin

verilmeden, sivi nitrojenin buharlasmasina miisaade edilir.

Kit icinde bulunan 600 ul lizis solisyonu bitki 6rnegi lzerine eklenir ve 6rnek
homojenize olana kadar 6glitmeye devam edilir. Lizat RNA’yl pargalayan RNaz’larin

bulunmadigi mikrosantrifij tliptne tasinir.

Lizat 2 dk 14000 g'de dondiriliir. Siipernatant baska bir RNaz'siz mikrosantrifij

tlplne aktarilir. Sipernatant hacimleri not edilir.

Daha once slpernatantta olcilmis hacimlere esit miktarda %70 etanol eklenir ve

vortekslenir.

Toplama tiplindeki numune kolona toplanir. 1 dk sireyle 3500 g’de santrifij edilir.

Eger tim lizat miktari toplama tlipline gecmediyse ek olarak 1 dk 14000 g’'de santrifiij

yapihr.

Kolondan gecenler uzaklastirilir ve kolonla toplama tiipl yeniden birlestirilir. Eger lizat

miktari 650 ul’yi asiyorsa kalan lizat kolona yiklenir ve 1 dk 3500 g’de santrifiij yapilir.

400 pl yikama sollisyonu kolona yiiklenir ve 1 dk 14000 g’de santrifiij edilir. Yikama
solisyonunun tamaminin kolondan ge¢mesi saglanir. Eger gegcmediyse ek olarak 1 dk
daha 14000 g’'de santrifiij yapilir. Kolondan gecenler uzaklastirilir ve kolon ile toplama

tlpl yeniden birlestirilir.

400 pl yikama solisyonu eklenerek ve 1 dk 14000 g’de santrifiij yapilarak kolon 2 kez
daha yikanir. Kolondan gecenler uzaklastiriir ve kolon ile toplama tipl yeniden
birlestirilir. Rezinler iyice kurumasi 14000 g’'de 2 dk santriflj yapilir ve toplama tiipu

uzaklastirtlir.
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Kolon kitin iginde bulunan 1.7 mL’lik temiz ellisyon tupine yerlestirilir. 50 pl ellsyon

tamponu kolona eklenir ve 2 dk 200 g’de santrifiij yapilr.

Daha sonra 14000 g’de 1 dk santrifij yapilir. Kolondan eliie edilen miktar not edilir.

Eger 50 ul’'nin tamami elle edilemezse kolon 14000 g’'de 1 dk daha ek bir santrifij
yapilir.

Maksimum miktarda RNA elde edilebilmesi i¢in eliisyon basamagi tekrarlanir. RNA’nin
dilisyona ugramamasi igin ellsyonlar tekrarlandiginda numuneler farkl tiplerde
toplanir. RNA orneklerinin diliisyona ugramasindan kaginmak igin bir kez ellisyon
yapilir. Saflastirlan RNA oOrnegi -20°C'de gilinlerce saklanir. Daha uzun siireler

stoklanacak RNA’lar ise -70°C’de tutulur.

3.9 RNA Analizi

3.9.1 Formaldehit Jelinin Hazirlanmasi

Tim elektroforez ekipmanlari DEPC'li su ile temizlendi. %1’lik jel hazirlamak igin 0,5 g
agaroz (Applichem) ve 10 ml 5X MOPS, 31,25 ml DEPC’li suda mikrodalgada ¢ozilir.
Daha sonra karisim 60°C’ye sogutulur. icerisine etiivde 60°C’ye isitilmis 8,75 ml

formaldehit ilave edilip, jel tabagina dokilir.

3.9.2 Formaldehit Jeli igin RNA Orneklerinin Hazirlanmasi

4,5 pl RNA'ya (1 pl RNA+ 3,5 pl DEPC'li su), 2 pl 5X MOPS, 3,5 pl formaldehit, 10 pl
formamid ve 0,5 ul Etidyum bromir ilave edilir. 55°C’'de 15 dakika inkibasyona

birakilir. Bu karisima 2 ul yikleme tamponu ilave edilir ve 6rnekler jele yiklenir.

Total RNA’lar MOPS ile hazirlanmis jele, 1X MOPS tamponu igindeyken yiklenir.
Hazirlanmis %1’lik jel de 75V’da 60 dakika elektroforez edilir.

3.9.3 RNA miktar Tayini

izole edilen toplam RNA’nin tespiti icin Nanodrop spektrofotometre cihazi kullanilir.

Boylece RNA miktarlari ve kalitesi tespit edilmis olur.
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3.10 miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR kit ile cDNA sentez

miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR kit protokoliine uyularak cDNA sentez

adimlari gergeklestirilmistir.
Her bir hedef RNA 6rnegi niikleazsiz su kullanilarak 5 ng/ul konstrasyona ayarlanir.

5X reaksiyon tamponu: 5X reaksiyon tamponu nikleazsiz su ile yavasca ¢cozilir ve
beklemeden buz tzerine konulur. Vortekslemek suretiyle karistirma islemi

gerceklestirilir.

UniSP kullanimi (RNA spike-ins): Uni Sp6 RNA spike-ins tip iginde 80 ul niikleazsiz su
kullanarak stispanse edilir. Santrifiijde bir tur déndurerek karigsmasi saglanir. RNA

spike-ins’in tamaminin ¢éziinmesi igin buz tizerinde 20-30 dk birakilir. Numune -
20°C’de saklanir. RT reaksiyonundan 6nce 1pl sentetik spike-ins (108 kopya/ul) her 20

ng RNA drnegine eklenir.

Reaktifler cizelgede belirtildigi oranlarda karistirilir. Karistirma islemi baslangicta

pipetajla yapilir. Daha sonra spin down yapilarak karistirma islemi tamamlanir.

Cizelge 3. 6 Reverse Trankripsiyon Reaksiyon Kurulumu

Reaktif RT Reaksiyonu icin Hacim(pl)
5X reaksiyon tamponu 2
Nikleazsiz Su 4,5
Enzim Karigimi 1
Sentetik RNA Spike ins 0,5
Template Total RNA (5ng/pul) 2
Toplam Hacim 10
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Karistirilan reaktiflere 60 dk 42°C’de inkibasyon yapilir. Daha sonra 5 dk 95°C’de
reverse transkriptaz enzimi isi ile inaktive edilir. Devaminda beklemeden 4°C'de

sogutma islemi yapilir. Ornekler +4°C’de saklanir veya -20°C’de dondurulur.

3.11 Reverse Transkripsiyon (RT PCR)

Bitkilerde daha 6nce tespit edilmis olan miR-159, miR-160, miR-171, miR-396, miR-
2919 ve miR-8123 isimli literature girmis bu korunmus miRNA 6rnekleri igin ileri ve geri

olmak Uzere alti farkl primer gifti kullanild.

200 pl’lik PCR tipd icine ileri ve geri primerlereden 1’er ul, cDNA 6rneginden 1 pl,

RNaz’siz sudan 17 pl ve master mix PCR karisimindan 5 pl ekleyip spin down yapllir.

Yapilan karisim c¢izelgede belirtilen sicaklikta ve slirelerde polimeraz zincir

reaksiyonuna tabi tutulur.

Cizelge 3. 7 Polimeraz Zincir Reaksiyon Donglsu

Sicaklik Siire Déngli Sayisi islem
94°C 3 dk 1 Baslangi¢
denatiirasyonu
94°C 30 sn Denatlrasyon
56°C 40 sn 35 Baglanma
72°C 1dk Uzama
72°C 10 dk 1 Bitis

0.4 gr agaroz, 40 ml TBE veya TAE, 1.6 ul EtBr, maddelerinin karisimiyla agaroz jel
¢Ozeltisi hazirlanir. Agaroz ve TBE ¢0zeltisi bir erlenin icine konulur ve mikrodalga firin
icinde kaynamasina misaade edilmeden yaklasik 4 dk boyunca isitilir ¢éziinmesi

saglanir. Karisim ¢ok calkalanmayarak jelin diizglin polarize olmasi saglanir.
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Sicak olan karisim oda sicakligina alinarak sogumasi saglanir. Jel heniiz donmadan
ihkken EtBr, boyasi eklenir. Daha sonra c¢ok hafifce alkalanarak boyanin her yere
homojen karigmasi saglanir. Devaminda hig beklemeden jel taraklari yerlestirilmis olan
jel tabagina karisim dokulir ve donmasi icin beklenir. Jel donduktan sonra jel taraklari

cikarilir boylece jel Gzerinde kuyucuklar olusmus olur.

Jel tabag elektroforezin yapilacagl tamponla dolu elektroforez tankina yerlestirilir.
Tamponun iginde bulunan jele marker DNA esliginde cDNA’dan ¢ogaltilan PCR Urlnleri
yerlestirilir. En bastaki kuyucuga yiklenen marker DNA ¢ozeltisi; 4 pl molekiler
biyolojik su, 1 pl boya ve 1 ul ladder DNA (bilinen farkh boyutlardaki DNA karisimi)
karistirilarak hazirlanir. Ornekler ise 4 pl PCR {riinii ve 1 pl boyanin karistiriimasiyla

hazirlanir ve kuyulara yiklenir.

3.12 Real Time PCR (gPCR)

3.12.1 Orneklerin Hazirlanmasi

miR-159, miR-160, miR-171, miR-396, miR-2919 ve miR-8123 miRNA ileri primerleri 10
MM konsantrasyona seyreltilir. Her bir hedef RNA 6rnegi nikleazsiz su kullanilarak 5

ng/ul konstrasyona ayarlanir.

12.5 pl gPCR master mix, 1 pl miRNA’ya 6zgu ileri primer, 1 ul evrensel geri primer,
0.33 ul ileri primerler (miR-159, miR-160, miR-171, miR-396, miR-2919 ve miR-8123
miRNA) ve toplam hacmi 25 pl'ye tamamlamak igin 10,17 ul nikleazsiz molekiler

biyolojik su karisimi hazirlanir.

3.12.2 qPCR islemi

Zeytin icin kullanilan primerler (miR-159, miR-160, miR-171, miR-396, miR-2919 ve
miR-8123 miRNA) ile Exicon kit izolasyon Urinlerinin olan G20Z1 ve G20Z2’'nin RNA’lari
kullanilir. Karisim kopirmeyecek sekilde yavasca karistirilir ve PCR plate’ine eklenir.
Hazirlanmis karisimlarin oldugu her bir kuyucuga RNA 6rneginden 1 pl kadar eklenir.
Yine yavasca karistirilarak koplk olmasi engellenir. Karisimlarin oldugu plate cihaza

yerlestirilir. Cihaza yerlestirilen 6rnekler cizelgedeki donglye tabi tutulur.
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Gizelge 3. 8 qPCR donglisu

Sicakhk Siire Dngli Sayisl islem
95°C 10 dk 1 Baglangig
Denatirasyonu
95°C 10 sn Denatlrasyon
58.5°C 15 sn 40 Baglanma
72°C 20 sn Uzama
95°C 30 sn Denatlrasyon
65°C 30 sn ! Baglanma
95°C 30 sn Uzama
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BOLUM 4

SONUCLAR

4.1 Total RNA'nin izolasyonu

Exicon kiti ve Trizol ile izolasyon yapilarak; G20 genc¢ zeytin yaprak orneklerinde
bulunan total RNA’larin tespiti amaglanmisti. Exicon kiti ile yapilan RNA izolasyonundan
sonra MOPS ile hazirlanan formaldehit jeline 6rnekler yiiklendi ama jelde goérinti
alinamadi. G20 zeytin hattinin geng zeytin yapraklarindan izole edilen miRNA
orneklerinden 1’er pl 6rnek alinarak Nanodrop spektrofotometre cihazinda miktar
tayini yapildi ve Nanodrop cihazindan sonug alinabildi. Ayni érneklerden yapilan iki
izolasyonun sonucunda G20Z1 ve G20Z2 isimli iki numune icin Cizelge 4.1'deki sonuclar

elde edildi.

Cizelge 4. 1 miRNA’larin miktar tayini

Sample Name dge dleic / )26 0D ) athieng Dilution

1|62z 16.05.10 w3 |20 2,02 4719 |18 |93 |-08t6 |02 |1,000
#1:13
G202
2 16.05.10 8428|213 2,70 1,008 4585 |33 |10 [o1:2 |00
14:12:40

Alinan verilere gére G20Z1 ornegi icin nikleik asit miktari 1 ul hacimde 221,38 ng
olarak belirlendi. OD 260/280 orani 2,05 ve OD 260/230 orani ise 2,02 olarak belirlendi.

G20Z2 ornegi icin nikleik asit miktari 1 pl hacimde 484,28 ng olarak belirlendi. OD
260/280 orani 2,13 ve OD 260/230 orani ise 2,70 olarak belirlendi.
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izolasyonun ardindan RNA jeli olan formaldehit jeli hazirlandi ve ayni izolasyon {riinii
iki defa jele yuklendi. UV 1sik altinda tespit edilen 1s5ma sonucunda Sekil 4.1 ’nin

gorintisu elde edildi.

eytin Zeytin

Sekil 4. 1 Trizol Tim RNA izolasyonunun Formaldehit Jel goriintisu

4.3 miRNA’larin izolasyonu ve analizi

Tek bir 6rnek ve tek bir doku olarak daha dnce EST kutluphanesi yapiimis olan G20
zeytin hattinin gencg zeytin yapraklari kullanilmistir. G20Z1 ve G20Z2 olarak adlandirilan
iki numune de tamamen ayni Orneklerle ve ayni izolasyon protokolli kulanilarak
yapilmistir. Sadece miRNA izolasyon kitin son asamasindaki ellisyon basamaginda
G20Z1 ornegine elisyon tamponunun tim hacim konularak 6rnek tek seferde eliie
edilmistir. G20Z2 6rneginde ellisyon tamponunun hacimi yari yariya konularak iki

seferde ellisyon islemi gerceklesmistir.
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4.1 Reverse Transkripsiyon (RT PCR)

Reverse transkripsiyon islemi ile miRNA’larin cDNA’ya cevrilesi asamasinda; Exicon
kitiyle elde edilen G20Z1 ve G20Z2 adl iki 6rnek icin nanodrop verilerine bakilinca,
miRNA miktari yiksek olan G20Z2 kodlu 6rnek cDNA’ya ¢evrimde kullanilacak numune

olarak secildi.

PCR Urlnleri agaroz jele yiklendiginde primerlerin yanls bolgelere baglanmasi sonucu
istenen bolgeye 0zgl spesifik cogaltimlar yerine istenmeyen (non-spesifik) cogaltimlar
gerceklesebilir. Bunun disinda primerler istenen bolgelere baglanmak vyerine
birbirlerine komplementarite olusturabilir ve birbirlerine baglanarak istenmeyen
primer dimerleri meydana getirebilirler. Bu gibi durumlarda miRNA’larin cDNA
eldesinden uretilen PCR driinleri ¢ok kisa diziler oldugundan olusabilecek primer
dimerlerden ayirt edilemeyebilirler. Bu dizilerin gercekten miRNA olup olmadigini
anlayabilmek i¢in kuyulardan birine icinde hig¢ niikleik asit konulmamis bir PCR Grlinu
ylklenir. Normal sartlarda negatif kontrolde hicbir bantin gézlenmemesi beklenir. Eger
ki negatif kontrolde kiiglik boyuttaki bantlar olusuyorsa, o kisa dizilerin aslinda miRNA
olmadigi, istenmeyen non-spesifik cogaltimlar veya primerlerin birbirine baglanmasiyla

olusan primer-dimerler oldugu séylenir [100].

Alti farkh primer cifti (miR-159, miR-160, miR-171, miR-396, miR-2919 ve miR-8123) ile
olusturulan cDNA’larin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) sonucunda olusan PCR
Urlnleri ve icerisine cDNA konulmamis PCR Urlini olan negatif kontrol (NK), boya ile
birlikte ve bas kismindaki ladder esliginde elektroforez edildi. Yalnizca UV 1sik altinda

tespit edilen 1sima sonucunda Sekil 4.2’nin gorintisi elde edildi.
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NK miR159 miR8123 miR2919 miR396 miR171 miR160 miR159 Ladder

Sekil 4. 2 cDNA PCR jelde ylirime gorintisu

4.2 Real Time PCR Sonuglari

G20Z2 o6rneginin cDNA’sinin miR159 primeriyle Real Time PCR yapilmasi sonucunda;

Cogaltim grafigininde (Sekil 4.3) o6rnek mor, negatif kontrol ise mavi renkte ifade

edildi.

Erime egrisi (Sekil 4.4) grafiginde de yine 6rnek mor, negatif kontrol ise mavi renkte

ifade edildi.

Bu primer ile yapilan ¢ogaltimda Cq: 19.27 ve Tm :79.50 olarak 6lglildi (Cizelge 4.2).
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Sekil 4. 3 miR159 Real Time PCR Cogaltim Grafigi
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Cizelge 4. 2 miR159 Real Time PCR Cq ve Tm degerleri

Type
A9 Unknown
A10 Unknown

. Cq
Dye Target Replicate .
(-R'(T))
SYBR SYBR - 19.27
SYBR SYBR - No Cq

Tm
Product 1 (-R'(T))

79.50

68.00

G20Z2 6rneginin cDNA’sinin miR160 primeriyle Real Time PCR yapilmasi sonucunda;

Cogaltim grafigininde (Sekil 4.5) ornek yesil, negatif kontrol ise pembe renkte ifade

edildi.

Erime egrisi (Sekil 4.6) grafiginde de yine 6rnek yesil, negatif kontrol ise pembe renkte

ifade edildi.

Bu primer ile yapilan cogaltimda Cq: 23.84 ve Tm: 82.00 olarak 6l¢ildi (Cizelge 4.3).
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Sekil 4. 5 miR160 Real Time PCR Cogaltim Grafigi
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Sekil 4. 6 miR160 Real Time PCR Erime Egrisi
Cizelge 4. 3 miR160 Real Time PCR Cq ve Tm degerleri
Well Well Dye Target Replicate Cq Tm
Type (-R'(T)) Product 1 (-R'(T))
B9 Unknown SYBR SYBR - 23.84 82.00
B10 NTC SYBR SYBR - No Cq 65.00

G20Z2 6rneginin cDNA’sinin miR171 primeriyle Real Time PCR yapilmasi sonucunda;

Cogaltim grafigininde (Sekil 4.7) oOrnek mavi, negatif kontrol ise pembe renkte ifade

edildi.

Erime egrisi (Sekil 4.8) grafiginde de yine 6rnek mavi, negatif kontrol ise pembe renkte
ifade edildi.

Bu primer ile yapilan ¢ogaltimda Cq: 24.82 ve Tm: 88.00 olarak o6lclildi (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4. 4 miR171 Real Time PCR Cq ve Tm degerleri

Well Well Dye Target Replicate Cq Tm

Type (-R'(T)) Product 1 (-R'(T))
C9 Unknown SYBR SYBR -—- 24 .82 88.00
c10 NTC SYBR SYBR --- 37.89 81.50

G20Z2 6rneginin cDNA’sinin miR396 primeriyle Real Time PCR yapilmasi sonucunda;

Cogaltim grafigininde (Sekil 4.9) 6rnek mor, negatif kontrol ise sari renkte ifade edildi.

Erime egrisi (Sekil 4.10) grafiginde de yine 6rnek mor, negatif kontrol ise sari renkte

ifade edildi.

Bu primer ile yapilan ¢ogaltimda Cq: 25.74 ve Tm: 81.50 olarak 6l¢uildi (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4. 5 miR396 Real Time PCR Cq ve Tm degerleri
Well Well Dye Target Replicate Cq Tm
Type (AR) Product 1 (-R'(T))
E12 Unknown SYBR SYBR --- 25.74 81.50
G12 NTC SYBR SYBR --- No Cq 68.00

G20Z2 o6rneginin cDNA’sinin miR2919 primeriyle Real Time PCR yapilmasi sonucunda;

Cogaltim grafigininde (Sekil 4.11) 06rnek sari, negatif kontrol ise mavi renkte ifade

edildi.

Erime egrisi (Sekil 4.12) grafiginde de yine 6rnek sari, negatif kontrol ise mavi renkte

ifade edildi.

Bu primer ile yapilan ¢ogaltimda Cq: 24.49 ve Tm: 81.50 olarak 6lglildl (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4. 6 miR2919 Real Time PCR Cq ve Tm degerleri

Well Well Dye Target Replicate Cq Tm

Type (-R'(T)) Product 1 (-R'(T))
E9 Unknown SYBR SYBR -—- 24.49 81.50
E10 NTC SYBR SYBR --- No Cq 65.00

G20Z2 orneginin cDNA’sinin miR8123 primeriyle Real Time PCR yapilmasi sonucunda;

Cogaltim grafigininde (Sekil 4.13) oOrnek sari, negatif kontrol ise mavi renkte ifade

edildi.

Erime egrisi (Sekil 4.14) grafiginde de yine 6rnek sari, negatif kontrol ise mavi renkte

ifade edildi.

Bu primer ile yapilan ¢cogaltimda Cq: 26.65 ve Tm: 86.00 olarak ol¢ildi (Cizelge 4.7).
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Cizelge 4. 7 miR8123 Real Time PCR Cq ve Tm degerleri
Well Well Dye Target Replicate Cq Tm
Type (-R'(T)) Product 1 (-R'(T))
F9 Unknown SYBR SYBR - 26.65 86.00
F10 NTC SYBR SYBR --- No Cq 67.50

miR396 primeri ile yapilan Real Time PCR {irlin; reaksiyon sonrasinda kontrol amaciyla

agaroz jelin iki kuyucuguna yiklendi ve UV isini altinda goriintiisi elde edildi (Sekil
4.15).
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BOLUM 5

TARTISMA VE ONERILER

miRNA izolasyonundaki G20Z1 ve G20Z2 olarak adlandirilan iki numune de tamamen
ayni 6rneklerle ve ayni izolasyon protokoli kulanilarak yapilmisti. Fakat sadece miRNA
izolasyon kitin son asamasindaki eliisyon basamaginda G20Z1 o6rnegine eliisyon
tamponunun tim hacim konularak érnek tek seferde ellie edilmisti. G20Z2 6rneginde
elisyon tamponunun hacimi yari yariya konularak iki seferde ellsyon islemi
gerceklesmisti. Bu islem sonucunda spektrofotometrik miktar tayin cihazi olan
nanodrop verilerine bakildi ve G20Z2 6rneginden izole edilen miRNA miktari, G20Z1

orneginden izole edilen miRNA miktarinin 2 katindan fazla olarak belirlendi.

Bu durum miRNA kiti ile izolasyonunun son asamasindaki ellisyon basamaginda; tek
seferde vyapilan elisyonun verimi dastrdigld, vyari hacimle islem 2 defa

tekrarlandiginda ise verim olarak daha iyi sonug alindigini gosterir.

Trizol ile izolasyon yapilarak; G20 geng zeytin yaprak oOrneklerinde bulunan total

RNA’lar, RNA jeli olan formaldehit jelinde gorintilendi.

Exicon kiti ileTotal RNA izolasyonu yapildiktan sonra MOPS ile hazirlanan formaldehit
jeline ornekler yiiklenmisti. Fakat jelde goriintli alinamamisti. Bu durumun sebebinin
RNA’larin yeterli bliylklikte olmayisi ve cDNA’ya cevrilmediginden yeteri kadar saglam
olmayan RNA’larin jelde gorintileme isleminde vyapilarinin bozulmasi oldugu

dislnulda.
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Nanodrop spektrofotometre cihazinda alinan verilere gére G20Z1 6rnegi icin nikleik
asit miktari 1 pl hacimde 221,38 ng olarak belirlendi. OD 260/280 orani 2,05 ve OD
260/230 orani ise 2,02 olarak belirlendi.

G20Z2 ornegi icin nikleik asit miktari 1 pl hacimde 484,28 ng olarak belirlendi. OD
260/280 orani 2,13 ve OD 260/230 orani ise 2,70 olarak belirlendi.

Ayni 6rneklerden yapilan iki izolasyonun sonucunda G20Z1 ve G20Z2 isimli iki 6rnegin

miktar verimi izolasyonun son asamasindaki ellisyon basamagi ile iliskilendirildi.

Proteinler 280 nm dalga boyunda absorbanslandigindan miktarinin élgiimu igin 280 nm
dalga boyunda 6lgctimler gergeklestirilir. Ayrica nikleik asitlerin madde miktarlarinin ne
derece saf olduklarini 6lcmekte de belirli oranlar kullanilir. Axso/A2s0 orani nuikleik

asitlerden RNA safligina bakilirken ise yaklasik 2,00 oranini vermelidir.

Peptidler, karbonhidratlar, fenolik ve aromatik bilesikleri 6lgmek igin ise 230 nm dalga
boyundaki absorbansa bakilmalidir. Bu deger olusan kontaminasyon hakkinda bilgi

verir. Saf orneklerde Aze0/A230 orani yaklasik 2,2 degerinde olmalidir.

Bu degerlerden yola ¢ikarak; orneklerin uygun saflikta oldugu, miktar ve kalite

acisindan yeterli oldugunu séylenir.

Trizol ile yapilan izolasyon sonucundan; MOPS jel goriintisiine gore, RNA kalitesinin iyi
olmadigina karar verildi. Exicon kiti ile yapilan RNA izolasyonu sonucunda; Nanodrop
spektrofotometre cihazinin yaptigi miktar tayinine gore, yeterli kalitede RNA izole
edildigi tespit edildi. Bu sebepten dolayl deneye Exicon kitiyle izole edilen RNA ile

devam edildi.

Reverse transkripsiyon islemi ile miRNA’larin cDNA’ya ¢evrilesi asamasinda; G20Z1 ve
G20Z2 adl iki 6rnek igcin nanodrop verilerine bakilinca, miRNA miktari yiksek olan

G20Z2 kodlu 6rnek cDNA’ya cevrimde kullanilacak numune olarak segcildi.

miR-159, miR-160, miR-171, miR-396, miR-2919 ve miR-8123 olmak Uzere alti farkl
primer cifti ile olusturulan cDNA’larin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) sonucunda
olusan PCR drinlerinin hepsi 100 bp’lik marker DNA bantinin altinda bant verdi. Bu
cDNA’lar kisa yapidaki miRNA’lardan cogaltildigl icin agaroz jelde dogru yerde bant

gdzlendi. icerisine cDNA konulmamis PCR (iriinii olan negatif kontrolde (NK) ise hic
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bant gorilmedi. Bu durum gorilen bantlarin, primerlerin birbirine baglanmasi sonucu
olusan primer-dimerler olmadigini ya da olusan g¢ogaltimin istenmeyen bir ¢ogalma

(non-spesifik baglanma) olmadigini gosterir.

UV 1sik altinda gorilen 1sima sonucunda agaroz jelde ¢cDNA bantlarn gorilir. Bu
gorintinin sebebi EtBr; (etidyum bromir) boyasinin DNA dizisinde bazlar arasina

girmesiyle olur.

G20Z2 6rneginin cDNA’sinin miR159 primeriyle Real Time PCR yapilmasi sonucunda;
Cogaltim grafigininde (Sekil 4.3) 6rnek mor, negatif kontrol ise mavi renkte ifade
edilmisti. Mor renkli ¢izgiye bakildiginda dizgin bir Ustel (exponansiyel) grafik

goralurken, mavi renkli negatif kontrol gizgisine bakildiginda ¢gogalma olmadigi séylenir.
Bu durum diizgiin bir Real Time PCR oldugunu miR159’un ¢ogaltildigini gosterir.

Erime egrisi (Sekil 4.4) grafiginde de yine 6érnek mor, negatif kontrol ise mavi renkte
ifade edilmisti. Burada da tek pik’in oldugu gorilir. Tm:79.50’'de miR159’a ait pik

bulunur.

Bu primer ile yapilan ¢ogaltimda Cq: 19.27 ve Tm:79.50 olarak o6l¢lilmisti (Cizelge 4.2).
Cq degeri; esik degeri ile grafigin ivmelenerek arttigi kismindaki cizgilerin cakisma
noktasinin iz disiimine bakilarak bulunur. Esik degeri ise grafikte olusabilecek ve
grafikte g6z ardi edilmesi gereken kiiclik kimildamalari elimine etmek icin, grafige gore
belirlenen degerdir. Esik degeri ¢ogaltim grafiginde (Sekil 4.3) kalin koyu mavi ¢izgi
seklinde gorilmektedir. Cq ve Tm cizelgesine bakildiginda negatif kontrolde ¢ogalma
olmadigi gorilir (Cizelge 4.2) Bu verilere dayanarak miR159’un ¢ogaltiminin basarih

oldugu soylenir.

miR160 primeri icin olan grafiklerden, cogaltim grafigine (Sekil 4.4) bakildiginda;
Urlintn dazglin pik verdigini, negatif kontrolde ise cogalma goriilmedigini soyleriz. Bu
durum istenen Uriniin cogaldigini gosterir. Fakat; erime grafigine (Sekil 4.5)
bakildiginda; Griinde biri blyik (Tm: 82.00) biri kiiciik (Tm: 65.00) olan iki pik oldugu
gorilir. Uriinde olusan kiiciik pik kontaminasyon sonucu 8zgiin olmayan (non-spesifik)
bir baglanma oldugunu dusiindirir. Fakat ayni kicik pik’in negatif kontrolde de
gorilmesi primer dimer olusmus oldugunu gosterir. Cq ve Tm c¢izelgesine bakildiginda

negatif kontrolde dikkate deger bir cogalma olmadigi goruliir (Cizelge 4.3). Sonucta bu
42



plate’de istenen 6rnek cogalmistir ama az miktar da olsa primer dimer olusumu

gozlenmistir.

miR171 primeri igin olan ¢ogaltim grafigine (Sekil 4.6) gore; 35. dongiiden sonra negatif
kontrolde ¢ogalma gorilmis. Bu durum plate’te kontaminasyon oldugunu gosterir.
Erime egrisi grafigine de bakildiginda iki pik’in oldugu gériiliir. Oncesindeki (Tm: 81.50)
pik kontaminasyon sonucu disaridan gelen DNA ile olan baglanmayi, sondaki buyuk pik
(Tm: 88.00) ise istenen baglanmay ifade eder. Burada Cq ve Tm cizelgesine
bakildiginda (Cizelge 4.4) negatif kontrolde ¢ogalma gorilmistir. Dolayisiyla deneyin

tekrar edilmesi gerekir.

miR396 ve miR 2919’un grafiklerine bakildiginda negatif kontrollerinde cogalma

olmadan dizgiin bir sekilde miRNA’larin ¢cogaldigi goriliir.

Real Time PCR’dan sonra miR396 primerli 6rnek igin agaroz jel elektroforezi yapilmistir
ve UV altinda alinan goriintiide (Sekil 4.16) beklendigi gibi 100 bp civarindaki

uzunlukta 6rnek tespit edilmistir.

miR8123 icin ise ¢ogaltim grafigine bakildiginda olusan pik’in diizglin oldugu fakat;
erime egrisinde olusan pik’in temiz olmadigi, dncesinde cikinti (Tm: 83 ‘de) olusturdugu

gozlenir. Bu deney tekrar edilmese bile agaroz jeldeki goriintisi kontrol edilebilir.

Cq degerleri Real Time PCR’da baslangictaki madde miktarlar hakkinda bilgi verir. Cq
degeri ne kadar kulglkse ¢ogaltimdaki artis o kadar erken bir dongl sayisinda yasanmis
demektir. Bu da kiglk Cqg degerine sahip 6rnegin daha c¢ok baslangic materyali
tasidigini gosterir. Bu calismada sadece yaprak dokusu kullaniimis olsa da Cq degeri;

farkli dokularin baslangi¢c materyalini kiyaslamak icin kullanilir.
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