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ONSOZ

Kizilgam (Pinus brutia Ten.) “Tiirkiye Milli Agag¢ Islah1 ve Tohum Uretimi
Program1 Kapsaminda” 1slah programina alinmis agag tiirlerinin basinda gelmektedir.
Orman agaglarinda verimliligin arttirtlmasi, hizli gelisen biyotik ve abiyotik
etkenlere kars1 direngli genotiplerin bulunmasi ve 1slahi ile saglanabilir. Genetik 1slah
yoluyla degisik odun zararlis1 boceklere, ¢esitli hastaliklara, kurakliga ya da soguga
dayanikliligin artirilmasi saglanabilir ve iistlin 6zellikli bireyler elde edilerek bunlar

genis alanlara ekilip dikilebilir.

Bitkilerin boceklere karsi direng gostermelerini saglayan etkenlerden birisi
bunlarin icerdikleri cok c¢esitli sekonder metabolitlerdir. Son yillarda, sekonder
metabolitlerin sentezinden sorumlu olan biyosentetik yolaklarda sitokrom P450’lerin
anahtar enzimler olduklari bulunmustur. Kizilcamda en 6nde gelen bocek zararlisi
cam kese bocegidir ve bu bdcek ile terpenler arasindaki iligkileri ele alan ¢alismalar
son yillarda ivme kazanmustir, ancak bu etkilesimde sitokrom P450 enzimlerinin
etkisini ele alan ¢alisma heniiz bulunmamaktadir. Bu ¢alismamizda bocek direncinin
olusmasinda rol aldigini diisiindiiglimiiz sitokrom P450 enzimlerinden CYP720B

geni klonlanarak, rolii molekiiler diizeyde arastirilmistir.

Arazi ¢alismalari, Cevre ve Orman Bakanligi, Orman Agaglar1 ve Tohumlari
Islah Arastirma Midiirliigi (ORTOHUM) tarafindan 1992°de kurulmus olan bir
klonal tohum bahgesinde gerceklestirilmistir. Deneysel asamalarin tamami
Pamukkale Universitesi Biyoloji Boéliimii Biyokimya ve Molekiiler Toksikoloji
Laboratuarinda gergeklestirilmistir. Gerekli maddi destek Pamukkale Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Biriminden (Proje No: 2010FBE023), 109R012 ve
110T976 no’lu TUBITAK projelerinden saglanmistir.

Doktora tez konumun sekillenmesinde bana destek olan, tim olumsuzluklara
ragmen beni bu konuda cesaretlendiren, bana inanan ve asistanliga basgladigim ilk
giinden beri akademik durusu ve etigi bana her firsatta benimseten ve arastirma
laboratuarinin tiim imkanlarini1 bana sonuna kadar sunan danisman hocam Prof. Dr.
Alaattin SEN’e, yapict elestiri ve Onerileriyle degerli katkilarda bulunan tez jiiri
iiyelerime, arazi ¢alismalari ve numune teminindeki 6zverili ¢alismalar1 ve destegi
icin esim Dr. Giirkan SEMiZ’e, zorlu laboratuar ¢alismalarim esnasinda benden
manevi desteklerini higbir zaman eksik etmeyen ve zor anlarimda yanimda olup bana
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KISALTMALAR

A (Ala)
ALP
AJE
APS
attB
attL
attP
attR

be
BCA
BCIP
BSA

C (Cys)
CaC|2
cDNA
cm

CO
CPR
CTAB
CYP450
CYP720B
D (Asp)
Da

dk

DTT
DEA
DEPC
DMAPP
DNA
dNTP
DRA

E (Glu)
€-ACA
EC

E. coli
EDTA
ER
EtBr

F (Phe)
FAD
FMN
FPP

: Alanin

. Alkali fosfataz

: Agaroz jel elektroforezi

: Amonyum persiilfat

. Bakteri ile birlesen

: Solda birlesen

: Fajla birlesen

: Sagda birlesen

: Baz cifti

: Bisinkoninik asit

: 5-bromo-4-kloro-3-indolil fosfat
: S181r serum albumin

: Sistein

: Kalsiyum klortir

: Komplementer DNA

: Santimetre

: Karbon monoksit

: Sitokrom P450 rediiktaz

: Setil trimetil amonyum bromiir
: Sitokrom P450

: Sitokrom P450720B

. Aspartik asit

: Dalton

: Dakika

: Dithiothreitol

: Dietanolamin

: Dietilpirokarbonat

: Dimetilallil pirofosfat

. Deoksiriboniikleik asit

: Deoksiniikleotid trifosfat

: Diterpen regine asit

: Derece

: Glutamik asit

: Epsilon-amino kaproik asit
: Enzim komisyonu numarasi
: Escherichia coli

: Etilen diamin tetra asetik asit
: Endoplazmik retikulum

. Etidyum bromiir

: Fenilalanin

: Flavin adenin diniikleotid

: Flavin mononiikleotid

: Farnesil difosfat
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G (Gly) : Glisin

GKT : Gateway klonlama teknolojisi
ar : Gram

GW . Gateway

GPP : Geranil difosfat

GGPP : Geranil geranil difosfat

H (His) : Histidin

ha : Hektar alan

HCI : Hidroklorik asit

I (lle) : 1zol6sin

I9G : Immiinglobulin

IPP : Izopentil pirofosfat

K (Lys) : Lizin

Kb : Kilobaz

kDa : Kilodalton

KH,PO, : Potasyum monofosfat

L (Leu) : Losin

LB : Luria-Bertani

It - Litre

LiAIH, : Lityum aliiminyum hidriir
LiCl : Lityum kloriir

M (Met) : Metiyonin

MeJA : Metil jasmonat

MEP : 2-C-metil-D-eritrol-4-fosfat
m : Metre

M : Molar

ug : Mikrogram

ul : Mikrolitre

mA : Miliamper

MES : 2-(N-morfolino)etansiilfonik asit
mg : Miligram

MgCl, : Magnezyum klortir

MgSQO, : Magnezyum siilfat

ml : Mililitre

mm : Milimetre

mM : Milimolar

MRNA : Mesajc1 RNA

N (Asn) . Asparajin

Na : Sodyum

NaCl : Sodyum kloriir

NADH : Nikotinamid adenin diniikleotid
NADPH : Nikotinamid adenin dintikleotid fosfat
Na;HPO, : Disodyum fosfat

NBT - Nitroblue tetrazolium

nm : Nanometre

0O, : Oksijen

oD : Optik yogunluk

°C : Santigrat derece

P (Pro) : Prolin

PAJE : Poliakrilamit jel elektroforezi
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PbAO
pH
PMS
PMSF
PtAO
PVP
PZR

Q (GIn)
R (Arg)
RNA
rpm

S (Ser)
SDS

sn
S.0.C.
T (Thr)
TAE
Taq

TE
TEMED
TPS
Tween 20
uv

U

V (Val)
Y (Tyr)
YPD
ZnC|2
X9

%

W (trp)
Wa

. Pinus brutia abietadienal oksidaz
. Asitlik derecesi

: Fenazin metasulfat

: Fenil metan siilfonil florid

: Pinus taeda abietadienal oksidaz
: Polivinilpirolidon

: Polimeraz zincir reaksiyonu

: Glutamin

: Arjinin

: Riboniikleik asit

. Dakikadaki doniis

. Serin

: Sodyum dodesil siilfat

: Saniye

: Siiper optimal besiyeri (glikozlu)
: Treonin

: Tris-Asetik asit-EDTA

: Thermus aquaticus

: Tris-EDTA

: N-N-N'-N'-Tetrametiletilendiamin
. Terpen sentaz

: Polietilen sorbitan monolaurat
: Ultraviole

: Unite

: Valin

: Tirozin

: Maya ekstrakt pepton dekstroz
: Cinko klortir

: Santrifiij hiz1 (yergekimi)

: Yiizde

:Triptofan

: Watt
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OZET

KIZILCAM (Pinus brutia Ten.) SITOKROM P450720B (CYP720B)
GENININ KLONLANMASI VE KARAKTERIZE EDiLMESI

Kizilgam (Pinus brutia Ten.), ekonomik ve ekolojik bakimlardan Tiirkiye’nin 6nde
gelen yerli orman agaglarindandir. Agaglandirma alanlarinda karsilagilan en biiyiik
sorun bocek istilasidir. Bu calismada Antalya ili Ciglik beldesinden toplanan ibre
orneklerinden Bitki RNA izolasyon Mini Kit ile elde edilen RNA’lardan cDNA
sentezi RevertAid Revers Transkriptaz kullanilarak iiretici firmanin talimatlarina
gore gerceklestirildi. Sentezlenen cDNA’lardan Pamukkale Universitesi Biyoloji
Boliimii Molekiiler Toksikoloji ve Biyokimya Arastirma Laboratuarimizda Pinus
taeda CYP720B mRNA niikleotid dizisinden yola ¢ikarak sentezlettirilen primer
dizileri kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu gergeklestirildi ve elde edilen
sitokrom P450720B (CYP720B) geni pCR8/GW/TOPO klonlama vektoriine transfer
edilerek rekombinant vektorler olusturuldu ve TOP10 kompetan E. coli hiicrelerine
transforme edildi. Sekans analizi sonucunda Pinus brutia CYP720B (PbAQO) geninin
1464 niikleotid ve 487 amino asit igerdigi ve Pinus taeda CYP720B (PtAO) geni ile
%99 benzerlik gosterdigi bulundu. CYP720B gen bolgesi LR Klonaz enzimi
kullanilarak pYES-DEST 52 maya ekspresyon vektorii'ne aktarildi. Pinus brutia
CYP720B’nin Saccharomyces cerevisiae transformantlarinda ekspresyonu galaktoz
ile indiiklendi. 48 saat galaktoz indiiklenmesi sonucunda western blot analizinde
rekombinant CYP720B protein ekspresyonu gosterildi. Transformant Saccharomyces
cerevisiae’da galaktoz indiilklenmesi sonucunda elde edilen mikrozomal
fraksiyonlarda CO-bagli CYP720B’nin absorbans spektrumuna bakildi ve
maksimum 450 nm’de karakteristik pik yapan indirgenmis CO-fark spektrumu elde
edildi. Ayrica cesitli biyoinformatik analizler ile de gen hakkinda detayli bilgi
edinildi.

Anahtar Kelimeler: Kizilgam (Pinus brutia Ten.), CYP720B, Ekspresyon,
Klonlama, Maya (Saccharomyces cerevisiae).
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ABSTRACT

CLONING AND CHARACTERIZATION OF CYTOCHROME P450720B
(CYP720B) FROM TURKISH RED PINE (Pinus brutia Ten.)

Turkish red pine (Pinus brutia Ten.) is a prominent native forest tree species in
Turkey, due to both its economic and ecological assets. One of the problems faced in
afforestation sites is the attacks by insect. The material of this study is collected from
a clonal seed orchard near Ciglik, Antalya. RNAs were isolated from needles using
Plant RNA Isolation Mini Kit and then cDNA was synthesized using RevertAid
Reverse Transcriptase. Polymerase chain reaction was performed using gene specific
degenerative primers which had been designed based on the Pinus taeda CYP720B
MRNA nucleotid sequence and all the experimental and practical procedures are
being carried out in Pamukkale University, Department of Biology, Molecular
Toxicology and Biochemistry Laboratory. PCR product of Pinus brutia CYP720B
gene was cloned into the pCR8/GW/TOPO cloning vector and transformed into
TOP10 competent E.coli cells. After sequence analysis, Pinus brutia CYP720B
(PbAO) gene was found to be 1,464 nucleotide long, coding 487 amino acids and
shared 99% similarly with Pinus taeda CYP720B (PtAO) gene. PbAO was also
transferred to a yeast expression vector pYES-DEST52 with the use of LR Clonase
enzyme. Expression of Pinus brutia CYP720B in Saccharomyces cerevisiae
transformants was induced by galactose. After 48 hour of galactose induction
recombinant CYP720B protein expression was identified by western blot analysis.
Furthermore, CYP720B exhibited a characteristic reduced CO-difference spectrum at
450 nm. Also, detailed gene information was obtained through bioinformatic
analysis.

Key Words: Turkish red pine (Pinus brutia Ten.), CYP720B, Protein expression,
Cloning, Yeast (Saccharomyces cerevisiae).
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1.GIRIS
1.1. Kizilgam (Pinus brutia Ten.)’in Biyolojisi ve Taksonomisi

Kizilgam (Pinus brutia Ten.), Gymnosperm divizyosu, Coniferae smifi,
Pinaceae familyasi, Pinus cinsi i¢inde yer alan ve {i¢ adet varyeteye sahip (P. brutia
var. pyramdalis Selik, P. brutia var. agrophiotii Papaj ve P. brutia var. densifolia
Yaltirik ve Boydak) bir tiirdiir (Yaltirik ve Boydak, 1993; Ansin ve Ozkan, 1997).

Kizilgam, kalin ve genellikle koyu kizil renkteki geng siirgiinlerinden dolay1
bu ad1 alir. ibreleri 12 - 18 cm uzunlugunda ve koyu yesildir. Cigekler Mart - May1s
aylar1 arasinda goriiliir. Kozalaklar1 helezon seklinde ve genellikle sesildir. Tohumlar
7 - 9 cm uzunlugunda, koyu beneklidir. Tohumlar1 7 - 10 yaslar1 arasinda liretmeye
baglar (Davis, 1965; Panetsos, 1981; Kandemir, 2002). Yaklasik olarak 20 m'ye

kadar boylanabilir.

1.2. Kizilgam (Pinus brutia Ten.)’in Dogal Yayilisi ve Ekonomik Onemi

Kizilgam, Akdeniz ikliminin etkili oldugu alanlar olan Filistin, Urdiin, Suriye,
Irak, Liibnan, Kibris, Tiirkiye, Yunanistan ve Italya’da yayilis gdstermektedir.
Diinya’daki en genis yayilis1 Tirkiye’dedir. Tirkiye’de Akdeniz, Ege ve Marmara
Bolgelerinin = 6zellikle denize bakan yamacglarinda genis alanlarda yayilis
gostermektedir. Ayrica Karadeniz sahilleri boyunca (6rnegin Sinop Camgoli
yoresinde) kiiciik adaciklar halinde bulunmaktadir. Genellikle sahil kesimlerinde
yayilis gostermesine ragmen 1300 m yiikseltilere kadar ulasan Kizilgam, 15181 seven
hizli biiyliyen bir cam tiiriidiir. Tiirkiye’deki bu yayilist igerisinde, Akdeniz kiy1
bolgeleri Kizilgam’in en iyi gelisim yaptigi alanlardir (Saatcioglu, 1976; Yaltirik,
1993; Ansin ve Ozkan, 1997; Neyis¢i, 2001).

Yerli orman agaci tiirlerimiz arasinda Kizilgam hem ekonomik hem de
ekolojik acidan &nemli bir orman agaci tiiriidiir. Ulkemizde yaklasik 4,2 milyon
hektar yayilisa sahip olan Kizilgam, orman alanlarimizin %20°sini kaplamaktadir

(Anonim 2001) ve agaglandirma g¢aligsmalarinda kullanim agisindan birinci sirada



gelmektedir. Odunu; insaat malzemesi, ambalaj, selilloz ve kagit endiistrisi gibi
degisik alanlarda kullanilmaktadir. Diger yerli tiirlere gore daha hizli biiyiir. Bu
nedenle, Tiirkiye’de genetik 1slah yoniinden hem Ulusal Agag-Islah1 ve Tohum
Uretimi Programi’nda, hem de Tiirkiye Bitki Genetik Cesitliliginin Yerinde
Korunmasi Ulusal Plani’nda 6n sirada yer almaktadir (Koski ve Antola, 1994; Kaya
ve dig. 1998).

1.3. Koniferlerin Boceklere Kars1 Savunma Fizyolojisi

Yaklasik olarak 600 tiir barindiran Coniferales ordosu yeryliziiniin %80’ nini
kaplamaktadir (Scagel, 1965). Koniferler yeryiiziiniin en uzun boylu ve en uzun
omirlii organizmalaridir. Uzun fiziksel yapilar1 ve uzun Omiirleri potansiyel
herbivorlar ve patojenler i¢in onlar1 belirgin hedef haline getirmektedir (Christiansen
ve Bakke, 1988; Kurz ve dig. 2008). Bocekler yaklasik 400 milyon yildan beri
varhigim siirdiirmekte (Engel ve Grimaldi, 2004) ve fosil kayitlarina gore de yaklasik
220 milyon yildir koniferleri konakg¢i canli olarak kullanmaktadir (Scott ve dig.
2004). Dogal diigmanlar1 yaprak zararlhilart (Schopf, 1986), kok zararlilar
(Nordlander, 1990), nematodlar (Futai ve Furano, 1979), kabuk zararlilar1 (Alfaro ve
dig. 2002), memeli ve kus herbivorlardir (Danell ve dig. 1990).

Bitkiler, hareketsiz organizmalar olduklarindan gesitli fiziksel bariyerlere
sahip olarak ya da bocek ve herbivorlar i¢in toksik olan kimyasallar1 iireterek
kendilerini korur ve hayatta kalirlar (Tablo 1.1). Bu bilesikler, gerek bitkinin toprak
istii, gerekse toprak alt1 organlarindan salgilanmakta ve herhangi bir stres (abiyotik
veya biyotik) aninda ¢ok ¢abuk indiiklenebilmektedir (Dudareva ve dig. 2006).
Koniferlerin herbivorlara ve patojenlere karsi basarili savunma ve direngleri,
savunma kimyasallar1 olarak bilinen terpenlerin olusumu ile agiklanabilir (Keeling ve
Bohlmann, 2006). Terpenoid bilesikler, ergin ve larva halindeki bocek tiirlerine karst
toksik olma (Watanebe ve dig. 1993; Lee ve dig. 2003), beslenme ve/veya
ovipozisyonu engelleme (Alfaro ve dig. 1980, 1981; Charles ve dig. 1982,
Brattesten, 1983; Leather, 1987; Karr ve Coats, 1992; Sczcepanik ve dig. 2005),
oldirme (Keeling ve Bohlmann, 2006) ya da bitki patojenlerinin biiylime
faaliyetlerini engelleme ya da azaltma gibi degisik gorevler tistlenebilmektedir (Chou

ve Zabkiewicz, 1976).



Tablo 1.1 : Bilinen koruyucu bitki sekonder metabolitleri.

ADI ETKIiLERI REFERANS
Alkanlar, aldehitler, Koruyucu tabaka Panda ve Khush, 1995
ketonlar, balmumlari
Alkaloidler Toksikant, sinir sistemi bozucu, Panda ve Khush, 1995
sindirim enzim inhibit6rii, beslenme
engelleyici
Flavonoidler Mitokondriyal oksidasyon Ananthakrishnan, 1999

inhibitdrii, beslenme engelleyici,
fitoaleksinler

Fenolikler Toksikant Nishida, 2002

Glukosinolatlar Bocek uzaklastirici, toksikant, irrite | Kliebenstein ve dig. 2001
edici

Lignin ve taninler Mekanik bariyer de Bruxelles ve Roberts, 2001

Terpenler Toksikant, beslenme caydirici, Nishida, 2002

yumurtlama caydirici

Baz bitkiler ise icerdikleri terpen ve tiirevi bilesikleri kendi tozlastiricilarini
cezb etme amagl (Pichersky ve Gershenzon, 2002; Caissard ve dig. 2004) ya da
ortamda maruz kaldiklar1 herbivorun dogal diismanini davet etme amagh
kullanabilmektedir. Bunlar dolayli savunma olarak adlandirilmaktadir (Hilker ve dig.
2002; Arimura ve dig. 2005).

Koniferler ¢ok biiylik miktarlarda terpen ve benzeri madde iiretebilmekte ve
bu iiretilen bilesiklerin miktar1 aym tilirlin bireyleri arasinda bile ¢ok biiyiik
varyasyonlar gosterebilmektedir (Tobolski ve Hanover, 1971). Douglas goknari
lizerine yapilan bir calismada, goknarin igerdigi monoterpen seviyesinin tiiriin
bireyleri arasinda bliylik farkliliklar gosterdigi ve bu farkliliklarin agaclarin siirgiin
zararlisina karsi  gosterdikleri direncin seviyesinde de farkliliklar yarattig
gorilmiistiir (Cates ve Redak, 1998). Aymi agag¢ iizerinde terpenlerin lokal
farkliliklar1 herbivorlarin agac ilizerinde spesifik lokasyonlarini da etkilemektedir.
Lokal terpen igerigi aym1 zamanda beslenme aligkanligini da etkilemektedir.
Terpenlerin caydirici aktiviteleri hakkinda ¢arpict bir ornek, kaplan giivesi
larvalarinda gériilmiistiir. Bu giivenin larvalar1 beslenmeye Pinus panderosa Dougl.
ex. Laws. ibrelerinin ucundan baslar ve ibrenin yarisin1 yedikten sonra baska ibreye

gecer. Yapilan bu calismada monoterpen tiirii bilesiklerin miktarinin ibrelerin



tabaninda en yiiksek miktarlara ulastig1 ve bunun da beslenmeyi engelleyici bir etki

yaptigi bulunmustur (Litvak ve Monson, 1998).

Bir herbivor saldiris1 sirasinda sekonder metabolitlerin  olusumunun
saglanmasi i¢in bitki tarafindan ilgili genlerin ekspresyonunun hemen baslatildig1 da
bulunmustur. Yapilan ¢alismada beyaz ¢am kurdu bireyleri Picea sitchesis ve Abies
concolor dallar1 iizerine birakildiktan bir siire sonra ibrelerde iki kat daha fazla
monoterpen sentaz gen ekspresyonuna rastlanilmistir (McKay ve dig. 2003). Yapilan
bu tarz ¢alismalarla mekanizmalar1 ayni olmasa bile bocek saldiris1 karsisinda terpen

miktarlarinin ve ¢esitlerinin kolaylikla tetiklenebildigi gosterilmistir.

1.4. Koniferlerdeki Terpenoid Bilesikler ve Biyosentezleri

Terpen kelimesi, Almanca terpentin kelimesinden gelmektedir. Camlarin
recinesi olarak da anilan terpentin, ¢ok akiskan ve keskin kokulu bir maddedir
(Breitmaier, 2006). Tim organizmalar, terpen ve benzeri tirevdeki maddeleri
blinyelerinde barindirmaktadirlar. Ancak bitkiler, 6zellikle agaclar bu bilesikleri en
fazla bulunduran canlilardir. Terpenler salgi epitelyum hiicreleri tarafindan
salgilanip, parankima hiicreleri, re¢ine kanallar1 ile ksilem ve floemdeki regine
hiicreleri iginde depolanmaktadir (Hudgins ve Francesci, 2004). Koniferler
indiiklenebilir bir terpen salgilama sistemine sahiptir. Bu sistem, yarali dokunun
tyilestirilmesi yaninda (Philips ve Croteau, 1999), yaranin olustugu yerde yeni regine

kanallarinin olugmasina yardimei olmaktadir (Trap ve Croteau, 2001).

Terpenler, izopren (2-metil-1,3-butadien) halkalarinin birlesmesi ile meydana
gelmektedir (Sekil 1.1). Bir izopren birimi 5, monoterpenler 10, seskuiterpenler 15,
diterpenler ise 20 karbon atomu i¢cermektedir. Terpenler, iki farkli metabolik yolla
sentezlenirler. Ilki, sitozol ya da endoplazmik retikulum icinde seskuiterpenlerin
sentezlendigi mevalonat yolu (Chappell, 1995; Bochar ve dig. 1999), digeri ise
plastidlerin i¢erisinde monoterpenler ve diterpenlerin sentezlendigi metil eritrol (2-C-
metil-D-eritrol-4-fosfat, MEP) yoludur (Bochar ve dig. 1999) (Sekil 1.2). Biitiin
terpenler terpen sentazlar (TPS) tarafindan sentezlenir (Chappell, 1995; Féldt ve dig.
2003; Martin ve dig. 2004; Keeling ve Bohlmann 2006; Ro ve dig. 2006; Bohlmann
ve Keeling, 2008) ve ortak substratlar1 olan izopentil pirofosfat (IPP) ve onun
izomeri dimetilallil pirofosfat (DMAPP)’tan tiirevlenirler. Bu subsratlar daha sonra

monoterpenlerin (geranil difosfat, GPP), seskuiterpenlerin (farnesil difosfat, FPP) ve
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diterpenlerin (geranil geranil difosfat, GGPP) onciillerini olusturmak igin
yogunlagirlar. Konifer terpenoidleri (6zellikle diterpenler) sitokrom P450
enzimlerinin  araciligiyla oksidasyon - hidroksilasyon mekanizmalari ile
cesitlenmektedir (Funk ve Croteau, 1994; Bohlmann ve dig. 1998a; Jennewein ve
dig. 2004; Ro ve dig. 2005).

Lbd PO

IZopren alfa-pinen  beta-pinen 3-karen limonen karnten

Sekil 1.1 : Izopren birimi ve baz1 terpenoid bilesiklerin kimyasal yapilari.

’

MIiTOKONDRI

'P450 C Okside terpen
Terpen

Sitozol
(MVA yolag)

HMGR
Asetil-COA —» HMG-CoA=—————3> MVA - - - > IDP

DLL\»

» Seskuiterpen

GDP—> Monoterpen

Plastid
(MEP yolag)

Sekil 1.2 : Terpen sentezinin ana yolaklari.
1.5. Sitokrom P450

Sitokrom P450’ler [E.C.1.14.14.1] bakterilerden insana kadar tim
organizmalarda bulunan, gesitli biyosentetik ve ksenobiyotik yolaklarda rol alan hem-

tiyolat enzimlerdir (Nelson, 2009). Katalizledikleri reaksiyonlar son derece gesitlidir,
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ancak genellikle molekiiler oksijenin birinin substrata katildigi, digerinin suya
indirgendigi heterolitik yikima dayanir (Mansuy, 1998; Werck-Reichhart ve

Feyereisen 2000; Bernhardt, 2006). Bunlar monooksijenazlar olarak tanimlanirlar.

Sitokrom P450 tarafindan katalizlenen genel reaksiyon asagidaki gibidir:
NADPH, H*+ O, + RH &> NADP* + H,0 + ROH

Indirgenmis P450 oksijen yerine karbon monoksite (CO) baglanabilir. CO
baglanmas1 hem’in 450 nm’de maksimum absorbans vermesi ile sonuglanir (Omura ve
Sato, 1964) ve boylece 450 nm’de absorblama yapan Pigment adina onciiliik eder (Bak
ve dig. 2011). Bu 6zellik P450 enzimleri igin karakteristiktir ve CO ne zaman yiiksek

affinite ile baglanirsa, bu durum O;’nin baglanmasini ve aktivasyonunu engeller.

Bakteriyel P450’ler c¢oziiniir proteinlerdir, fakat yliksek organizmalarda
membran baghdir, Ozellikle bitkilerde endoplazmik retikulumun sitoplazmik

yiizeyine sikica baglanmistir (Williams ve dig. 2000).

Sitokrom P450’lerin ¢ok fazla izoziminin bulunmasi ve bir¢ok reaksiyonu
katalizlemelerinden dolayr enzimlerin isimlendirilmesinde siradan metot yetersiz
kalmis ve yapisal homolojiye dayanan sistematik bir adlandirma gelistirilmistir
(Nebert ve dig. 1987). Bu genel sistem filogeni ve protein dizi benzerligine dayanir
(Sekil 1.3, Nelson, 2006a). Ayni ailedeki P450’ler en az %40 benzerlik gosterirken,
bir altailede bu benzerlik en az %55°dir. Bu benzerlik kural1 birkag istisnaya sahiptir.
Ozellikle bitkilerde gen duplikasyonu gibi olaylar bu kolay isimlendirmeyi karmasik
bir hale getirmektedir. Bu nedenle aile tanimlamasi filogeni ve gen organizasyonuna
dayanir (Nelson ve Werck-Reichhart, 2011). P450’ler bir isimlendirme komitesi

(David  Nelson: dnelson@uthsc.edu) tarafindan kronolojik siraya  gore

isimlendirilirler. Boylece kisisel isimlendirmelerin doguracagi karisikliklar ve ¢ift
isimlendirmelerden kurtulunmus olur. Bitki P450’lerinin isimlendirilmesinde
CYP51, 55, 71-99 ve 701-804 kullanilir (Werck-Reichhart ve dig. 2002).

CYPT71A1

/TN

Aile Altaile Izoform
Sekil 1.3 : Bir P450 proteininin adlandirilmas1 (Werck-Reichhart ve dig. 2002).


mailto:dnelson@uthsc.edu

Sitokrom P450’ler genellikle 500 civarinda amino asit iceren, 45-60 kDa
molekiiler agirliginda, aktif merkezinde demir atomu barindiran bir porfirin halkasi
bulunduran hem proteinleridir. Porfirin halkas1 yiiksek oranda korunmusluk gdsteren
amino asitleri barindiran demir baglama domaini ile iliskilidir. Bu kisim enzimin
indirgenme-yiikseltgenme reaksiyonlarmi  gergeklestirdigi ~ aktif kismudir  ve
‘FxxGxxxCxG’ motifinden olusur. Burada X’ler degisken amino asitlerken F-G-C ve

G amino asitleri motifin olusmasi i¢in gereklidir (Gorinova ve dig. 2005).

P450’ler ortak bir katalitik merkez paylasirlar. Aktif bolgesi tek bir demir
iyonu olan protoporfirin 1X (hem) prostetik grubunu igerir (Sekil 1.4). Bu grup hem
bir oksijen molekiiliiniin hem de substratin baglanabilecegi bolgeleri icerir. Sitokrom
P450°nin hem demiri 4 pirol azot atomuyla g¢evrilidir (Ortiz de Monteliano, 1995).
Hem grubu demir atomunun besinci ligandi, korunmus sistein kalintisindan saglanan
tiyolat anyonudur ve P450’nin olagandis1 spektral ve katalitik Ozelliklere sahip
olmasint saglar. Altinci ligand su molekilii tarafindan baglanmis olan substrat
katalizinde demirin indirgenmesi reaksiyonunda O;’ne baglanmaktadir. Hem demiri
hekza yerlesimde diisiik spinli demir ve penta yerlesimde yiiksek spinli demir olmak
tizere iki farkli spin durumunda bulunabilir. Diisiik ve yiiksek spinli durumlar demir
atomunu c¢eviren elektronik kalkanlar olarak tanimlanir ve hemdeki demir atomunu
hekza yerlesimli durumdan penta yerlesimli duruma degistirir. Sitokrom P450
molekiilii bir substrata baglandig1 zaman hem demirini ¢evreleyen protein yapisinda
konformasyonel bir degisim meydana gelir ve hemdeki demir atomu hekza
yerlesimden penta yerlesimine gecer (Ortiz de Monteliano, 1995). Penta konumda
demir atomu, substrata baglanamayan hekza koordine duruma goére daha fazla
indirgenme potansiyeline sahip oldugu icin sitokrom P450 NADPH’dan gelen

elektronlarla indirgenebilir hale gelir (Ortiz de Monteliano, 1995).



Sekil 1.4 : Hem protein yapist.

Amino asit seviyesinde diisiik dizi benzerligine ragmen, P450’ler topolojide
ve li¢ boyutlu yapida olduk¢a benzerlik gosterirler (Sekil 1.5) (Graham ve Peterson,
1999; Werck-Reichhart ve Feyereisen, 2000).

Sekil 1.5 : Dort farkli P450’nin kurdele yapisindaki ortak benzerlik. P450°ler:
CYP3A4 (Homo sapiens), CYP2B4 (Oryctolagus cuniculus), CYP2C5 (Oryctolagus
cuniculus) ve CYP2C9 (Homo sapiens). Mavi renkli yapi; K-heliks ortakligi, gri
renkli yap1; PXRX ortakligi, sar1 renkli yapi; hem baglanma bdlgesi, turuncu renkli
yap1; hem, pembe; baglanan ligand (Bak ve dig. 2011).

Sitokrom P450 monooksijenaz sistemi ¢ok komponentli elektron tasima
sistemi gibi gorev alir. Lu ve Coon (1968), ilk kez, karaciger mikrozomal sitokrom
P450 bagimli monooksijenaz sisteminin 3 komponenti oldugunu gostermistir.

Bunlar; sitokrom P450, NADPH-bagimli sitokrom P450 rediiktaz ve lipittir.



Endoplazmik retikulum’da bulunan NADPH, elektronlart NADPH-bagimli sitokrom
P450 rediiktaz (CPR) adi1 verilen bir flavoproteine tasir. CPR, endoplazmik retikulum
(ER) membraninda lokalize olan bir membran bagli proteindir. Bu enzimin
molekiiler agirligi yaklasik olarak 78.000 Da’dur. Prostetik grup olarak hem flavin
adenin diniikleotiti (FAD) hem de flavin mononiikleotiti (FMN) kapsar (Porter ve
Kasper, 1986). CPR ii¢ kofaktdr (FMN, FAD ve NADPH) baglanma bdlgesi ile ¢cok
bolgeli bir proteindir. Mikrozomal sistemde, FAD ve FMN iceren NADPH-bagiml
sitokrom P450 rediiktaz (Sekil 1.6), NADPH’tan sitokrom P450°ye 2 elektronun
transferini katalizler. FMN’den farkli olarak FAD rediiktaza daha siki bir sekilde
baglanir (Vermilion ve Coon, 1978; Kurzban ve Strobel, 1986). NADPH
molekiiliiniin amino ucu hidrofobik 06zelliktedir ve molekiilin ER’a yerlesmesini
saglar. FAD, NADPH’dan alinan elektronlarin giris noktasi olarak, FMN ise her bir
elektronu P450’ye transfer edebildigi igin ¢ikis noktas: olarak goérev yapar. Ilk
elektronun alinmasiyla hem demirine oksijen baglanir, ikinci elektronun alinmasiyla
da oksijenin hem demirinden ayrilmasi saglanir (Narayanasami ve dig. 1995). Bazen
de ikinci elektron NADH, NADH-bagimli sitokrom b5 rediiktaz ve sitokrom b5
igeren alternatif elektron tagima zinciri tarafindan etkili bir sekilde saglanabilir (de

Vetten ve dig. 1999) (Sekil 1.6).

Sitokrom P450

Rediiktaz Sitokrom bz

Sitokrom P450

Sekil 1.6 : Endoplazmik retikulum (mikrozomal) CYP450 sistem elemanlar1 (Yavuz,
2011).



P450 katalizinin sonucu genellikle bir substratin hidroksillenmesidir, ancak
reaksiyon daha kompleks olup, ara metabolitlerin ve son {irliniin yeniden
diizenlenmesine onciiliikk edebilir (Mansuy, 1998; Isin ve Guengerich, 2007; Rontein
ve dig. 2008). Katalizledikleri reaksiyonlar olduk¢a cesitlidir ve sayisi her yil
artmaktadir. Bunlara 0Ornek olarak dealkilasyon, dehidrasyon, desatiirasyon,
hidroksilasyon, halka olusumu, izomerizasyon, dekarboksilasyon ve rediiksiyon

verilebilir.

Genel olarak, P450’ler Sekil 1.7°de gosterilen reaksiyon dongiisiine girerler.
Cesitli bilesiklerin hidroksilasyonu sirasinda elektronlar NADPH’dan, NADPH-
bagimli sitokrom P450 rediiktaz tarafindan sitokrom P450’ye transfer edilir. Bu
diyagram substrata baglanma, birinci ve ikinci elektronlarin NADPH-bagimlh
sitokrom P450 rediiktazdan transferi, oksijenin baglanmasi, oksijenin kopmasi ve
iiriin olusumunu gostermektedir. Substrat RH éncelikle Fe™ formu ile kombine olur.
Bu durum redoks potansiyelinin diismesine neden olur. Substratin baglanmasi ile
ayni zamanda enzimin konformasyonel yapisinda da bir degisim meydana gelir.
Enzim NADPH-bagimli sitokrom P450 rediiktazdan bir elektron alarak indirgenir.
Ferrik (Fe*®) formdan ferros (Fe*?) forma déniisiir ve oksijen hem demirine baglanir.
Oksijenin hem demirine baglanabilmesi icin hemdeki demir ferrik (Fe*®) durumdan
ferros (Fe*?) duruma indirgenmelidir. Daha sonra oksijen molekiili hizlica
indirgenmis sitokrom P450-substrat kompleksine baglanir ve NADPH dan ikinci bir
elektron oksijene baglanarak, oksijen radikaline doniistiiriir. Bir i¢ oksido-rediiksiyon
neticesinde hidroksillenmis substratin ve suyun olusumu gergeklesir. Serbest
sitokrom P450 Fe** formunda rejenere olur. Reaksiyon sonucunda, “enzim-substrat-
oksijen” kompleksi su, oksitlenmis substrat ve oksitlenmis durumdaki serbest
sitokrom P450 enzimine ayrisir (Peterson ve Prough, 1986). Sitokrom P450’ye bagh
monoksijenaz sisteminin tiim ¢ bileseni de hidroksilasyon (monooksijenasyon)
aktivitesinin olusturulmasini saglar (Lu ve Coon, 1968; Lu ve Levin ve dig. 1974;
Arinc ve Philpot, 1976; Adali ve Arinc, 1990).
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Sekil 1.7 : Sitokrom P450 reaksiyon dongiisii.

1.6. Bitki Sitokrom P450’leri

Bitkiler alemi, degerli dogal iirlinlerin binlercesinin sentezini katalizleyen
P450’lerin genis bir ¢esidini igerir (Schuler, 1996; Chapple, 1998). Koniferlerde
P450 genlerinin toplam sayisi bilinmemektedir, ancak model genetik bir bitki olan
Arabidopsis thaliana’da 272 sitokrom P450 geni bulunmustur (Werck-Reichhart ve
dig. 2002). Bitki P450 enzimlerinin dogal substratlart membran sterollerin
onciillerini ve lignin, kiitin ve siiberin gibi yapisal polimerleri icerir. P450’ler
fitohormonlarin ve sinyal molekiillerinin (giberellinler, oksinler, brassinosteroitler,
sitokininler, jasmonik asit) sentezini ve katabolizmasini kontrol ederek homeostazise

de katkida bulunurlar (Bak ve dig. 2011).

Bitki sitokrom P450’leri ikincil metabolitlerin {retiminde ve bir¢ok
biyosentetik yolda 6nemli fonksiyonlar iistlenirler. Ozellikle pigmentlerin, ucucu
bilesiklerin, antioksidanlarin, allelokimyasallarin ve flavanoidlerin, fenolik bilesikler,
kumarinler, glukosinolatlar, izoprenoidler ve alkaloidleri igeren Ssavunma
bilesiklerinin biyosentezine katildigi bulunmustur (Morant ve dig. 2003; Schuler ve
Werck-Reichhart, 2003; Mizutani ve Otah, 2010). Fizyolojik substratlarina ek olarak
sitokrom P450’lerin, meyva ve ¢icek renginin (Holton,1992, 1995; Waters ve dig.
2005), hiicre membran yapisinin (Grand, 1984; Kim ve dig. 1998; Rupasinghe ve
dig. 2003) olusumuna katildigi, pestisitler ve kirleticiler gibi ekzojen bilesikleri
metabolize ve detoksifiye ettigi bilinmektedir (Bolwell ve dig. 1994; Werck-
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Reichhart ve dig. 2000; Kim ve Tsukaya, 2002; Morant ve dig. 2003; Powles ve Yu,
2010).

Bozak ve dig. (1990) ilk izole edilen bitki P450’sinin CYP71A1 oldugunu
belirtmistir. Bununla birlikte, son yillarda biyoteknolojideki gelisimlerle bitkilerden
P450 genlerinin molekiiler klonlamasi hizla artmistir. Giliniimiizde ¢esitli bitki
tirlerinden 63 familyaya ait yaklastk 2000 adet P450 geni kesfedilmistir
(http://drnelson.utmem.edu/CytochromeP450.html).

Hayvanlardan ve insanlardan izole edilen pek ¢ok P450 gibi, bitkilerdeki
P450’ler de A, B, C ve D olarak adlandirilan 4 yiiksek derecede korunmus bolgede
dizi benzerligine sahiptirler (Choe ve dig. 1998; Halkier, 1996) (Sekil 1.8). Bu
bolgeler arasinda, D bolgesi oldukca fazla korunmus ve pek cok P450°nin hem
baglanma bolgesi ile ilgilidir (Kalb ve Loper, 1988). Bu dort bolge, uzunluk ve
amino asit dizisi ¢esitlenen ti¢ kisa segment ile birbirine baglanir (Kalb ve Loper,

1988).

Membran capa bélgesi Prolince zengin bilge

=

N-terminal bélge C-terminal bolge

Sekil 1.8 : Bitki P450 geninin genel yapisi.

Membran ¢apa bolgesi pek ¢ok P450°de bulunur ve genin N-terminal
bolgesinin yakininda yerlesmistir ve korunmus bir treonin igerir. Prolince zengin
bolge (PPGP) membran gapa bolgesi ile A bolgesi arasinda bir mentese gorevi goriir
(Halkier, 1996). A bolgesine ayn1 zamanda I heliks de denir, (A,G)Gx(D,E)T(T,S)
motifine sahiptir ve oksijen molekiiliine baglanma bolgesidir (Choe ve dig. 1998). C
bolgesi, pek ¢ok P450°nin yapisinda bulunan PxRX ortak dizisini igerir (Choe ve dig.
1998). D bolgesi, C-terminal bolgenin yakinindadir ve pek ¢ok P450°nin hem
baglanma boélgesi ile iligkili olduk¢a fazla korunmus olan FxxGxxXCxG motifini
igerir. Bu motifin i¢cinde olduk¢a korunmus olan sistein kalintist demir grubu ile

tiyolat bagi (SH) olusturur ve pek ¢ok P450°de bulunur (Halkier, 1996). K heliks,
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P450 i¢inde en iyi korunmus yapidir ve EXXR dizisini igerir (Seifert ve Pleiss, 2008).
C heliks, pek ¢ok okaryotik P450’de korunmus WxxxR motifini igerir.

CYP51 ailesi hari¢ bitki P450’lerin hayvan ve mikrobiyal enzimlerle dizi
benzerligi %30’un altindadir. Sterol demetilaz aktivitesine sahip olan CYP51

ailesinin filumlarla arasindaki dizi benzerligi %30-40 arasinda degisir.

Bitki P450’leri Sekil 1.9°da verildigi gibi 2 ana grupta siniflandirilirlar: A-tipi
ve A-tipi olmayan P450’ler (Durst ve Nelson, 1995; Paquette ve dig. 2000; Werck-
Reichhart ve dig. 2002; Nelson ve dig. 2004). Bitkilerde A-tipi ve A-tipi olmayan 10
klan tespit edilmistir: CYP51, CYP71, CYP72, CYP74, CYP85, CYP86, CYP97,
CYP710, CYP711 ve CYP727. Bunlardan altis1 (CYP51, CYP74, CYP97, CYP710,
CYP711 ve CYP727) sadece tek bir aile igerir ve genellikle lipit, sterol, karotenoid
metabolizmasi ve sinyal iletimi gibi atasal fonksiyonlar i¢in gereklidir (Nelson ve
Reichhart, 2011). Diger dort klan (CYP71, CYP72, CYP85 ve CYP86) yogun gen
duplikasyonu ve gesitlenme ile birgok P450 ailesini igerir. CYP711 ve CYP727
klanlar1 hari¢ diger tiim klanlar Gymnospermlerde bulunmustur (Nelson ve dig.

2004).

£ ] EE_EE
. ) & UL
- S
I 71 elan Ticlan = B5 clan Biclan &ECE
SERERRERBsEEIsnsesR Rt T RN B R n e BB PR NANRR ey s RERLTER
Gymnosparms @M *e ] L] "o ®e »
L—mwm— Amboralia ®
Laurales ] ]
angio- MAnAgaH Liliopsida H000000 0 NGB0 0 § SHORORMMGNG B 00 0000000000000
Ranunculabs { 2R 2 [ ]
Garyophyllales [ ] L ]
Santalales
Berberidopsidales
Myrothamnaceas
Gunnaracean
Saxifragales [ ] [ ]
Grossematales
Garlanales [ ]
sudicols Myrtakes L
Colestrales
slds Malpighiales ® ® ™
' Cealidales
Zygophylales
Cucurbitales [ ] * @
Fagales
Surosids| Fabalos o G500 0000RR & ¥ e * e [ ] ®
Rosales [ ] [ ]
Brassicas 9000000 00000 00 S0ON0 Lo " e
LL_C Malvales [ ]
Sapindales [ ] [ ] ®
E Comales ‘
Ericales
Garryales
sstorids]| Gentianales [T11] [ ] ®
Lamiales [ ] [ 1]
uasterds Solanales 28900 LR NN N [ ] s B L ] ] [ ]
0 Aquifaliatas
Aplales " 9 [ ] ®
hsterales " [ ] L N ] LN
Dipsicales

Sekil 1.9 : Bitkilerde A tipi ve A tipi olmayan klanlar (Nelson ve dig. 2004).

13




A-tipi olmayan P450’ler: Intronlarin sayis1 A-tipi olmayan P450’lerde daha
azdir. A-tipi olmayan P450’ler, gelisim ve sinyal iletiminde esansiyel olan
fonksiyonlara katilirlar (Werck-Reichhart ve dig. 2002). Bununla birlikte ikincil
metabolitlerin sentezine katildigimi gosteren ornekler de mevcuttur. Catharanthus
roseus bitkisinde A-tipi olmayan CYP72A1’in indol alkaloid biyosentezine katildigi
gosterilmistir (Irmler ve dig. 2000). Arabidopsis’te 93 A-tipi olmayan P450 ve 7
yalanci gen bulunmustur (Bak ve dig. 2011).

CYP51: Bakterilerden mantarlara, hayvanlara ve bitkilere kadar evrimsel
olarak korunmus tek P450 ailesidir. Tek bir aile igerir. Tim organizmalarda
membran sterollerinin de nova sentezini kontrol ettiginden (Yoshida ve dig. 1997;
Lamb ve dig. 1998) biitiin 6karyotik organizmalarda esansiyel gendir. Sterollerin
biyosentezinde 140-demetilasyon basamagini katalizler. Fonksiyonu oldukca
korunmus olmakla birlikte mantar, hayvan ve bitkilerdeki substratlar1 ve yolaklari

farklidir (Werck-Reichhart ve dig. 2002). Tek bir intronu vardir.

CYPT72: CYP72, CYP709, CYP714, CYP715, CYP721, CYP734 ve CYP735
ailelerinden olusur. Bu klan oldukca fazla korunmus 4 intronla karakterize edilir.
Intron pozisyonlar1 bu klanda oldukga fazla korunmustur. Bu klan iiyeleri yag asit
metabolizmasinda, sitokinin biyosentezinde ve hormonlarin (gibberellinler ve
brassinosteroidler) katabolizmasinda fonksiyoneldir (Bak ve dig. 2011). CYP72A alt
ailesi monoterpenlerin veya indol alkaloidlerin biyosentezine katilir. CYP72Bl1
brassisteroid hormonlarinin  katabolizmasina katilir (Neff ve dig. 1999).

Gymnospermlerde tek bir ailesi bulunur (CYP72).

CYP74: Tek bir ailesi bulunur. Bitkilerden daha eskidir ve ilk olarak
Rhizobacteria, Cnidaria ve Chordata’da tespit edilmistir (Lee ve dig. 2008).
CYP74A allen oksit sentazdir (AQOS), jasmonat ve oktadekanoit yolaklarini
katalizlerler (Laudert ve dig. 1996; Creelman ve Mullet, 1997; Agrawal ve dig.
2004). Oktadekanoit yolaginda ilk basamag Kkatalizler. Yaralanmis bitki
yapraklarinda CYP74A transkripsiyonu, protein, katalitik aktivitesi ve jasmonik asit
miktarinin hizla arttigi gosterilmistir. Transkripsiyon ve proteindeki artigla birlikte

AOS aktivitesi de indiiklenmistir (Laudert ve Weiler, 1998; Laudert ve dig. 2000).

CYP85: CYP85 klan1 13 aile igerir; CYP85, CYP87, CYP8S, CYP90,
CYP702, CYP707, CYP708, CYP716, CYP718, CYP720, CYP722, CYP724 ve
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CYP728. Cok sayida korunmus intronlar1 vardir. CYP85 ailesi, CYP90 ve CYP724
ile birlikte triterpen kamfesterol’iin brassionolid’e doniisiimiinde erken basamaklari
katalize ederler (Fujita vd., 2006). Absisik asit’in (ABA) 8'-hidroksilasyonu
CYP707A  tarafindan  katalizlenir (Millar ve dig. 2006). Camlarda
abietadienol/abietadienal oksidaz (PtAO, CYP720B1), abietadienol ve abietadienal’i
abietik asite okside eder. Ayrica diterpenlerin (dehidroabietadien, isopimaradien,
levopimaradien) alkol ve aldehit formlarin1 da okside eder. Bu ¢ok fonksiyonlu
CYP450 enzimi cesitli oksidasyon basamaklarini katalizler ve diterpen recine
asitlerin (DRA) birgogunu olusturmak igin ¢esitli substratlar1 kullanir. DRA
koniferlerde herbivorlara ve patojenlere karst 6nemli savunma bilesikleridir (Ro ve
dig. 2005). CYP85A1’ler, bitki hormonlarindan brassinosteroidlerin sentezinde C-6
oksidasyon basamagim katalize ederler (Shimada ve dig. 2001). Sterollerin, siklik
terpenlerin, absisik asit ve giberellik asit yolaklarinin modifikasyonuna katilirlar
(Helliwell ve dig. 2001; Bishop ve Koncz, 2002; Kushiro ve dig. 2004). CYP88 (ent-
kaurenoik asit oksidaz) ailesi ent-kaurenoik asitin giberellik asite (GA12)

dontisiimiinii katalizler (Helliwell ve dig. 2001).

CYP86: CYP86, CYP94, CYP96 ve CYP704 aileleri vardir. CYP94 ve
CYP96 ailesi lyeleri genellikle intronsuzken, CYP86 genleri tek bir intron igerir.
CYP704’ler ise dort ya da bes introna sahiptir. Yag asitlerinin o-hidroksilasyonuna
katilirlar (Benveniste ve dig. 1998; Kahn ve dig. 2001). Gymnospermlerde 3 ailesi
bulunur (CYP86, CYP94 ve CYP704). CYP94’ler kitin monomerlerinin

biyosentezine veya savunma reaksiyonlarina katilirlar.

CYP97: CYP97’ler en eski bitki P450’lerindendir ve hali hazirda
Chlamydomonas’ta bulunur (Nelson ve Werck-Reichhart, 2011). Tek aileli
klanlardandir. 3 alt ailesi vardir ve {i¢ii de biitlin bitkilerde bulunur. Karotenoid

sentezinde rol alirlar (Tian ve dig. 2004).

CYP710, CYP711 ve CYP727: Sadece CYP710 klam1 Gymnospermlerde

bulunur ve intronlart yoktur. Fonksiyonlar1 heniiz tam olarak bilinmemektedir.

A-tipi P450’ler: A-tipi P450’ler tek bir ortak atasal genden orijinlenir ve
bitkilere spesifik olan reaksiyonlar1 katalizlerler. Ikincil metabolitlerin veya dogal
tirlinlerin biyosentezine katilan P450’ler bu grupta bulunur. Arabidopsis’te 153 A-

tipi P450 ve 19 yalanci gen bulunmustur. Bu A-tip P450’ler oldukca yiiksek
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korunmus tek bir intron’a (M) sahip olmasi ile karakterize edilirler (Bak ve dig.
2011). Farkli A-tip aileler ve altaileler arasinda bazi ilave korunmus intronlar
gorilmektedir. A-tipi P450’ler tek bir klanda (CYP71) toplanmustir.

CYP71: Bitiin bitki tiirlerinde en genis P450 ailesi olarak ortaya
¢ikmaktadir. Ikincil metabolitlerin iiretiminde rol alirlar. CYP71A1 olgunlasmis
avokadodan izole edilen ilk bitki P450’sidir (Bozak ve dig. 1990). Sikimat yolaginin
arabilesiklerinin  ve {riinlerinin  modifikasyonunu saglarlar. CYP71A’lar
isoprenoidlerin metabolizmasina katilirlar (Hallahan ve dig. 1994). CYP71A10’un
herbisit metabolizmasindaki rolii CYP71A10-transforme edilmis tiitiin bitkisinde
gosterilmistir. Transformasyon, linuron ve klortoluron bilesiklerine karsi toleransin
fazlaca artis1 ile sonuglanmistir (Siminszky ve dig. 1999). Fenilpropanoid yolag
biitiin bitkilerde korunmustur, bu yolakta rol alan P450’ler; sinnamik asit 4-
hidroksilaz (C4H, E.C.1.14.13.11, CYP73), izoflavon sentaz (E.C.1.14.14), izoflavon
32-hidroksilaz’dir (E.C.1.14.13.53) (Shet, 2007). CYP75B1, flavonoid 3'-
hidroksilazdir ve fenilpropanoid metabolizmasinda ikinci basamagi metabolize eder.
CYP79’lar glukosinolatlarin biyosentezine katilirlar. CYP79B2 ve CYP79B3
triptofanin  indol-3-asetaldoksime (IAOx) déniisiimiinii katalize eder. Indol-3-
asetaldoksim, Oksin (indol-3-asetik asit) ve indol glukosinolatlarin biyosentezi
sirasinda ara bilesiktir (Hull ve dig. 2000). CYP93 flavonoidlerin sentezine katilir.
CYP98 kumarik asidin 3-hidroksilasyonuna ve lignin monomerlerinin biyosentezine
katilir. CYP701A3 (ent-kauren oksidaz) giberellin sentezine katilir (Helliwell ve dig.
1998). Gymnospermlerde 5 ailesi bulunur (CYP71, CYP73, CYP75, CYP92 ve
CYP98).

Yapilan ¢aligmalarda dogal {irlinlerin sentezinden sorumlu olan biyosentetik
yolaklarda (glukosinolatlar, isoflavonoidler ve alkaloidlerin biyosentetik yolaklar)
P450’lerin anahtar enzimler olduklar1 bulunmustur. Buna ek olarak, bitki
P450’lerinin  bircogunun  herbisitleri  igeren  ¢esitli  zararli  ajanlarin

detoksifikasyonunu katalizledikleri de gosterilmistir (Morant ve dig. 2003).
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1.6.1. Bitki Sitokrom P450°lerinin Stres Altindaki Rolleri

Monoterpenler, terpen gruplari i¢inde en biiyiik grubu olusturur. Hastaliklara
ve herbivorlara karsi kimyasal bir savunma mekanizmas1 gorevi goriirken,
pollinatorlere kars1 giizel kokulu bir ¢ekicilik yapmaktadir (Gershenson ve Croteau,
1991). Monoterpenler, boceklerin temel bazi davranislarini bozabilir, agir toksik etki
yapabilir, boceklerin beslenmesini durdurabilir veya bdcegin ilireme yetenegini
diistirebilir (Bratesten, 1983; Hough-Golstein, 1990; Karr ve Coats, 1992; Watanabe
ve dig. 1993). Orman agaclarina zarar veren bir¢ok bocek tiirii i¢in bu metabolitler ve
miktarlart ayrintili bigimde belirlenmistir (Watt, 1989; Barnola ve dig. 1997,
Figueroa ve dig. 2004; Nerg ve dig. 2004; Hofstetter ve dig. 2005; Thoss ve Byers,
2006). Pinus pinea’da limonen’in ¢am kese boceginin (Thaumetopoea pityocampa)
hayatsal dongiisiinde ovipoziSyon i¢in 6nemli bir konak se¢imi engeli veya beslenme

inhibitori oldugu goriilmiistiir (Tiberi ve dig. 1999; Petrakis ve dig. 2005).

Yapilan ¢esitli calismalarda seskuiterpenlerden farnesol, juvabion ve
farnesal’m bocek endokrin sistemini engelleyerek boceklerin  gelisim ve
olgunlagmasini bozdugu gosterilmistir (Schmialek, 1963; Slama ve Williams, 1965).
DRA’larin (abietik asit ve isopimarik asit) bir konifer patojeni olan Ophisotoma ips
mantarmin spor ¢imlenmesini ve misel biiyiimesini gliglii bir sekilde inhibe ettigi
goriilmistir (Kopper ve dig. 2005). Sitka Ladini’nde, terpenlerin beyaz ¢am bitine
kars1 diren¢ sagladigi ve recgine kanallarinin bdcek-indiiklii olusumunun beyaz ¢am
bitine karsi direng ile dogrudan alakali oldugu gosterilmistir (Alfaro ve dig. 2002;
King ve dig. 2004). Douglas Goknarinda (Pseudotsuga menziesii) siirgiin zararlisina
kars1 B-pinen’in ¢ok siddetli toksik etki yaptigi goriilmiistiir (Cates ve dig. 1983,
Cates ve Redak, 1986). Douglas Goknarinin baska bir zararlis1 olan yiin yaprak biti
(Gilletteella cooleyi) ile olan iliskisinde 3-caren ve camphen, agacin bocege karsi en
etkili savunma elemanlar1 olarak 6ne ¢ikmaktadir (Stephan, 1987). Halep cami’nin
(Pinus halepensis) Matsucoccus josephi zararlisina karsi olan direncinde limonen
etkili bilesik olarak bulunmustur (Schiller ve Grunwald, 1987). Diger bir konifer tiirii
olan Pinus contorta’nin Panolis flammea’ya olan direncinde ise limonen ve
camphene bilesiklerindeki cesitlilikler bocegin konak seciminde ¢cok dnemli etkenler
olarak belirlenmistir (Leather, 1985). Tiberi ve dig. (1999) italya’da yaptiklar1 bir
calismada, cam kese bocegi’nin en az istilasinin goriildiigi tiir olan Fistik ¢ami’nin

ibrelerindeki en yaygin bilesigin limonen oldugu gdsterilmistir.
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Regine kanallarinin olusumunun mekanik yaralanma, metil jasmonat (MeJA)
veya etilen uygulamasi ile indiiklendigi bilinmektedir. Metil jasmonat (MeJA)
kullaniminin koniferlerde kimyasal ve anatomik savunmayi indiikledigi goriilmiistiir
(Franceshi ve dig. 2002; Martin ve dig. 2002, 2003a; Faldt ve dig. 2003; Miller ve
dig. 2005, Zeneli ve dig. 2006). Pinus taeda’da (Loblolly pine) metil jasmonatin
PtAO P450’nin transkripsiyon seviyesini arttirdigi bulunmustur (Ro ve dig. 2005; Ro
ve Bohlmann, 2006).

Konifer terpen profillerinin cografik olarak, yakin ilgili taksonlar arasinda ve
ayni tiirtin genotipleri arasinda ¢esitlilik gosterdigi bulunmustur (Féldt ve dig. 2001;
Manninen ve dig. 2002; Martin ve dig. 2003b). Molekiiler seviyede agaglarda bocek
direncindeki  genotipik farkliliklar terpen sentaz (TPS) ve P450 gen
ekspresyonundaki indiikklenme ile alakalidir (Byun-McKay ve dig. 2006). TPS ve
sitokrom P450-bagimli monooksijenazlar (P450) konifer savunmasinda ve terpen
kimyasal ¢esitliliginde merkezi bir rol oynarlar (Bohlmann ve dig. 1998a; Martin ve
dig. 2004; Ro ve dig. 2005). Giiniimiizde diterpen regine asitlerin (DRA)
olusumunda rol alan sadece tek bir P450 klonlanmis ve karakterize edilmistir (Ro ve
dig. 2005). Pinus taeda P450 enzimi, abietadienol/abietadienal oksidaz (PtAO)
olarak da bilinir ve bitki P450 enzimlerinden CYP720 ailesi i¢inde ¢ok substrath ve
¢ok fonksiyonlu bir diterpen oksidazdir. PtAO’1n, konifer DRA’lerin olusumundaki
ardigik li¢ oksidasyon basamagindan en az ikisini katalizledigi bilinmektedir
(Bohlmann, 2008) (Sekil 1.10).

abietadienol oksidaz abietadienol oksidaz
CYP720B1 CYP720B1
abietadien W abietadienol m abietadien-diol
Spontan
0O, H,O (o)) H,O
NADPE NADP* NADPH NADP*
abietadienal
0,
abietadienol oksidaz NADPH
CYP720B1 H,0
NADP*
abietik asit

Sekil 1.10 : Pinus taeda abietadienol oksidaz (PtAO)’in diterpen regine asit sentez

basamaklari.
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1.7. “Gateway” Klonlama Teknolojisi

Gateway Klonlama Teknolojisi (GKT), James Hartley, Dominic Esposito ve
Mike Brasch adli arastirmacilar tarafindan kesfedilmis ve gelistirilmistir. Bu
teknoloji temel olarak, Lambda fajimin spesifik rekombinasyon &zelliklerine gore
ayarlanabilen, evrensel bir klonlama yontemidir (Jefferies ve Haciomeroglu, 2010).
GKT, hizl1 ve etkili bir sekilde DNA zincirinin ¢oklu vektor sistemine uygulanarak
istenen proteinin elde edilmesini ve fonksiyonel analizinin yapilmasini olanakli

kilmaktadir (Jefferies ve Haciomeroglu, 2010).

L, R ve de B, P terimleri, GKT’de ¢ok siklikla kullanilmaktadir. Bunlar
enzimle kesilen ve “attX” (att: attachment: birlesme) olarak ifade edilen spesifik
noktalardir. attX tanimindaki X harfi, L, R, B ve P’nin yerlerine kullanilmistir. Buna

gore kullanim anlamlar asagida tanimlanmustir (Jefferies ve Haciomeroglu, 2010):

attL : (attachment Left), solda birlesen.
attR : (attachment Right), sagda birlesen.
attB : (attachment Bacteria), bakteri ile birlesen.

attP : (attachment Phage), fajla birlesen.
Gateway Klonlama (GW), iki asamada ger¢eklestirilmektedir:

BP Reaksiyonu: attB bir substrattir. attB igeren PZR {irlinii, attB igeren
eksprese edilmis klon ile attP igeren dondr vektorle birleserek attL iceren bir giris
klonunu olusturmaktadir. Bu reaksiyonu BP klonaz enzimi katalize etmektedir. Sekil
1.11°de BP reaksiyonunda goriildiigii gibi attB igeren PZR {iriinii, attP iceren donor

vektorle BP klonaz enzimi yardimiyla attL iceren bir giris klonu olusturmaktadir.

LR Reaksiyonu: attL igeren giris klonu ile hedef vektor birleserek attB
iceren istenen klonu olusturmaktadir. Bu reaksiyon LR klonaz enzimi tarafindan
katalize edilmektedir. Sekil 1.11’deki LR reaksiyonunda goriildiigi gibi, attL iceren
giris klonu, LR klonaz enzimi yardimiyla attR igeren hedef vektore transfer edilerek,

hedef klonun elde edilmesini saglamaktadir.
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® BP Reaksiyonu

attB attB attP attP attl attl attR attR
(W o n
+ onaz
agg;@;’r{ el Doné vektdr Giris klonu Uriin
@ LR Reaksiyonu
attl attl attR attB attB attP attP

attR
+ LR Klonaz +
Giris klonu Hedef vektor Ekspresyon klonu Uriin

Sekil 1.11 : Gateway klonlamada BP ve LR reaksiyonu.

Biitiin giris klonlar, ilgilendikleri genin her iki tarafinda da attL’ye sahiptir.
Bunlar Gateway sisteminde gereklidir. Ciinkii L’ler Gateway rekombinasyon
proteinlerle yapiskan uglart olusturmak i¢in kesilir. Bu yapiskan uglar, yapiskan ucu
olan ve attR’yi iceren hedef vektorle birlesmektedir. Bu reaksiyon LR asamasinda
gerceklesmekte olup, ekspresyon klonunun nasil olusturuldugunu géstermekte ve bu
expresyon klonundan elde edilen proteinin analizi yapilabilmektedir (Jefferies ve
Haciomeroglu, 2010). Daha 6nce bazi sitokrom P450 enzimlerinin klonlanmasi ve
ekspres edilmesinde kullanilan ve verimliligi gosterilmis olan GKT teknolojisi bu
calismada da kullanilmistir (Chung ve dig. 2004; Goldstone ve dig. 2008; Hofer ve
dig. 2008).

1.8. Calisma Materyali

Calismada kullanilacak olan kizilgam klonlari, Cevre ve Orman Bakanligi,
Orman Agaclar1 ve Tohumlar1 Islah Arastirma Miidiirligi (ORTOHUM) tarafindan
1992°de kurulmus olan bir klonal tohum bahgesinde yer almaktadir (Sekil 1.12).
Alandaki agaglarin orijini Giindogmus-Eskibag olup, Antalya sinirlar igerisindeki 12
Kizilgam tohum bahgesinden birisidir. Tohum bahgesi, Antalya ili Ciglik beldesi
smirlari igerisinde 37° 02" 60" kuzey enlemi ile 30° 54" 79' dogu boylami arasinda
yer almaktadir. Alanin denizden yiiksekligi 300 m’dir. ORTOHUM kayitlarina gore
Eskibag orijininden alinan as1 kalemleri Subat 1992 tarihinde 8§ m x 8 m’lik
araliklarla dikilmistir. Bugiin (2012 yilinda) yaklasik 20 yasinda olan fidanlarin dikili
oldugu alan 17,8 ha’lik bir alan olup, alanda 30 farkli klona ait 2166 agac
bulunmaktadir. Bahgedeki her agacin akrabalik iligkileri bilinmektedir.
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Sekil 1.12 : Caligmanin yapilacagr kizilgam tohum bahgesinin kuruldugu alan
(C1glik) ve tohumun getirildigi orijin (Eskibag) (Semiz, 2009).

1.9. Calismanin Amaci

Kizilgam (Pinus brutia), ekolojik ve ekonomik bakimlardan Tiirkiye’nin en
onde gelen yerli bir orman agac: tiiriidiir. Ulkemizde her yil ortalama 40.000 ha
Kizilgam fidanlan ile agaclandiriimaktadir. Ancak, bu agaclandirma alanlarinda
karsilasilan sorunlardan biri, gam kese bocegi (Thaumetapoea wilkinsoni) istilasidir
(Acatay, 1972; Avci, 2000; Kanat ve Alma, 2004). Bu bocek, ozellikle geng
agaclarin biiylime ve gelismesini 6nemli 6lgiide engellemektedir. Buna karsi: (a)
boceklerle mekanik ve/veya kimyasal miicadele yapilmasi; (b) boceklere karsi
biyolojik miicadele yapilmasi; (c) boceklere karsi direngli genotiplerin bulunup
agacglandirma alanlarinda bunlarin dikilmesi yollar1 uygulanabilir. Bu ¢alismamizin
konusu, bireyler arasinda konifer savunmasinda ve terpen kimyasal cesitliliginde
merkezi bir rol oynayan Pinus brutia CYP720B (PbAQO) geninin molekiiler diizeyde
arastirilmasin1 kapsamaktadir. Bu calismada elde edilen verilerin ¢am kese bdcegi
direnci ve bitki-bocek iliskisini aydinlatmada ve biyolojik miicadelede kullanabilmek
i¢cin baglangic ve temel olusturmasi hedeflenmistir. Ayrica “Pinus” cinsinde sadece
tek bir sitokrom P450 enzimi bilinmektedir. Bu acidan literatiire karsilastirmali
canlilar yapacak ilave veriler tiretilmesi amag edinilmistir. Tiim diinyada nadir olarak
calisilan ve oldukga zor olan bitki P450’lerinin klonlanmasi ve karakterize edilmesi

gibi aragtirmalarin birimimizde bu tez ile birlikte baglangi¢ projesi olarak ele alinarak
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daha ileri diizey tarimsal bitkilerde ve cesitli dogal zenginligimiz olan diger
ekonomik bitkilerimizde bitki-patojen arastirmalarina onciiliik edilmesi en temel
amaglarimiz arasinda yer almaktadir. Literatiirde (Science Direct ve Web of Science
veri tabanlarinda yapilan tarama) Pinus brutia’dan izole edilmis ya da klonlanmis
sitokrom P450 enzim bilgisi mevcut degildir. Bu da ¢alismamizin bu tiir i¢in orijinal

ve 0zglin olmasini saglamaktadir.
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2. MATERYAL VE METOD
2.1. Materyal

2.1.1. Cahismada Kullamlan Kimyasallar ve Cozeltiler

1 Kb standart DNA (Fermentas, SM0311; ABM, G248), Adenin (Amresco, 73-24-5),
Agar (Merck, 1.01614), Agaroz (Sigma, A9539), Akrilamit (Sigma, A8887),
Amfisilin, (BioBasic, DB0028), APS (Fluka, 10043), Arjinin (Amresco, 1119-34-2),
Asetik asit (Sigma, 27225), Aspartik asit (Amresco, 56-84-8), Bakir siilfat (Fluka,
61240), BCA (Sigma, D8284), BCIP (Sigma, B1026), Bis-akrilamit (Applichem,
A3636), Birincil antikor (Mouse monoclonal IgG anti-His, Invitrogen, R930-25),
Bromfenol mavisi (Sigma, B6131), BSA (Fluka, 62971), CTAB (Fluka, 52365),
DEA (Sigma D8885), DEPC (BioBasic, 1609-47-8), D-galaktoz (Sigma, G0750), D-
glikoz (Sigma, 16301), dNTP karisimi (Fermentas, R0192), EDTA (Sigma, 03620),
EtBr (Sigma, E8751), Fenilalanin (Amresco, 63-91-2), Gliserol (Sigma, G2289),
Glisin (Sigma, G8898), Hidroklorik asit (Riedel de-Haen, 07102), Histidin
(Amresco, 71-00-1), ikincil antikor (Goat antimouse IgG-ALP), izoldsin (Amresco,
73-32-5), izopropil alkol (Sigma, 24137), Kalsiyum Kloriir (Sigma, C1016), KH,PO,
(Applichem, A2946), Kloroform (Sigma, 24216), Kolat (Fluka, 27029), L-arabinoz
(Merck, 1.01492), Litikaz, Arthrobacter luteus’dan (Sigma, L4025, 25 KU), Lizin
(Amresco, 657-27-2), LiCl (Applichem, A6286), Losin (Amresco, 61-90-5), LB-
Miller besiyeri (%1 tripton, %0,5 maya ekstrakti, %1 NaCl, pH 7,0), Maya ekstrakti
(Merck, 1.03753), Maxima Hot Start Tag DNA Polimeraz (Fermentas, EP0602),
MES (Ambresco, 4432-31-9), MgCl, (Sigma M8266), MgSO, (Sigma, M7506), B-
merkaptoetanol (Sigma, M3148), Metanol (Riedel de-Haen, 24229), Metionin
(Amresco, 63-68-3), NaCl (Sigma, S7653), Na,HPQO, (Sigma, S7907), NBT (Sigma,
N5514), Oligo d(T) (Fermentas, S0132), Pepton (Merck, 1.07228), PMS (Sigma,
P9265), PMSF (Sigma, P7626), Potasyum kloriir (Applichem, A2939), PVP
(Applichem, A2260), Prolin (Amresco, 147-85-3), RevertAid Ters Transkriptaz
(Fermentas, EP0441), 5X RT reaksiyon tamponu (250 mM Tris-HCI pH 8,30, 250
mM KCI, 20 mM MgCl, ve 50 mM DTT), RNA ekstraksiyon tamponu (100 mM
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Tris-HCI, pH 8,0, %2 CTAB, 25 mM EDTA, %2 PVP, 1,4 M NaCl, %5 B-
merkaptoetanol), Serin (Amresco, 56-45-1), SDS (Applichem, A2263), Sodyum
dithionit (Merck, 106505), Sivi azot, Sistein (Amresco, 56-89-3), S.O.C. besiyeri
(%2 tripton, %0,5 maya ekstraktr, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10
mM MgSO,4, 20 mM glukoz), Sodyum bikarbonat (Riedel-de-Haen, 13433), Sodyum
fosfat (Sigma, S9390), Sodyum karbonat monohidrat (Sigma, S4132), Sodyum
tartarat (Rochelle Tuzu, Sigma, S6170), Sorbitol (Applichem, A4992),
Spektinomisin (BioBasic, SB0971), Spermidin (Applichem, A0674), SC-U besiyeri
(%0,67 maya nitrojen, %2 D-glikoz, %0,01 adenin, arjinin, sistein, 16sin, lizin,
treonin, triptofan, %0,05 aspartik asit, histidin, izoldsin, metionin, fenilalanin, prolin,
serin, tirozin, valin, %2 agar), Treonin (Amresco, 72-19-5), Tirozin (Amresco, 60-
18-4), Triptofan (Amresco, 73-22-3), Tripton (Merck, 1.10859), Tris (Sigma,
A2264), TRIzol reaktifi (Invitrogen, 15596-026), Tuz soliisyonu (1,2 M NaCl, 0,06
M MgCl,), Tween-20 (Sigma, P9416), Valin (Amresco, 72-18-4), Yagsiz siit tozu
(BioRad, 170-6404), Maya nitrojen (amonyum siilfatli, Amresco, YNB406), YPD
besiyeri (%1 maya ekstrakti, %2 pepton, %2 D-glikoz), Yiiriitme boyasi (10 mM
Tris-HCI pH 7,60, %0,03 bromfenol mavisi, %0,03 xylene-cyanol FF, %60 gliserol,
60 mM EDTA), TE tamponu (10 mM Tris-HCI pH 7,40, 1 mM EDTA, pH 8,0),
TEMED (Sigma, T9281), Xylene-cyanol FF (Fluka, 95600).

2.1.2. Calismada Kullamlan Cihazlar

Agaroz jel elektroforez aparati (Thermo EC320 ve EC330), buzdolabi (Regal
ve Whitewestinghouse), buz makinas1 (Hoshizaki FM 70-GE), Potter-Elvehjem
PTFE cam-teflon homojenizator (Sigma), calkalamali inkiibator (Zticheng ZHWY -
200B), -20 °C dikey derin dondurucu (Argelik 2041 DY), -80 °C derin dondurucu
(Sanyo Nuaire CVK-NBST?2), elektrotransfer sistemi (Hoefer miniVE SE300-10A-
1.0), gi¢ kaynagi (Thermo EC 1000-90), 1s1 blogu (Biosan Dry Block Heating
Thermostat TDB-100), inkiibator (Binder BD 115), manyetik karistirict (Velp Arex),
mikrodalga firmn (Shov M7017-P), otoklav (Niive OT 4060 ve Hirayama Hiclave
HVE-50), pastor firmi (Binder ED 115), pH metre (Mettler Toledo MP 220),
poliakrilamit jel elektroferez aparatt (Owl P9DS), pzr cihaz1 (Techne TC-512 ve
Bioneer MyGenie 96 Thermal Block), saf su sistemi (Human Power | Scholar UV),
santrifiij (Sigma 3K30, Sigma 1-15K ve Sigma 1-14), sivi azot tanki (International
Cryogenics Inc. IC-10R), sogutmali inkiibator (Binder KB 115), sonikator (Bandelin
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Sonoplus), spektofotometre (Shimadzu UV-1700, UV-1800), su banyosu (Memmert
WB-14), terazi (Precisa XB 220A, Mettler Toledo AB 265S ve Mettler Toledo PB
602-L), Ultra Turraks (IKA-Werke T25), UV jel goriintiileme kabini (DNR LB
0605), UV transilliiminator (Vilber Lourmat), vorteks karistirict (DragonLab MX-F).

2.1.3. Cahismada Kullamlan Kit, Vektor ve Hiicreler

Bitki RNA Izolasyon Mini Kit (Agilent, 5188-2780), BL21-AI™ Kimyasal
Kompetan E. coli hiicresi (Invitrogen, C607003), EZ-10 Spin Kolon DNA Jel
Ekstraksiyon Kiti (BioBasic, BS353), Gateway” E. coli ekspresyon sistemi
(Invitrogen, 11824-026), Gateway” pYES-DEST52 vektor (Invitrogen, 12286-019),
“Library Efficiency” DH5a E.coli hiicresi (Invitrogen, 18263-012), LR Klonaz™ ||
enzimi (Invitrogen, 11791-100), pCR*8/GW/TOPO® TA Klonlama Kiti (Invitrogen,
K2500-20), PureLink™ Plazmit Miniprep Kit (Invitrogen, K2100-10), PureLink™
RNA Minikit (Invitrogen, 12183-018A), Sc. EasyComp Transformasyon Kiti
(Invitrogen, K5050-01), Saccharomyces cerevisae (INVSc-1, Invitrogen, C81000).

2.1.4. Primerler

Pinus brutia CYP720B geninin klonlanmas1 icin
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide adresinden Pinus taeda sitokrom P450
CYPB’nin (CYP720 alt ailesine benzer olan) 1464 b¢’lik mRNA sekansina ulagildi.
Buradan klonlama stratejisine uygun sekilde 5'-ucu fosfatsiz olacak sekilde
dejeneratif primerler BM Yazilim Danigmanlik ve Laboratuar Sistemleri Ltd.
(Ankara) firmasina sentezlettirildi (Tablo 2.1).

Liyofilize olarak gelen HPSalt free ve 0,2 umol skalada olan bu primerlerden
100 uM’lik stok hazirlamak igin tizerlerine verilen oranlarda (CYP720BDP_F1: 88
ul; CYP720BDP_F2: 81 ul; CYP720BDP_R: 81 pl) steril su ilave edildi. Elde edilen
stoklar 1:10 sulandirilarak 10 uM’lik primerler elde edildi ve ana stoklar -80 °C’ye
kaldirildi.

25



Tablo 2.1 : Dejeneratif primerler.

Primer ileri ve Geri Primer Uzunluk
CYP720BDP_F1 5- TTAACCCTCACAAG(C/T)T(N)CC(N)CC(N)GG -3' 25 Baz
CYP720BDP_F2 5- TTAGGAGGCCCTCTT(N)T(N)GG(N)GA(N)AC -3' 26 Baz

CYP720BDP_R | 5- CACAGACGGTC(N)CC(N)CC(N)CC(A/G)AA(N)GG-3' | 26 Baz

2.2. Metod

2.2.1. RNA Izolasyonu

Tohum bahgesinden toplanan ve -80 °C’de bekletilen ibrelerden RNA

izolasyonu gesitli metotlarla denendi.

2.2.1.1. TRIzol Metodu

-80 °C’de muhafaza edilen ibrelerden Invitrogen TRIzol reaktifi ile iiretici
firmanin talimatlarma gére RNA izolasyonu gerceklestirildi. Ibrelerden 0,5’er gr
tartilarak DEPC ile muamele edilmis havanda sivi azotla iyice ogitiildi. 15 mI’lik
falcon tiiplere alindi ve tiiplere hemen 2 ml TRIzol reaktifi eklenip karistirildi. 10 dk
siire ile 12.000 xg’de +4 °C’de santrifiij edildi. Ust fazdan 1’er ml alinarak 2 ml’lik
eppendorf tiiplere aktarildi. Tiipler oda sicakliginda 5 dk bekletildi. Tiiplere 0,4 ml
kloroform eklendi ve 15 sn karistirildi. Daha sonra tiipler oda sicakliginda 12 dk
bekletildi. Siire sonunda 15 dk siire ile 12.000 xg’de +4 °C’de santrifiij edildi. Ust
fazdan 0,5 ml alinarak yeni eppendorf tiiplerine aktarildi. Tiiplere 0,5 ml kloroform
ve 0,5 ml 1,2 M Na-sitrat/0,8 M NaCl karigimindan eklenerek tuz ¢oktiirmesi yapildi.
Tiipler oda sicakliginda 8 dk bekletildi. Siire sonunda 12.000 xg’de 8 dk santrifiij
edilerek RNA’nin dibe ¢okelmesi saglandi. Olusan peletin iizerine %75’lik etil
alkolden 1 ml eklenerek yikanmasi saglandi ve kurumaya birakildi. Pelete 100 pl
DEPC’li su eklendi ve 59 °C’de 10 dk inkiibe edilerek ¢ozdiiriildii. Elde edilen
RNA’lar -80 °C’ye kaldirildi.

2.2.1.2. Suzuki ve dig. (2008) Metodu

-80 °C’de muhafaza edilen ibrelerden Suzuki ve dig. (2008) metodu ile RNA

izolasyonu gergeklestirildi. DEPC ile muamele edilmis havanda sivi azotla iyice
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ogiitiilen 0,5 gr ibre ornekleri 15 ml’lik falcon tiiplere alind1 ve tiiplere 5 ml sicak
RNA ekstraksiyon tamponundan eklendi. Daha sonra tiipler 65 °C’de 10 dk
bekletildi. Siire sonunda 10 dk 60 °C’de calkalamal1 inkiibatorde calkalandi. Uzerine
1 ml TRIzol eklendi ve 4-5 dk karistirildi. 5 dk siire ile 16.000 xg’de santrifiij
edilmigtir. Ust fazdan 1’er ml alinarak 2 ml’lik eppendorf tiiplere aktarilds.
Uzerlerine 180 pl kloroform eklendi ve karistirilip oda sicakliginda 3 dk beklendi. 15
dk siire ile 16.000 xg’de +4°C’de santrifiij edildi. Ust fazdan 450 ul alinarak 1,5
ml’lik eppendorfa konmustur. Uzerine 200 ul kloroform eklenerek 15 sn karistirilip
oda sicakliginda 3 dk beklendi. 5 dk siire ile 16.000 xg’de santrifiij edilip iist fazdan
400 pl alinarak 1,5 ml’lik eppendorfa kondu. Uzerine 1 ml izopropil alkol eklenip
oda sicakliginda 10 dk beklendi. Siire sonunda 10 dk siire ile 16.000 xg’de santrifiij
edilip RNA dipte kalacak sekilde tiip igindeki tiim sivi dokildi. Peletin {izerine
%75’1ik etil alkolden 1 ml eklenerek 5 dk siire ile 16.000 Xg’de santrifiij yapilarak
dibe ¢oktiiriiliip ve yikama soliisyonu bosaltilarak, kurumaya birakildi Tiipiin
dibindeki RNA’lar 50 ul DEPC’li su eklenerek 15 dk siire ile 65 °C’de ¢oziilmesi
sagland1. Elde edilen RNA’lar -80 °C’ye kaldirild1.

2.2.1.3. Azevedo ve dig. (2003) Metodu

-80 °C’de muhafaza edilen ibrelerden Azevedo ve dig. (2003) metodu ile
RNA izolasyonu gergeklestirildi. DEPC ile muamele edilmis havanda sivi azotla
lyice ogiitillen 0,6 gr ibre drnekleri 50 ml’lik falcon tiiplere alindi ve tiiplere 6 ml
ekstraksiyon tamponundan (100 mM Tris-Cl, pH 8,0; %2 CTAB; 30 mM EDTA,
%0,05 spermidin; %2 PVP; 2 M NaCl; %2 p-merkaptoetanol) eklendi. Daha sonra
tiipler 42 °C’de 90 dk inkiibe edildi. Siire sonunda tizerine 6 ml kloroform:izoamil
alkol karigimi (24:1) eklenip karistirildi. 15 dk siire ile 15.000 xg’de santrifiij edildi.
Ust faz almarak yeni falcon tiiplerine aktarildi. Tiiplere 1x kloroform:izoamil alkol
karisimi (24:1) eklendi ve 15 dk siire ile 15.000 xg’de santrifiij edildi. Ust fazdan
I’er ml alinarak 2 ml’lik eppendorf tiiplere aktarildi. Uzerlerine 250 pl 10 M
LiCl’den eklendi ve RNA ¢okelmesi igin tiipler biitiin gece +4°C’de bekletildi.
+4°C’den ¢ikarilan tiipler 25 dk siire ile 15.000 xg’de santrifiij edilerek RNA’nin
dibe ¢okelmesi saglandi. RNA dipte kalacak sekilde tiip i¢indeki tiim sivi dokiildii.
Peletin tizerine 2 M LiCl ile yikandi. Yikanan RNA’lar 25 dk siire ile 15.000 xg’de

santrifiij yapilarak dibe c¢oktiiriildi ve yikama soliisyonu bosaltilarak, tiipiin
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dibindeki RNA’lar 100 pl DEPC’li suda ¢oziildii. Elde edilen RNA’lar -80 °C’ye
kaldirildu.

2.2.1.4. Invitrogen PureLink RNA Minikit

Tohum bahgesinden toplanan ve -80 °C’de muhafaza edilen ibrelerden
Invitrogen PureLink RNA Minikit ile dretici firmanin talimatlarina gére RNA

izolasyonlar1 gerceklestirildi.

Ibrelerden 0,3’er gr tartilarak DEPC ile muamele edilmis havanda siv1 azotla
iyice Ogitildii. 2 ml’lik eppendorf tiiplere 1 ml lizis tamponundan ve 10 pl B-
merkaptoetanol’den eklendi. Eppendorf tiiplerin darasi alindi ve iglerine 0,2 gr
olacak sekilde ibre 6giitlerinden eklendi. Ultra turraks’ta 45 sn homojenize edildikten
sonra 4.000 xg’de 5 dk siire ile santrifiij edildi. Pelete dokunmadan {ist fazdan 800 ul
yeni eppendorf tiipe alindi ve lizerine %2 hacimde saf etanolden eklendi. 10 sn siire ile
karistirildi. Yaklasik 600 pl’si kitin i¢inden ¢ikan spin kolona eklendi ve 12.000
Xg’de 35 sn santrifiij edildi. Alta gegen kisim dokiildii ve kalan 6rnek tekrar ayni spin
kolona yiiklenip 12.000 xg’de 35 sn daha santrifiij edildi. Alta gegen kisim dokiildi
ve spin kolona yikama tamponu I’den 700 pl eklendi. 12.000 xg’de 35 sn santrifiij
edildi. Spin kolon yeni 2 ml’lik toplama tiipiine alindi. Uzerine yikama tamponu
II’den 500 pl eklenerek 12.000 xg’de 35 sn santrifiij edildi. Alta gegen kisim
dokiildii ve bu yikama basamagi bir kez daha tekrarlandi. Spin kolon 12.000 xg’de 1
dk 35 sn santrifiij edilerek membran kurutuldu. Spin kolon tam ortasina 30 pl RNaz
icermeyen sudan eklendi. Oda sicakliginda 1 dk inkiibe edildi ve 12.000 xg’de 2 dk
20 sn santrifiij edilerek RNA’larin alta gegmesi saglandi. Elde edilen RNA’lar -80
°C’ye kaldirild1.

2.2.1.5. Agilent Bitki RNA izolasyon Minikit

Tohum bahgesinden toplanan ve -80 °C’de muhafaza edilen ibrelerden
Agilent Bitki RNA Izolasyon Minikit ile iiretici firmanin talimatlarma gére RNA
izolasyonlari gergeklestirildi.

-80 °C’deki ibrelerden 1’er gr tartilarak DEPC ile muamele edilmis havanda
stvi azotla iyice ogitiildi. 2 ml’lik eppendorf tiiplere 600 pl ekstraksiyon
soliisyonundan ve 6 pul B-merkaptoetanol’den eklendi. Darasi alinan eppendorf

tiiplere 0,06 gr olacak sekilde ibre ogiitlerinden eklendi ve iyice karistirildi.
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Homojenat mini - 6n filtrasyon kolonuna eklendi ve 16.000 xg’de 3 dk siire ile
santrifiij edildi. Kolon atildi ve alta gegen kismin tizerine 600 ul izopropil alkol
eklendi ve otomatik pipetle karistirilarak tamami mini - izolasyon kolonuna transfer
edildi. Oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildikten sonra 16.000 xg’de 30 sn siire ile
santrifiij edildi. Alta gegen kisim dokiildii ve kolonun tlizerine yikama soliisyonundan
500 ul eklendi ve 16.000 xg’de 30 sn siire ile santrifiij edildi. Alta gegen kisim
dokiildii ve yikama basamag bir kez daha tekrarlandi. Alta gegen kisim dokiildi ve
kolon ayni toplama tiipiine geri konuldu. 16.000 xg’de 2 dk santrifiij edilerek
membran tamamen kurutuldu. Kolon temiz toplama tiipiine alindi ve kolonun tam
ortasina 45 ul RNaz igermeyen sudan eklendi. Oda sicakliginda 1 dk inkiibe edildi ve
16.000 xg’de 1 dk santrifiij edilerek RNA’larin alta gegmesi saglandi. Elde edilen
RNA’lar -80 °C’ye kaldirildu.

2.2.2. RNA’larn Agaroz Jel Elektroforezi ile Goriintiilenmesi

Uygulanan tiim metodlarla izole edilen RNA’lar %]1°’lik agaroz jel
hazirlanarak 8 cm x 9 cm tablaya sahip yatay agaroz jel elektroforezi ile yiirtitiildii.
0,4 gr agaroz tartilip iizerine 40 ml 1X’lik TAE tamponundan ilave edildi. Bu

karisim mikrodalga firininda kontrollii bir sekilde agaroz ¢oziinene dek 1sitildi.

Coziinme isleminden sonra agaroz soliisyonu hafif¢e sogutularak tizerine 1 pl
EtBr’den eklendi ve daha 6nceden kurulmus elektroforez tablasina dokiilerek kati hal
olusuncaya kadar beklendi. Kat1 hal alan agaroz jel, taraklar cikarildiktan sonra
elektroforez tankina elektroforezin (-) kutbuna dogru yerlestirildi. Elektroforez tanki
250 ml 1X TAE yiirlitme tamponuyla dolduruldu. 2 pl RNA 6rnegi, 7 pl distile su ve
2 ul yiiriitme boyasi ile muamele edilerek mikropipet ile jelde bulunan kuyucuklara
aktarildi. Elektroforez giic kaynagma baglandi ve 90 Volt, 500 mA’de 40 dk
stiresince ylritiildii. Yirlitme bitince jel UV transilliiminatdrde incelenip DNR
LightBis Prolmage Analysis System (DNR Biolmaging System Ltd. Jerusalem,

Israel) cihazinda fotograflanda.

2.2.3. Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)

Elde edilen RNA’lardan ¢cDNA sentezi 18 niikleotid oligo d(T) primer ve
RevertAid Ters Transkriptaz kullanilarak {iretici firmanin talimatlarina gore
gerceklestirildi. cDNA sentezi i¢in 5 pg toplam RNA ve 0,5 pg oligo d(T) primeri

karistirildi ve son hacmi 11 pul RNaz icermeyen su ile tamamlandi. Karigim 70 °C’de
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5 dk inkiibe edildikten sonra, lizerine 4 ul 5X reaksiyon tamponu ve 2 pl dNTP
karisimi eklendi. 5 dk 37 °C’de inkiibasyondan sonra 200 iinite RevertAid Ters
Transkriptaz eklenerek son hacim 20 pl tamamladi. Enzim eklendikten sonra, son
karisim cDNA sentezi i¢in ilk 6nce 42 °C’de 1 saat inkiibe edildi ve sonra enzim
inhibe edilmek tizere 70 °C’de 10 dk bekletildi. Sentezlenen cDNA’lar, PZR yapmak
tizere -80 °C’ye kaldirild1.

Polimeraz zincir reaksiyonu yontemi Techne TC 512 termal dongii cihazi ile
gerceklestirildi. PZR kosullar1 Tablo 2.2°de, sicaklik, dongii ve zamanlar ise Tablo

2.3’te verilmistir.

Tablo 2.2 : CYP720B PZR karigimu.

Bilesenler Hacim (nl) Son Konsantrasyon
10X reaksiyon tamponu 2,5 1X
MgCl, (25 mM) 2 2mM
CYP720BDP_F1 (10 pM) 1 2,5 uM
CYP720BDP_F2 (10 uM) 1 2,5 uM
CYP720BDP_R (10 pM) 1 2,5 uM
dNTP karisim (10 mM) 0,75 0,3mM
cDNA 6

Ultra saf su 10,25

Maxima Hot Start Taq DNA polimeraz (5 U/ul) 0,5 25U
Toplam Hacim 25

Tablo 2.3 : CYP720B PZR kosullari.

Basamaklar Sicakhk (°C)  Siire
On Denatiirasyon 95 5 dk
Denatiirasyon 3 94 30 sn
Yapisma déngii 45 90 sn
Uzama 72 2 dk
Denatiirasyon 30 94 1dk
Yapisma dongii 63 90 sn
Uzama 72 2dk
Son Uzama 72 6 dk

2.2.4. PZR Uriiniiniin Jel’den Izolasyonu

Elde edilen PZR iriinii BioBasic EZ-10 Spin Kolon DNA Jel Ekstraksiyon
Kiti kullanilarak jelden izole edildi. Kuyudaki PZR {iriinii steril bistiiri yardimiyla
UV transilliiminatorde kesilerek darasi alinmis 1,5 ml’lik eppendorf tiipe aktarildr (~
80 mg). Uzerine 320 pl baglanma tamponu II’den eklendi ve 60 °C’de 10 dk inkiibe

edilerek jelin erimesi saglandi. Tamamen eridikten sonra karisim EZ-10 spin
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kolonuna aktarilip, 2 dk bekletildi. Sonra 10.000 rpm’de 2 dk 20 sn santrifiij edildi.
Alta gecen s1vi dokiiliip spin kolona yikama soliisyonundan 500 pl eklendi ve 10.000
rpm’de 2 dk 20 sn santrifiij edildi. Alta gegen s1v1 dokiiliip spin kolon tekrar yikama
soliisyonu ile yikandi. Daha sonra spin kolon temiz 1,5 ml’lik eppendorfa
yerlestirildi ve kolonun tam ortasina 50 pl eliisyon tamponundan eklendi ve 2 dk oda
sicakliginda bekletildi. Siire sonunda 10.000 rpm’de 2 dk 20 sn santrifiij edilerek
DNA eliie edildi.

2.2.5. TOPO® Klonlama Reaksiyonu

TOPO® klonlama reaksiyonu igin Invitrogen pCR®8/GW/TOPO" TA
Klonlama Kit kullanild1 (Bkz. EK-1). Tablo 2.4’de verilen miktarlarda agaroz jel’den
izole edilen PZR iiriinii, tuz soliisyonu, steril ultra saf su ve Sekil 2.1°de gosterilen
pCR“8/GW/TOPO® vektdr pzr tiipii icinde strastyla konularak hafifce karistildi, oda

sicakliginda 30 dk inkiibe edildi ve reaksiyon karigimi buz tizerine alindu.

Tablo 2.4 : TOPO klonlama reaksiyonu.

Bilesenler Hacim (pl)

PZR iiriinii
Tuz soliisyonu
Ultra saf su
TOPO® vektor
Toplam Hacim

OFRLPNEDN

2817 bp

Sekil 2.1 : pCR®8/GW/TOPO® vektor.
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2.2.5.1. One Shot® Kimyasal E. coli Transformasyonu

-80 °C’de muhafaza edilen TOP10 kimyasal E. coli hiicrelerinden 1 tiip
cikartilip (50 ul) buz tizerinde erimesi saglandi. Eridikten sonra tizerine hazirlanmis
olan TOPO® Kklonlama reaksiyonundan 2 pl eklendi, nazikce karistirldiktan sonra
buzda 30 dk inkiibe edildi. Inkiibe edilen hiicrelere 42 °C’de 30 sn 1s1 soku uygulandi
ve buz iizerine transfer edildi. Uzerlerine daha sonra oda sicakligindaki S.O.C.
besiyerinden 250 ul eklendi ve 37 °C’de 1 saat 200 rpm calkalama hizinda yatay
sekilde inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda 100 pg/ml spektinomisin antibiyotigi iceren LB agar’li
petrilere 50 ul S.O.C. besiyerinden ve 100 pl hiicrelerden eklendi ve drigalski 6zesi
ile inokiile edildi. Inokiile edilen petriler 37 °C’de gece boyunca inkiibe edildi.

2.2.5.2. PZR ile Pozitif Klonlarin Analizi

Giris klonunun hiicrelere girip girmedigini analiz etmek ve pozitif klonlar
belirlemek amaciyla Tablo 2.2’de verilen miktarlarda PZR komponentleri
karigtirilarak her koloni i¢in 23 pl oncii karisim hazirlandi, daha sonra petriden
secilen koloniler steril kiirdan yardimiyla karisima eklendi, kiirdanda kalan koloni ile
10 adet bolgeye boliinmiis ve 100 pg/ml spektinomisin antibiyotigi igeren LB agar’li
petride uygun yerlere ¢izgi ekimi yapilarak tek koloni elde edilmeye calisildi.

2.2.5.3. Plazmid izolasyonu

Klonlamanin kontrol edilmesi i¢in plazmid izolasyonu Invitrogen PureLink

Plazmid Miniprep Kit kullanilarak gerceklestirildi.

Transforme olan kolonilerden 2 - 6 adet se¢ildi ve 100 pg/ml spektinomisin
antibiyotigi iceren 5 ml LB besiyerine inokiile edilerek 37 °C’de, 180 rpm
calkalamal1 inkiibatdrde gece boyunca inkiibe edildi. Gece boyu inkiibe edilen kiiltiir
8.000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi, olusan slipernatant pelletten uzaklastirilip {izerine
250 ul RNaz-A’l seyreltme tamponu (R3) eklendi, vortekslenerek homojen hale
getirildi. Hiicrelere 250 pl parcalama tamponu (L7) eklendi ve 5 kez asagi-yukari
yapilarak karigtirildiktan sonra 4 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

Tiiplere 350 pl ¢okeltme tamponu (N4) eklendi ve asagi-yukari yapilarak
homojenlik saglandi, daha sonra 12.000 rpm’de 10 dk 20 sn santrifiij edildi, olusan
santrifiigat alinarak spin kolona konuldu. 12.000 rpm’de 1 dk 20 sn santrifiij edilerek
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alta gecen s1vi kisim dokiildii, spin kolona bu kez 700 ul yikama tamponu (W9)
eklendi ve 12.000 rpm’de 1 dk 20 sn santrifiij edilip alta gecen siv1 dokiildi. Yikama
tamponundan arindirmak i¢in 12.000 rpm’de 1 dk 20 sn daha santrifiij edilip spin
kolon temiz 1,5 ml’lik eppendorf tiipe alind1. 40 pl 6n 1sitilmis TE tamponu kolonun
merkezine konuldu ve oda sicakliginda 1 dk inkiibe edildi. Inkiibe edilen spin kolon
12.000 rpm’de 2 dk 20 sn santrifiij edilerek saf plasmid DNA (giris klonu) elde edildi
ve -20 "C’de muhafaza edildi.

Ve gergekten genin aktariminin gerceklesip gerceklesmedigini anlamak i¢in
bu plazmitlerden PZR amplifikasyonu gergeklestirildi.
2.2.6. Sekans Analizi

PZR gen iiriiniimiiziin dogru bir sekilde TOPO® vektore girip girmedigini
belirlemek igin elde edilen plazmid DNA dogrulanmak {izere sekans analizi i¢in
Tablo 2.5’te verilen Gateway (GW) primerleri ile birlikte BM Yazilim Danis. Lab.
Sis. Ltd. Sti. aracilig1 ile GATC Biotech (Almanya) firmasina gonderildi.

Tablo 2.5: GW primerleri.

Primer ileri ve Geri Primer Uzunluk
GW1 5-GTTGCAACAAATTGATGAGCAATGC-3' 25 Baz
GW 2 5-GTTGCAACAAATTGATGAGCAATTA-3' 25 Baz

2.2.7. Biyoinformatik Analizler

2.2.7.1. Amino Asit Komposizyonunun Bulunmasi

Elde edilen Pinus brutia CYP720B gen dizisinin Karsiligi amino asit dizisi
ExXPASy Proteomics Server (www.expasy.ch) kullanilarak belirlendi.

2.2.7.2. Sinyal Peptid Analizi

Sitokrom P450 proteinleri 0karyotlarda ¢ogunlukla ER’a yerlestikleri i¢in
sinyal peptit analizi yapildi. Bu analiz i¢in “Signal P” adindaki programdan

(Bendtsen ve dig. 2004) yararlanildi.
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2.2.7.3. Demir Baglama Domaininin Tespiti

P450 gen ailesinde korunmus bolge olan demir baglama domaininin
varliginin tespiti i¢in InterPro Scan (Quevillion ve dig. 2005) adindaki programdan
yararlanildi.

2.2.7.3. Transmembran Segment Analizi

Proteinin transmembran segmentini tespit etmek icin 2 farkli program
kullanildi. Bunlar: TMHMM-2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/servicess/TMHMM-2.0/)
(Sonnhammer ve dig. 1988; Krogh ve dig. 2001) ve DAS
(http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/) (Cserzo ve dig. 1997).

2.2.7.4. Glikolizasyon Bolgelerinin Belirlenmesi

Translasyon sonrasi modifikasyonlardan olan glikozilasyon bdlgelerinin
tespiti igin “NetNGlyc” (Gupta ve dig. 2004) adli program kullanildi.

2.2.7.5. Fosforilasyon Bolgelerinin Belirlenmesi

Translasyon sonrasi modifikasyonlardan olan fosforilasyon bdlgelerinin
tespiti i¢in “NetPhos 2.0” (Blom ve dig. 1999) adli program kullanildu.

2.2.7.6. Metilasyon Bolgelerinin Belirlenmesi

Translasyon sonrasi modifikasyonlardan olan metilasyon bolgelerinin tespiti
icin “MASA” (Shien ve dig. 2009) adli program kullanildi.

2.2.7.7. Ikincil Yap1 Analizi

Pinus brutia CYP720B’nin ikincil yapisi “NPS SOPMA” (Geourjon ve
Deléage, 1995) adl1 program kullanilarak analiz edildi.
2.2.8. E. coli Ekspresyon Sistemi

Gateway teknolojisi kullanilarak klonlanan gen bdlgesinden proteinin
ekspresyonunu gerceklestirmek i¢in uygun hedef vektdor ve transformasyon
organizmasini igeren Invitrogen “E. coli Expression System with Gateway®

Technology” kiti kullanildi.
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2.2.8.1. LR Rekombinasyon Reaksiyonu

Giris klonu ve hedef vektor kullanilarak yeni bir ekspresyon klonu

olusturmay1 saglar, reaksiyon LR Klonaz" II enzim karisimu ile gerceklestirilir.

Tablo 2.6’da verilen miktarlarda giris plazmiti, pDEST 14 hedef vektor
(Sekil 2.2) (Bkz. EK-2), TE tamponu (pH 8,0) 1,5 ml’lik eppendorf tiipiin igine
sirastyla konularak hafif¢e karistildi. LR Klonaz™ II enzim karisimi -20 °C’den
¢ikarilarak 2 dk buz iizerinde ¢oziildii ve 2 sn olmak lizere iki defa karistirildi. Her
bir tiipe 2 ul LR Klonaz™ II enzim karisimi eklendi ve pipet yardimiyla asagi-yukari
yapilarak karistirildi. 25 °C’de 3 saat boyunca inkiibe edildi, daha sonra her bir tiipe
1 ul Proteinaz K eklenip 37 °C’de 10 dk inkiibe edilerek ekspresyon klonu elde
edildi.

Tablo 2.6 : LR rekombinasyon reaksiyon karigimi.

Bilesenler Almman Hacim (ul)
Giris Klonu (50-150 ng/reaksiyon)
pDEST™14 hedef vektor (150 ng/pl)
TE Tamponu (pH 8,0)

Toplam Hacim

Iw atR1 | CmR ccdB aﬂRz

(e B2l i \S]

Sekil 2.2 : pDEST™14 hedef vektor.
2.2.8.2. DH50 Kimyasal E. coli Transformasyonu

LR rekombinasyon reaksiyonu ile olusturulan ekspresyon klonunun

cogaltilmasi i¢in kompetan hiicrelere plazmitin aktarimi gergeklestirildi.
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-80 °C’de bulunan “Library Efficiency” DH5a E.coli hiicresi buz iizerine
alindi ve steril bir eppendorf tiipe 50 pl ayrildi. Uzerine LR rekombinasyon
reaksiyonundan 1 pl eklendi, hafif¢e karistirilarak buz lizerinde 30 dk inkiibe edildi.
Inkiibe edilen hiicrelere 42 °C’de 30 sn 1s1 soku uygulandi ve tekrar buz iizerine
transfer edildi. Uzerine 450 pl oda sicakligindaki S.O.C. besiyerinden eklendi.
Tiipler sikica kapatilip calkalamali inkiibatorde 200 rpm, 37 °C’de 1 saat yatay
sekilde inkiibe edildi.

Hazirlanan ve 6n 1sitilmast yapilmis 100 ug/ml amfisilin antibiyotigi igeren
LB agar’li petrilere 50 pl S.O.C. besiyerinden ve 100 pl hiicrelerden eklendi ve
drigalski 6zesi ile inokiile edildi. Inokiile edilen petriler 37 °C’de gece boyunca

inkiibe edildi.

2.2.8.3. PZR ile Pozitif Klonlarin Analizi

Ekspresyon klonunun hiicrelere girip girmedigini analiz etmek ve pozitif
klonlart belirlemek amaciyla kisim 2.2.5.2°de belirtildigi sekilde kontrol PZR’nu
gerceklestirildi.

2.2.8.4. Plazmid izolasyonu

Elde edilen tek kolonilerden Invitrogen PureLink Plasmid Miniprep Kit ile
kisim 2.2.5.3’te belirtildigi sekilde plazmid izolasyonu gerceklestirilerek saf plazmid
DNA (ekspresyon klonu) elde edildi. Gergekten genin aktariminin gergeklesip
gerceklesmedigini anlamak i¢in bu plazmitlerden PZR gerceklestirildi.

2.2.8.5. BL21-AI™ One Shot® Kimyasal Kompetan E. coli Hiicrelere

Transformasyon

-80 °C’de bulunan BL21-AI™ One Shot® kimyasal kompetan E. coli
hiicreleri buz iizerine alindi. Plazmid DNA’dan 5 pl (5-10 ng) alimip kompetan E.
coli hiicreleri {izerine eklendi, hafifce karistirildi ve daha sonra buz iizerinde 30 dk
inkiibe edildi. Inkiibe edilen hiicrelere 42 °C’de 30 saniye 1s1 soku uyguland1 ve buz
tizerine transfer edildi, tizerine 250 ul oda sicakligindaki S.O.C besiyerinden eklendi.
Tiipler sikica kapatilip calkalamali inkiibatérde 200 rpm, 37 °C’de 1 saat yatay
sekilde inkiibe edildi.
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Hazirlanan ve 6n 1sitilmast yapilmis 100 pg/ml amfisilin antibiyotigi iceren
LB agarli petrilere 50 pl S.O.C. besiyerinden ve 100 pl hiicrelerden eklendi ve
drigalski 6zesi ile inokiile edildi. inokiile edilen petriler 37 °C’de gece boyunca
inkiibe edildi ve pozitif klonlar PZR yontemi ile kisim 2.2.5.2°de verilen reaksiyon

sartlar1 kullanilarak belirlendi.

2.2.9. Protein Ekspresyonu

Transformasyonu gergeklestirilen ve belirlenen pozitif klonlardan CYP720B
ekspresyonu gergeklestirildi. Ekspresyonu artirmak i¢in kullanilan kit ile uyumlu L-
arabinoz kullanildu.

Transformant kolonilerden se¢im yapilarak 100 pg/ml amfisilin antibiyotigi
iceren 5 mL LB besiyerine inokiile edildi. 37 °C’de, 120 rpm c¢alkalamali
inkiibatorde ODggo degeri 0,6’dan 1,0’e ulasincaya kadar inkiibe edildi ve hiicrelerin
logaritmik biiyime fazina ulagmasi saglandi. 5 ml kiltir 100 pg/ml amfisilin
antibiyotigi igeren 100 ml LB besiyerine inokiile edildi ve ODgpo’de 0,05-0,1 arasi
bir deger elde edildi. Boylelikle baslangi¢ kiiltiirii 1:20 diliie edilmis oldu, bu
diliisyon hiicrelerin logaritmik biiylimesine donmesine ve uygun hiicre yogunluguna
ulagmasina izin verir.

Kiiltiir ODgoo’de 0,4-2,0 arasi bir degere ulasincaya kadar biiyiitiildii, daha
sonra her bir kiiltiir ikiye boliinerek bir tanesine son konsantrasyon 9%0,2 olacak
sekilde L-arabinoz eklendi, bdylelikle bir indiiklenmis bir de indiiklenmemis iki
kiiltir elde edildi. Her bir kiltirden 500 ul eppendorf tiiplere alindi ve
mikrosantrifijde 14.000 rpm’de santrifiij edilerek ¢okelek olusmasi saglanip
santrifiigat kismu atildi, hiicre peletleri -20 °C’de donduruldu ve 0. saat 6rnekleri elde
edilmis oldu. Kiiltiir daha sonra inkiibe edilmeye devam edildi ve 6 saat boyunca, her

iki saatte bir 500 pl 6rnek alinarak ayni islem uygulandi.

2.2.10. Orneklerin Parcalanmasi

%0,2 L-arabinoz varliginda biyiitiilen hiicreler peletlerinin tizerine 500 pl
parcalama tamponu (Tablo 2.7) eklenip sonikasyon cihaziyla (Bandelin Sonoplus)

hiicreler 4 kez 20’ser saniye boyunca sonike edilerek parcalandi.
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Tablo 2.7 : Parcalama tamponunun igerigi.

Stok Cozeltiler Son Konsantrasyon
0,4 M KPi tamponu pH 7,80 100 mM

%10 Triton X-100 %0,2

100 MM PMSF 0,5mM

100 mM e-ACA 0,3mM

100 MM EDTA 2mM

DTT 0,05 mM
Distile su -

2.2.11. SDS-Poliakrilamit Jel Elektroforezi (SDS-PAJE)

Poliakrilamit jel elektroforezi (PAJE) iyonik deterjan sodyum dodesil siilfat
(SDS), varliginda Laemmli (1970) tarafindan tanimlanmis olan kesintili bir tampon
sisteminde %8,5 ayirma ve %4 sikistirma jellerinde yapilmistir. SDS-PAJE’in

detaylar1 asagida verilmistir.

2.2.11.1. Stok Cozeltiler

10X elektrot tamponu (25 mM Tris, 192 mM Gilisin, pH 8,30): 30 g Tris
ve 144 g glisin distile suda ¢06ziildii ve son hacim 1 It’ye tamamlandi. Tamponun
pH’s1 asit veya bazla ayarlanmadi. Tampon kullanimdan 6nce 10 kez sulandirilarak

ve 1 It tampona 1 gr SDS eklenerek kullanildi.

Stok ayristirma jel tamponu (1,5 M Tris-HCI, pH 8,80): 18,15 gr Tris
yaklasik 60 ml distile suda ¢oziildii, pH’s1 10 M HCI ile 8,80’e ayarland1 ve son
hacim 100 ml’ye tamamlandi.

Stok sikistirma jel tamponu (1 M Tris-HCI, pH 6,80): 6 gr Tris yaklasik
40 ml distile suda ¢oziildi, pH’s1 10 M HCl ile 6,80’e ayarlandi ve son hacim 100
ml’ye tamamlandi.

Stok jel cozeltisi (Akrilamit-BIS, %30 T, %2,67 C): 29,2 g akrilamit bir
miktar distile suda ¢oziildii; 0,8 g BIS eklendi ve ¢ozelti distile su ile 100 ml’ye
tamamlandi. Daha sonra ¢ozelti kaba filtre kagidindan siiziildii. %T toplam akrilamit
monomer konsantrasyonunun yiizdesini gosterir ve %C asagida gosterildigi gibi

¢apraz baglanan monomer konsantrasyonunu tanimlar.
%T= (g Akrilamit + g BIS/toplam hacim) x 100
%C= (g BIS/g Akrilamit + g BIS) x 100

%10 SDS: 10 gr SDS 1sitilarak distile suda ¢oziildii ve son hacim 100 ml’ye

tamamlandi.
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%10 Amonyum persiilfat (APS): 0,1 gr amonyum persiilfat 1 ml distile

suda ¢oziillip taze olarak hazirlandi.

4X Numune seyreltme tamponu: %8 SDS, %40 gliserol, %20 p-
merkaptoetanol ve %0,01 bromfenol mavisi igeren 0,25 M Tris-HCI (pH 6,80) Tablo
2.8’de wverilen ¢ozeltilerin belirtilen hacimlerde karistirilmas: ile hazirlandi.

Tamponun pH’s1 son hacme tamamlanmadan 6nce 1 M HCl ile 6,80’¢ titre edildi.

Tablo 2.8 : 4X numune sulandirma tamponunun igerigi.

Stok Cozeltiler Eklenen Hacim (ml)
1 M Tris-HCI (pH 6,80) 2,5
Gliserol 4,0
B-merkaptoetanol 2,0

SDS 08¢
Bromfenol mavisi 1,0 mg
Toplam Hacim 10

Jel polimerizasyon cozeltilerinin hazirlanmasi

Ayristirict ve sikistirict jel soliisyonlar: Tablo 2.9°da belirtildigi gibi verilen

miktarlarin karistirilmasi ile verilen sirayla kullanimdan hemen 6nce hazirlandi.

Tablo 2. 9: SDS-PAJE ayristirict ve sikistirict jellerin formiilasyonlart.

Icerik Ayristirica Jel (%8,5) Sikistirici Jel (%4)
Jel cozeltisi (ml) 8,5 15

Distile Su (ml) 13,55 5,88
Ayristirial jel tamponu (ml) 7,5 -
Sikistirici jel tamponu (ml) - 2,5

%10 SDS (ml) 0,4 0,16

%10 APS (ml) 0,15 0,065
TEMED (ml) 0,015 0,012
Toplam Hacim 30 10

2.2.11.2. Jelin Hazirlanmasi

Poliakrilamit slab jelleri, jel sandviginin hazirlanmasi ile The Emperor
Penquin Water Cooled Dual Gel Electrophoresis System Model P9DS (Owl
Separation Systems, Inc. Portsmouth, NH USA) elektroforez sistemi kullanilarak
gerceklestirildi. Tk 6nce jel sandvigi temiz ve diiz bir zemin iizerinde 6nce uzun
camin (14 x 16 cm), bunun tizerine 0,8 mm’lik teflon ayiricilarin ve son olarak da
kisa camin (12,5 x 16 cm) iist iiste yerlestirilmesiyle olusturuldu. Bunu, sandvigin

sisteme oturtularak vidalarla sikistirilmasi ve sandvigin oturtuldugu tabandaki
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kuyucuga %?2’lik agaroz dokiilerek sisteme sabitlenmesi izledi. Daha sonra ayristiric
jel polimerizasyon soliisyonu Tablo 2.19’da belirtilen oranlarda hazirlanarak sandvig
icindeki ¢Ozeltinin istenilen yiikseklige (8 - 9 cm) ulasincaya kadar 10 ml’lik bir
pipet yardimi ile teflon ayiricilarin bir kdsesinden jel sandvigin i¢ine dogru transfer
edildi. Ucu biikiilmiis igneli bir siringa kullanilarak, diiz bir jel ylizey olusumunu
saglamak icin nazikg¢e bosluklarin bir kosesinden fiskirtilmak suretiyle jel
polimerizasyon soliisyonunun ylizeyi yaklasik 0,1 cm kalinliginda bir izopropil alkol
tabakasiyla kaplandi. Jel sonradan oda sicakliginda 15 - 20 dk siireyle

polimerizasyona birakildi.

Polimerizasyondan sonra alkol tabakasi tamamen bosaltildi ve hazirlanan
sikistirict jel polimerizasyon soliisyonu 5 ml’lik pipet kullanilarak sandvi¢ tamamen
dolana kadar bir teflon ayiricinin kdsesinden jel sandviginin i¢ine dokiildii. Sikistirict
jel eklendikten sonra 10 tane dis igeren 0,8 mm’lik teflon tarak, taragin disi i¢inde
hava kabarcigr kalmayacak sekilde sikistirict jel polimerizasyon soliisyonu
katmanima yerlestirildi. Polimerizasyon oda sicakliginda yaklasik 30 dk da

tamamlandi.

2.2.11.3. Orneklerin Hazirlanmasi

Analiz edilecek proteinlerden alinan bir 6rnek 4X numune sulandirma
tamponu ile 3:1 oraninda (3 kisim 6rnek ve 1 kisim tampon) seyreltildi ve 3 dk siire

ile kaynar suda kaynatildi.

2.2.11.4. Orneklerin Yiiklenmesi

Teflon tarak disleri yirtmadan dikkatlice sikistirict jelden ¢ikarildi.
Kuyucuklar eger varsa herhangi bir hava kabarcigin1 uzaklastirmak i¢in ince igneye
sahip bir siringa kullanilarak elektrot tamponu ile dolduruldu. Daha sonra blok alt ve

iist rezervuarlari elektrot tamponu ile dolu olan elektroforez tankina yerlestirildi.

Uygun igneli bir Hamilton siringasi kullanilarak 20 pl protein 6rneklerinden
ve 10 pl molekiiler agirlik standartlarindan kuyucuklarin tabaninda ince bir katman

olacak sekilde kuyucuklara yiiklendi.

40



2.2.11.5. Elektroforetik Ayristirma

Sistem Thermo EC 1000-90 (100 Colin Drive Holbrook, NY 11741-4306,
USA) gii¢ kaynagma baglandi. Elektroforetik ayristirmanin yapilacagi jel icin
sikistirici jel tizerinde 10 mA’lik sabit akim ile yiiriitme islemi yapildi. Yol gosterici
boya ayristirict jele ulastiginda akim 12 mA’e, sikistirict jelden ¢iktiginda ise 15
mA’e cikarildi. Yol gosterici boya tabana ulasacagi zaman (ayrigtirict jelin
baslangicindan yaklasik 6 - 7 cm) giic kaynagi kapatildi. Iyi bir ayristirma saglamak
icin toplam 5 - 5,5 saat yiiriitme yapildu.

2.2.12. Maya Ekspresyon Sistemi

Gateway teknolojisi kullanilarak klonlanan gen bolgesinden proteinin
ekspresyonunu gerceklestirmek i¢in uygun hedef vektor ve transformasyon

organizmasi kullanildi.

2.2.12.1. LR Rekombinasyon Reaksiyonu

Giris klonu ve hedef vektér kullanilarak yeni bir ekspresyon klonu

olusturmay1 saglar ve reaksiyon LR Klonaz™ II enzim karigim ile gergeklestirilir.

Tablo 2.10°da verilen miktarlarda giris plazmiti, pYES-DESTS52™ hedef
vektor (Sekil 2.3) (Bkz. EK-3), TE tamponu (pH 8,0) 1,5 mI’lik eppendorf tiipiin
icine sirastyla konularak hafifge karistildi. LR Klonaz™ II enzim karigimi -20
°C’den c¢ikarilarak 2 dk buz ilizerinde ¢o6ziildii ve 2 sn olmak {lizere iki defa
karistirildi. Her bir tiipe 2 pl LR Klonaz™ II enzim karisimi eklendi ve pipet
yardimiyla asagi-yukar1 yapilarak karistirildi. 25 °C’de 3 saat boyunca inkiibe edildi,
daha sonra her bir tiipe 1 pl Proteinaz K eklenip 37 °C’de 10 dk inkiibe edilerek

ekspresyon klonu elde edildi.

Tablo 2.10 : LR rekombinasyon reaksiyon karigimiu.

Bilesenler Alinan Hacim (ul)
Giris Klonu (50-150 ng/reaksiyon) 1
pYES-DEST52™ hedef vektor (150 ng/ul) 0,75

TE Tamponu (pH 8,0) 6,25
Toplam Hacim 8
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Sekil 2.3 : pYES-DEST52™ hedef vektor.
2.2.12.2. DH5a Kimyasal E. coli Transformasyonu

LR rekombinasyon reaksiyonu ile olusturulan ekspresyon klonunun

cogaltilmasi i¢cin kompetan hiicrelere plazmitin aktarimi gerceklestirildi.

-80 °C’de bulunan “Library Efficiency” DH5a E.coli hiicresi buz iizerine
alindi ve steril bir eppendorf tiipe 50 pl ayrildi. Uzerine LR rekombinasyon
reaksiyonundan 1 pl eklendi, hafifce karistirilarak buz iizerinde 30 dk inkiibe edildi.
Inkiibe edilen hiicrelere 42 °C’de 30 sn 1s1 soku uygulandi ve tekrar buz iizerine
transfer edildi. Uzerine 450 ul oda sicakhigindaki S.O.C. besiyerinden eklendi.
Tipler sikica kapatilip calkalamali inkiibatorde 200 rpm, 37 °C’de 1 saat yatay
sekilde inkiibe edildi.

Hazirlanan ve 6n 1sitilmast yapilmis 100 pug/ml amfisilin antibiyotigi iceren
LB agar’li petrilere 50 pl S.O.C. besiyerinden ve 100 pl hiicrelerden eklendi ve
drigalski 6zesi ile inokiile edildi. Inokiile edilen petriler 37 °C’de gece boyunca

inkiibe edildi.

2.2.12.3. PZR ile Pozitif Klonlarin Analizi

Ekspresyon klonunun hiicrelere girip girmedigini analiz etmek ve pozitif
klonlar1 belirlemek amaciyla kisim 2.2.5.2°de belirtildigi sekilde kontrol PZR’nu
gergeklestirildi.
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2.2.12.4. Plazmid izolasyonu

Elde edilen tek kolonilerden Invitrogen PureLink Plasmid Miniprep Kit ile
kisim 2.2.5.3’te belirtildigi sekilde plazmid izolasyonu gergeklestirilerek saf plasmid
DNA (ekspresyon klonu) elde edildi. Ve gergekten genin aktariminin gerceklesip
gerceklesmedigini anlamak i¢in bu plazmitlerden PZR gerceklestirildi.

2.2.12.5. Saccharomyces cerevisiae’ye Transformasyon

Izole edilen saf plasmid DNA (ekspresyon klonu) Invitrogen Sc. EasyComp

Transformasyon Kiti kullanilarak maya hiicrelerine aktarildi.

2.2.12.5.1. Kompetan Hiicre Yapimi

Maya hiicrelerinin ekspresyon plazmitini alabilmesi i¢in kompetan hale

getirilmesi gerekmektedir.

Ticari olarak satin alinan S. cerevisiae’den YPD plakaya tek koloni ekimi
yapildi. 28 °C’de inkiibasyona birakildi. 2. giinlin sonunda tek koloni olusumu
gozlendi. Elde edilen bu tek kolonilerden 10 ml YPD’ye ekim yapildi, 30 °C’de 250
rpm ¢alkalama hizinda inkiibasyona birakildi. Yaklasik 22 saat sonunda ODggg’line
bakild1 ve 2,26 olarak kaydedildi. Kiiltiir OD’si 0,4 olacak sekilde YPD ile diliie
edildi ve tekrar 30 °C, 250 rpm ¢alkalama hizinda inkiibasyona birakildi. 3 saat sonra
ODggo’line bakildt ve ODgoo degeri 1,4 olarak kaydedildi. 1.500 rpm’de 5 dk oda
sicakliginda santrifiij yapilarak hiicreler pelet seklinde ¢okeldi. Pelet 10 ml soliisyon
| ile siispanse edildi ve tekrar 1.500 rpm’de 5 dk oda sicakliginda santrifiij yapildi.
Daha sonra hiicre peletleri 1 ml soliisyon Il ile siispanse edildi ve elde edilen
kompetan hiicrelerden 50 ul olacak sekilde steril eppendorflara boliinerek -80 °C’ye
kaldirildi.

2.2.12.5.2. Kompetan Hiicrelere Transformasyon

Transformasyon i¢in bir eppendorf tiip (50 pul) kompetan hiicre -80 °C’den
cikarildi. Uzerine elde edilmis olan ekspresyon klonundan 2 pl eklendi. Uzerine 500
ul soliisyon IlI’ten eklenerek elle tiplendi ve transformasyon reaksiyonu 1 saat 30
°C’de su banyosunda inkiibe edildi. Transformasyon etkinligini arttirmak icin her 15
dk da bir reaksiyon karisimi elle tiplendi. Segici plakaya (SC-U) transformasyon

reaksiyonundan 100 pl eklenerek drigalski 6zesi ile inokiile edildi ve petriler 30
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°C’de 2-4 giin arasi1 inkiibasyona birakildi. Ikinci giiniin sonunda secici plakada

transformant kolonilerden ~ 100 adet tespit edildi.

2.2.13. Protein Ekspresyonu

Transformasyonu gergeklestirilen ve belirlenen pozitif klonlardan CYP720B
ekspresyonu gergeklestirildi. Ekspresyonu artirmak i¢in kullanilan kit ile uyumlu D-
galaktoz kullanildi. Transformant kolonilerden seg¢im yapilarak karbon kaynagi
olarak %?2 glikoz iceren 10 ml SC-U besiyerine inokiilasyon yapildi. 30°C’de, 250
rpm calkalamali inkiibatorde geceboyu biiylitiildii, ODgoo degerine bakildi ve bu
deger 3,0 olarak kaydedildi. ODggo degeri 0,9 olacak sekilde SC-U besiyerinde
biiyiiyen hiicrelerden gerekli miktarlarda (yaklasik 7°ser ml) alinarak 1.500 Xg’de 5
dk santrifiij edildi. Boylelikle hem kontrol (indiikklenmemis) hem de indiiklenmis iki
kiiltiir elde edildi. Olusan hiicre peletlerinden indiiklenmis grup bir ka¢ kez steril
distile su ile yikanarak glikozdan tamamen kurtulmaya c¢aligildi. Daha sonra hiicre
peletinin tizerine karbon kaynagi olarak %2 galaktoz iceren SC-U besiyerinden 1-2
ml eklenerek siispanse edildi ve tamami 50 ml’lik indiiklenmis besiyerinin (%2
galaktozlu) igine aktarildi. Benzer sekilde kontrol grubunun hiicre peletinin {izerine
karbon kaynagi olarak %2 glikoz igeren SC-U besiyerinden 1-2 ml eklenerek
stispanse edildi ve tamami 50 ml’lik indiiklenmemis besiyerine (%2 glikozlu)
aktarildi. Her iki grupta da aktarim yapilir yapilmaz 5’er ml 6rnek alinarak ODggo
degerlerine bakilarak kaydedildi. Daha sonra 6rnekler 1.500 xg’de 5 dk santrifiij
edilerek sup kismu atildi. Peletlerin {izerlerine 500 pl steril distile su eklenerek
siispanse edildi ve maksimum hizda 1 dk santrifiij edilerek elde edilen hiicre peletleri
O. saat olarak kaydedilerek -80 °C’ye kaldirildi. Bu islem 24. ve 48. saatlerde de

tekrarlanarak indiiklenme i¢in en uygun zaman aralig tespit edilmeye ¢alisildi.

2.2.14. Orneklerin Parcalanmasi

Hiicreler -80 °C’den g¢ikarildi ve tizerlerine 500 ul steril distile sudan
eklenerek vortekslendi. ODggo degerleri 0,5 olacak sekilde hesaplanan miktar yeni
1,5 ml’lik eppendorflara alindi. 1.500 xg’de 5 dk santrifiij edilerek sup kismi atildi.
Peletlere 1 ml steril distile sudan eklenerek vortekslendi. 1.500 xg’de 5 dk santrifiij
edilerek sup kismu atildi. Peletlere tekrar distile sudan 300 ul eklenerek vortekslendi.
Uzerlerine es hacimde (300 pl) 0,6 M NaOH’dan eklenerek 10 dk oda sicakliginda
inkiibe edildi. Siire sonunda 1.500 xg’de 5 dk santrifiij edilerek sup kismi dikkatle
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atilarak peletlere 70 pl SDS-6rnek tamponundan (Tablo 2.11) eklenerek pipetle
karistirildi. Ornekler 3 dk kaynatildiktan sonra 1500 xg’de 5 dk santrifiij edilerek 20
ul’si SDS-PAJE’e yiiklendi. SDS-PAJE islemi kisim 2.2.11°de belirtildigi sekilde
gerceklestirildi. Kalan ekstrakt -20 °C’ye kaldirildu.

Tablo 2.11 : SDS-6rnek tamponunun igerigi.

Stok Cozeltiler Eklenen Hacim (ml)
1 M Tris-HCI (pH 6,80) 0,3
Gliserol 0,25
B-merkaptoetanol 0,2

SDS 0,2¢g
Bromfenol mavisi 0,5mg
Toplam Hacim 5

2.2.15. Western Blot

Western blot islemi Hoefer miniVE elektrotransfer sistemi (Hoefer Inc. 84
October Hill Road Holliston, MA 01746-1388) kullanilarak gergeklestirildi.

Transferin detaylar1 asagida verilmistir.

2.2.15.1. Stok Cozeltiler

Transfer tamponu (25 mM Tris, 192 mM Gilisin, %20 Metanol): SDS-
PAJE’de kullanilan 10X elektrot tamponuna son konsantrasyonu %20 olacak sekilde

metanol eklenmesi ile hazirlandi.

1 M Tris-HCI, pH 7,40: 12,1 gr Tris yaklasik 30 ml distile suda ¢oziildi,
pH’s1 10 M HCl ile 7,40°e ayarlandi ve son hacim 100 ml’ye tamamland.

PBST: 4 gr NaCl, 0,1 gr KClI, 1,34 gr Na;HPQO,, 0,122 gr KH,PO, distile
suda ¢oziildi, i¢ine 0,25 ml Tween 20 soliisyonundan eklendi ve son hacim 500

ml’ye tamamlandi.

Bloklama soliisyonu: Hazirlanan PBST nin i¢ine %5 olacak sekilde yagsiz

sut tozundan eklendi.

Birincil antikor: Mouse monoklonal IgG Anti-His (C-term) antikoru 1:5000

olacak sekilde bloklama soliisyonu ile diliie edildi.
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ikincil antikor: Goat anti-mouse IgG-ALP antikoru 1:5000 olacak sekilde

bloklama soliisyonu ile diliie edildi.

2.2.15.2. Elektrotransfer

Elektroforezi takiben jel sofuk transfer tamponu icersinde 10 dakika siireyle
sabit hizl1 bir ¢alkalayicida inkiibe edildi. Nitroselilloz membran jelin boyutlarinda
kesilerek soguk transfer tamponu ile slatildi. Filtre kagitlari (Whatman # 1) da jelin
boyutlarina uygun olarak kesildikten sonra soguk transfer tamponu ile 1slatildi. Hoefer
miniVE sistemin blotter aparati katot kismi1 (siyah yiizey) alta gelecek sekilde diiz bir
zemine yerlestirildi. En alt kisma sistemin i¢inden ¢ikan siingerden bir adet transfer

tamponu ile 1slatilarak yerlestirildi.

Uzerine 1slatilmis olan filtre kagitlarindan bir adet yerlestirildikten sonra onun
da tizerine jel kondu. Jelin iizerine nitroselilloz membran dikkatlice hava kabarcig
kalmayacak sekilde yerlestirildi ve {izerinden sistemden ¢ikan roller ile gegcilerek hava
kabarciklar1 giderildi. Uzerine 2 adet 1slatilmis siinger konuldu ve blotter aparati sikica
kapatildi. Blotter tankin i¢ine katot kismi arka tarafa gelecek sekilde yerlestirildi ve
tizerine 300-350 ml soguk transfer tamponundan eklendi. Tankin i¢i ise 1-1,2 It distile
su ile doldurularak st kapak kapatildi. Sistem gii¢ kaynagina baglanarak 90 volt, 90
mA’de 90 dk transfer islemi gergeklestirildi. Siire sonunda giic kaynagi kapatilds,
hiicrenin baglantis1 kesildi. Sonug olarak iizerinde transfer edilmis proteinleri barindiran

membran, “Blot”, elde edildi.

2.2.15.3. Proteinlerin Immiinolojik Tespiti

Transfer tamamlandiktan sonra membran, protein iceren ylizeyi lste gelecek
sekilde kiiciik plastik bir tepsinin igine yerlestirildi ve bloklama soliisyonuna alinarak 1
saat ¢alkalamali inkiibatorde ¢alkalandi. Siire sonunda membran PBST soliisyonunda
her biri 5 dk olmak iizere 2 defa yikandi. Yikama c¢ozeltisi, membranin tamamen
temizlenmesini saglamak ic¢in yapilan her yikama basamagi arasinda plastik tepsiden
tamamen uzaklastirildi. Birincil antikor (Mouse 1gG Anti-his, 1:5000 oraninda)
membranin iizerine bosaltildi ve tiim gece calkalamali inkiibatorde +4 °C’de inkiibe
edildi. Daha sonra membran tekrar PBST soliisyonunda her biri 5 dk olmak iizere 2 defa
yikandi. Membran daha sonradan 1 saat siireyle isaretleyici enzim-alkali fosfataz (goat
anti-mouse 1gG-ALP konjugati) ile bagli olan ikinci antikorlarla inkiibe edildi.

Membran Onceden tarif edildigi gibi yikandi. Sonug olarak, membran antikor baglanan
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proteinlerin tespiti i¢in Ey ve Ashman (1986) tarafindan Tablo 2.12°de verilen substrat
¢oOzeltisi ile inkiibe edildi. Goriintii elde edildikten sonra membran havada kurutuldu,
strech film ile kaplandi ve karanlikta saklandi. Substrat c¢ozeltisi her seferinde taze

olarak hazirland1 ve kullanimdan sonra atildi.

Tablo 2.12 : Nitroseliilloz membran iizerinde transfer edilen proteinlerin immiinolojik
tayini i¢in substrat ¢ozeltisi hazirlama.

Stok Cozeltiler Eklenen Hacim (ml)
Cozelti A*

1,5M Tris-HCI, pH 8,80 2,97
1 M NacCl 4,0
100 mM MgCl, 0,82
100 mM ZnCl, 0,04
DEA 0,096
NBT 12,2 mg
Toplam Hacim 40
Cozelti B

PMS 2 mg/ml
Cozelti C

BCIP 5,44 mg

Substrat ¢ozeltisi; A ¢ozeltisi ile C ¢ozeltisi ve 0,268 ml B
¢Ozeltisinin karisimindan hazirlandi.

*Cozeltinin pH’s1 son hacmi tamamlamadan Once satiire Tris ile 9,55’e ayarlandi.

2.2.16. Mikrozomal Fraksiyonlarin Hazirlanmasi

Transforme maya hiicrelerinden mikrozomal fraksiyonlarin hazirlanmasinda
Pompon ve dig. (1996) metodu laboratuarimizda optimize edilerek asagida

belirtildigi sekilde gergeklestirildi.

2.2.16.1. Stok Cozeltiler

TE tamponu (50 mM Tris-HCIl pH 7,4, 1 mM EDTA): 1 M Tris-HCI pH
7,4’ten 50 ml, 100 mM EDTA’dan 10 ml alinarak karistirild1 ve son hacim distile su

ile 1 1t’ye tamamlandi.
TEK tamponu (0,1 M KCI): 0,37 gr KCI 50 ml TE tamponunda ¢6ziildii.

TEM tamponu (71 mM p-merkaptoetanol): 0,25 ml B-merkaptoetanol 50

ml TE tamponu ile karistirildi.

TMS tamponu (1,5 M sorbitol, 20 mM Tris-MES pH 6,3, 2mM EDTA):
0,048 gr Tris az miktar distile su ile ¢6ziildii ve pH’s1 1 M MES ile 6,3’e ayarlandi.
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Icine 2,7 gr sorbitol ve 0,04 ml 0,5 M EDTA’dan eklenerek son hacim distile su ile

20 ml’ye tamamlandi.

TES A tamponu (1,5 M sorbitol): 27,4 gr sorbitol 200 ml TE tamponunda

¢Ozildii.

TES B tamponu (0,6 M sorbitol): 2,18 gr sorbitol 20 ml TE tamponunda

¢Ozildii.

TEG (%20 gliserol): 4 ml gliserol 20 ml TE tamponu ile karistirildi.

2.2.16.2. Prosediir

48 saatlik indiiklenmis maya hiicreleri kisim 2.2.8°de belirtildigi sekilde
ancak daha biiyiikk hacimde (1 It) hazirlandi. 48 saatlik indiiklenmeden sonra
besiyerinin tamami 1.500 xg’de 5 dk ¢oktiiriilerek uzaklastirildi. Elde edilen pelet 50
ml TEK tamponu ile yikandi1 ve 1.500 xg’de 5 dk c¢oktiiriildii. Pelete 30 ml TEM
tamponundan eklenerek 5-10 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Siire sonunda 1.500
xg’de 5 dk santrifiij edildi. Pelete bu kez 10 ml TMS tamponu ve 5 mg Litikaz
eklenerek 28 °C’de 130 rpm ¢alkalama hizinda ODggo 10 olana kadar (yaklasik 2
saat) calkalamali inkiibatorde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda sferoblastlari

toplamak i¢in 7.000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.

Daha sonra sferoblastlar nazik¢e 60 ml TES A tamponu ile yikanarak 7.000
rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Peletin iizerine 20 ml TES B tamponundan eklenerek
once 2 dk boyunca yliksek hizda vortekslendi, daha sonra 2 dk boyunca 100 Wa’da
sonike edildi. 5 dk buzda inkiibe edildikten sonra 3.500 rpm’de 4 dk santrifiij edildi.
Niikleer fraksiyonlar1 ve parcalanmamis hiicreleri igeren pelet atildi. Siipernatantin
tamami 10.000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek mitokondri uzaklastirild.
Stipernatantin hacmi Olglilerek i¢ine son konsantrasyonu 18 mM olacak sekilde
CaCly’den eklendi ve 30 dk buzda inkiibe edildi. 10.000 rpm’de 10 dk santrifiij
edilerek olusan pelete TEG soliisyonundan 2 ml eklenerek cam homojenizatorde
mikrozomal fraksiyon iyice homojenize olana kadar ¢6ziildii ve 1,5 ml’lik eppendorf
tiiplere boliindii. Once azot gazi ile gazlanip daha sonra sivi azota daldirilip hizla

dondurulan tiipler -80 °C’ye kaldirildu.
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2.2.17. Orneklerin Bisinkoninik Asit (BCA) ile Protein Tayini

Orneklerin protein miktar tayini Smith ve dig. (1985) tarafindan verilen BCA
yontemi asagida belirtildigi sekilde yapildi.

2.2.17.1. Reaktifler

Mikro-BCA reaktifi A: 8 gr sodyum karbonat monohidrat, 1,6 gr sodyum
tartarat bir miktar suda ¢oziiliir, pH sodyum bikarbonat ile 11,25’e titre edildi. Son

hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.
Mikro-BCA reaktifi B: 4 gr BCA 100 ml distile suda ¢6ziildii.
Mikro-BCA reaktifi C: 0,4 gr bakir siilfat tartilir, 10 ml distile suda ¢oziildii.

Mikro-BCA  soliisyonu: 25(A):25(B):1(C) (v/v/v) olacak sekilde
kullanilmadan hemen 6nce hazirlandi. Reaktifleri karistirirken 6nce A ve C reaktifi

karistirtlip sonra B reaktifi eklenir.

Standartlarin hazirlamsi: Standart olarak kullanilan BSA 0,02 mg/ml; 0,05

mg/ml; 0,075 mg/ml; 0,1 mg/ml konsantrasyonlarda olacak sekilde hazirlandi.

Orneklerin hazirlamisi: Ornekler 1/200 oraninda olacak sekilde seyreltildi.
2.2.17.2. Prosediir

Tablo 2.13°de verilen degerler 96 kuyulu plakaya kondu. Uzerlerine 100 pl
BCA soliisyonu eklendi ve karistirildi. 15 dk 60 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda ODsg,’de kore karst okundu. Standart BSA grafiginden elde edilen egim

kullanilarak hiicrelerin protein miktarlar1 hesaplandi.

Tablo 2.13: BCA reaksiyon karigimi.

Std. Protein (ul) Bilinmeyen Protein (ul) Distile Su (ul) BCA (ul)

Kor - - 100 100
Std 1 (0,02 mg/ml) 100 - - 100
Std 2 (0,05 mg/ml) 100 - - 100
Std 3 (0,075 mg/ml) 100 - - 100
Std 4 (0,1 mg/ml) 100 - - 100
5 - 25 75 100
6 - 50 50 100
7 - 100 - 100
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2.2.18. Sitokrom P450 Tespiti

Sitokrom P450 konsantrasyonu Omura ve Sato (1964) metodu ile Shimadzu
UV-1800 marka c¢ift 151k kaynakli spektrofotometrede asagida belirtildigi sekilde
olgiildii.

2.2.18.1. Stok Cozeltiler

Numune Seyreltme Tamponu (0,1 M potasyum fosfat pH 7,70, %30
gliserol, 1 mM EDTA): 2,72 gr KH,PO,420 ml distile suda ¢oziildii. 1,74 gr K;HPO,4
10 ml distile suda ¢6ziildii. K;HPO,4’tin pH’s1t KH,PO, ile 7,70’ye ayarlandi. Elde
edilen 1 M’lik fosfat tamponundan 5 ml alinarak 0,5 ml 0,1 M’lik EDTA ile
karigtirildi ve ig¢ine 15 ml gliserol eklenerek son hacim distile su ile 50 ml’ye

tamamlandi.

%10 Kolat: 0,5 gr kolat 5 ml distile suda ¢oziildii.

2.2.18.2. Prosediir

Mikrozomal fraksiyonlar 5 ml numune seyreltme tamponu ile sulandirildiktan
sonra i¢ine 0,5 ml %10’luk kolat’tan eklenerek c¢oziiniirlestirildi. Daha sonra
seyreltilmis numuneler 2 adet kapakli kiivete 2,5 ml olacak sekilde paylastirild1 ve
her iki kiivet (6rnek ve referans) spektrofotometreye yerlestirilerek baseline alindi.
Ornek kiiveti 20 sn CO ile gazlandiktan sonra her iki kiivete bir pingik sodyum
dithionit (Na,S,04) eklendi. indirgenmis 6rnek (Fe?*) 40 sn daha CO ile gazlanip
kapaklar1 sikica kapatildiktan 7-8 dk sonra CO-fark spektrumu [(Fe?*-CO)-( Fe?")]
kaydedildi. Sitokrom P450 miktar1 91 mM™.cm™ ekstinksiyon katsayis1 kullanilarak
hesaplandi. Hesaplamada kullanilan absorbans degerleri 450 nm ve 490 nm’deki

absorbanslar arasindaki farktir.
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3.BULGULAR
3.1. Pinus brutia’dan RNA izolasyonlari

Materyal ve Metod bdliimiinde belirtilen yontemlerle yapilan RNA
izolasyonlarindan sonra yapilan %1°’lik agaroz jel elektroforezinde ilk kuyucuga 3 pl
1 Kb standart DNA’dan, diger kuyucuklara ise 2 pl RNA 6rnegi, 7 ul distile su ve 2
ul yiiriitme boyasi ile muamele edilerek mikropipetle yiiklendi ve 90 Volt, 500
mA’de 40 dk siiresince yuriitildii. Sekil 3.1-3.5’te RNA ornekleri goriintiilenmistir.
TRIzol metodu ile RNA izolasyonunda basarili olunamadi. Suzuki ve dig. (2008)
metodu ile de pek basarili olunamadi. Azevedo ve dig. (2003) metodu ile RNA
izolasyonunda basar1 saglandi. Invitrogen PureLink RNA Minikit ve Agilent Bitki
RNA izolasyon Minikit ile RNA izolasyonlarinda basarili olundu.

1500

500

Sekil 3.1 : Pinus brutia RNA agaroz jel elektroforezi goriintiisii: Kuyucuk 1; 1 Kb
standart DNA, kuyucuk 2-5; TRIzol metodu ile izolasyonu gergeklestirilen RNA
ornekleri.
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Sekil 3.2 : Pinus brutia RNA agaroz jel elektroforezi goriintiisii: Kuyucuk 1; 1 Kb

standart DNA, kuyucuk 2-3; Suzuki ve dig. (2008) metodu ile izolasyonu
gerceklestirilen RNA 6rnekleri.
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Sekil 3.3 : Pinus brutia RNA agaroz jel elektroforezi goriintiisii: Kuyucuk 1; 1 Kb

standart DNA, kuyucuk 2-4; Azevedo ve dig. (2003) metodu ile izolasyonu
gerceklestirilen RNA 6rnekleri.
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Sekil 3.4 : Pinus brutia RNA agaroz jel elektroforezi goriintiisii: Kuyucuk 1-8;
Invitrogen PureLink RNA Minikit ile izolasyonu gergeklestirilen RNA 6rnekleri,
kuyucuk 9; 1 Kb standart DNA.
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Sekil 3.5 : Pinus brutia RNA agaroz jel elektroforezi goriintiisii: Kuyucuk 1; 1 Kb
standart DNA, kuyucuk 2-9; Agilent Bitki RNA Izolasyon Minikit ile izolasyonu
gerceklestirilen RNA 6rnekleri.

3.2. Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)

Cesitli metodlarla izolasyonu gergeklestirilen RNA’lardan cDNA sentezi 18
niikleotid oligo d(T) primer ve RevertAid Ters Transkriptaz kullanilarak iretici
firmanin talimatlarina gore gergeklestirildi. Sentezlenen cDNA’lar polimeraz zincir
reaksiyonu ile ¢cogaltildi. Elde edilen PZR {iriinleri %1°lik agaroz jel elektroforezinde
yiiriitiildii. 11k kuyucuga 3 ul 1 Kb standart DNA’dan, diger kuyucuklara ise 10 pl
DNA 06rnegi 2 pl yiiritme boyasi ile muamele edilerek yiiklendi ve 90 Volt, 500

mA’de 40 dk siiresince yiiriitiildi. Yirtitme sonunda TRIzol metodu, Suzuki ve dig.

53



(2008) metodu, Azevedo ve dig. (2003) metodu ve Invitrogen PureLink RNA
Minikit ile elde edilen RNA’lardan herhangi bir PZR iiriinii elde edilemedi (Sekil
3.6). Ancak Agilent Bitki RNA Izolasyon Minikit ile elde edilen RNA’lardan
yaklasik 1464 bg¢’lik bir iiriin elde edildigi gézlendi. Elde edilen PZR iiriinii agaroz

jel elektroforezi goriintiisii Sekil 3.7°de verilmistir.
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Sekil 3.6 : TRIzol metodu (A), Suzuki ve dig. (2008) metodu (B), Azevedo ve dig.
(2003) metodu (C) ve Invitrogen PureLink RNA Minikit (D) ile elde edilen
RNA’lardan Pinus brutia CYP720B gen bolgesi RT-PZR iriinii agaroz jel
elektroforezi goriintiisii.
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Sekil 3.7 : Agilent Bitki RNA Izolasyon Minikit ile elde edilen RNA’lardan Pinus
brutia CYP720B gen bolgesi RT-PZR firiinii agaroz jel elektroforezi goriintiisii:
Kuyucuk 1; 1 Kb standart DNA, kuyucuk 2 -10; CYP720B gen bolgesine ait 1464
b¢’lik PZR fiiriinleri.

3.3. One Shot® Kimyasal E. coli Transformasyonu ve Kontrol Polimeraz Zincir

Reaksiyonu

Ligasyon reaksiyonu ile olusturulan rekombinant plazmidin ¢ogaltilmasi i¢in

TOP10 E.coli kompetan hiicrelere plazmidin aktarimi gergeklestirildi ve ~100 adet
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koloni olusumu gozlendi (Sekil 3.8). Sonrasinda pozitif koloni taramasi yapildi
(Sekil 3.9). Elde edilen PZR iiriinleri %]1°lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii.
Ik kuyucuga 3 pl 1 Kb standart DNA’dan, diger kuyucuklara ise 10 pl DNA 6rnegi
2 ul yiiritme boyasi ile muamele edilerek yiiklendi ve 90 Volt, 500 mA’de 40 dk
stiresince yiriitiildii. Yiriitmenin sonunda tim kolonilerin pozitif oldugu gozlendi.

Elde edilen PZR {iriinii agaroz jel elektroforezi goriintiisii Sekil 3.10°da verilmistir.

Sekil 3.8 : TOP10 E. coli kompetan hiicrelere plazmid aktarimi sonucu gelisen
kolonilerin goriintiisii.

Sekil 3.9 : TOP10 E. coli kompetan hiicrelere plazmid aktarimi sonucu pozitif koloni
taramasi.
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Sekil 3.10 : PZR kontrol {irlinii agaroz jel elektroforezi gorintiisii: Kuyucuk 1; 1 Kb
standart DNA, kuyucuk 2-13; farkli kolonilerden elde edilen giris klonu PZR kontrol
tiriinleri (1464 bg).

3.4. Plazmid Izolasyonu ve Kontrol Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Pozitif olan kolonilerden plazmid izolasyonu klonlamanin kontrol edilmesi
icin ve plazmitin protein ifade konakgisina aktarilmasi igin yapildi. Elde edilen
plazmitler %1°lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii. Ilk kuyucuga 3 ul 1 Kb
standart DNA’dan, diger kuyucuklara ise 5 pl plazmid DNA 6rnegi 2 pl yiiriitme
boyas: ile muamele edilerek yiiklendi ve 90 Volt, 500 mA’de 40 dk siiresince
yiiriitiildii. Elde edilen plazmid DNA agaroz jel elektroforezi goriintiisii Sekil 3.11°de
(soldaki jel) verilmistir. Elde edilen giris klonlarmin pozitif olup olmadiginin
anlasilmas1 icin PZR yapildi. Elde edilen PZR firiinleri %]1’°lik agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiildii. ilk kuyucuga 3 ul 1 Kb standart DNA’dan, diger
kuyucuklara ise 10 pl DNA oOrnegi 2 pl yiiriitme boyasi ile muamele edilerek
yiiklendi ve 90 Volt, 500 mA’de 40 dk siiresince ylriitiildii. Yiriitmenin sonunda
giris klonlarinin pozitif oldugu gozlendi. Elde edilen PZR {irlinii agaroz jel

elektroforezi goriintiisii Sekil 3.11°de (sagdaki jel) verilmistir.
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Sekil 3.11 : Plazmid izolasyonu ve PZR kontrol iiriinii agaroz jel elektroforezi
goriintiisii. Soldaki jel: kuyucuk 1; 1 Kb standart DNA, kuyucuk 2-3; farkli
kolonilerden plazmid izolasyonu sonrast elde edilen giris klonu &rnekleri
(1464+2817 bg). Sagdaki jel: kuyucuk 1; 1 Kb standart DNA, kuyucuk 2-3; elde
edilen giris klonu 6rneklerinin kontrol PZR’nu (1464 bg).

3.5. Sekans Analizi

Elde edilen plazmid DNA dogrulanmak iizere sekans analizi i¢in Tablo 2.5’te
verilen GW primerleri ile BM Yazilim Danis. Lab. Sis. Ltd. Sti. araciligi ile GATC
Biotech (Almanya) firmasina gonderildi ve sekans analizi gerceklestirildi. Sekans
analizinden gelen sonuglar ChromasPro Version 1.5 programi kullanilarak gen dizisi
elde edildi ve literatiirdeki diger Orneklerle BLAST edilerek karsilastirildi.
Karsilastirma sonucu %99 oraninda Pinus taeda CYP720B mRNA sckansi ile

benzerlik gosterdigi belirlendi. Belirlenen gen dizisi asagida verilmistir (Tablo 3.1).
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Tablo 3.1: Pinus brutia CYP720B (PbAO) geni niikleotit dizisi.

ATGGGATCGGGCATCATGACGGAGACTCTTACAGATTCATGGCTAGTGGGTTTGCTC
TGTTTCGTGCTGGGCTTCTTACTGCTTCAGCTCTACAAATTAGTGTGGGGGGCGAGC
AGTCGAGCCTACAAGTTGCCGCCGGGTTCTACAGGGTGGCCACTGATTGGAGAAACC
ATTAGCTTCTTTCGAGGTATTAATTCCACTGCTCAACCACGCCAGTTCATTCAAGAG
CGAGAGCGAAGGTATGGGGAGATATTCAGATCAAATTTGTTTGGAAGATCTCGAATT
GTTGTGTCCGTGGATCCAGAATTCAACAAACATGTCCTGCAACACGAAGGCAGGCAA
TTTCAGGCCAACTATCCCAAACCTCTTCGAAATCTCATTGGCAAATATGGTTTGCTT
TCGGTACACGGAGATCTCCAGAAGAAGTTACATGGGGCGGCTGTAAATTTGCTGAGG
TTCGAGAGGTTGAGCGTGGACTTCATGGAGGACATACAGAACCTTCTGCACATCACT
TTGGCCAAATGGCAAGCCAAGAGGGATATACATCTTCAAGAAGAGTGCCATCAGCTT
GTTCTGAATTTGATGGCCAAACAATTGCTGGACTTATCGCCATCCAAGGACACTGAA
GAGATTTGTGAAGCGTTTGGCCATTTCTCTGAAGCTCTCCTCGCTGTTCCCATCAAA
ATCCCGGGTACCAAGTATGCAAGAGGATTTAAGGCCAGGGAATTTTTGATAAAAAAG
ATTTACGAGAGTATCGAGGATAGAAGGCAGCATCCAGAAGCTGTACATAATGATTTG
TTAACAAAACTCTTGAAAGAAGACTCGTTTTCAGAAGAAATTATAGCAGATTTTATA
CTGTTCCTGCTCTTTGCTGGTCATGAGACATCGTCCAGATCCATGTCATTCGCCATC
AAATTTCTCACCGACTGTCCCCGAGCACTCGAGGAACTTAAGGCTGAGCACGACGCT
CTGTTAAAGAGGAAGGGGAATCTAAAAAATCAAAAGCTCAATTGGGATGATTACCAG
TCGTTGAAATTCACCCAATGTGTCATACATGAAACACTTCGCGTCGGCAACTTTGGT
CCAGGAGTTTTCAGAGAAACAAAAGAAGACATTAAAACCAAAGGAGGCTTTGTCATT
CCAAGAGGATGGACAGTGTATGTGTTTCTAACAGGCACCCATCTGGACGAGAAGTAC
CATTCTTCTGCACTCAAGTTTGACCCATGGCGCTGGCAACCGCATCTGCAAGATCAA
GAGCTCTTAAAGAACCCCTCGTTTATGCCTTTTGGAGGAGGTGCCAGGCTCTGTCCA
GGAATGCATCTGGCAAAGATGGAGCTGGCCCTCTTTCTTCATAACTTCGTCACCAAA
TTCAGATGGGAGGCACTGCAGGATGATAATATCTCCTACTTCCCTTTTCCTCGCTTG
ATCAAGGGCCTCCCAATCCGACTACGTCTTCGAGAGTGA

3.6. Biyoinformatik Analizler

3.6.1. Amino Asit Komposizyonunun Bulunmasi

Elde edilen Pinus brutia CYP720B gen dizisinin karsiligi amino asit dizisi
ExPASy Proteomics Server (www.expasy.ch) kullanilarak belirlendi. Proteinin 487
amino asitten olustugu ve molekiiler agirhginin da yaklasik 53.570 Da oldugu

bulunmustur.

Belirlenen CYP72B proteinin amino asit dizisi asagida verilmistir. Elde
edilen amino asit dizisi ile Pinus taeda sitokrom P450 CYPB amino asit dizisi
arasinda 5 amino asitlik bir farklilik gbzlendi. Sonuglar Tablo 3.2°de verilmistir.
Dizinin amino asit komposizyonu Sekil 3.12°de verilmistir. Buna goére amino
asitlerin biytik bir kisminin non-polar (A, C, F, G, I, L, M, P, V) amino asitler

oldugu ve bunlarin total amino asitlerin % 48,2’si gibi yiiksek oranlarda bulundugu,
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yiik grubu amino asitlerin (D, E, H, K, R) ise %29’unu kapsadig1 goriildi. Alifatik
amino asitler (I, L, V) total amino asitlerin %22,6’sin1 kapsarken, aromatik grubun
%14,3’1inii kapsadigi bulundu. CYP720B’de bulunan total amino asitlerin %13,4’

gibi yiiksek bir oranin1 alifatik non-polar bir amino asit olan 16sin kapsamaktadir.
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Sekil 3.12 : Pinus brutia CYP720B geninin amino asit komposizyonu.
3.6.2. Sinyal Peptid Analizi

Sitokrom P450 proteinleri 0karyotlarda ¢ogunlukla ER’a yerlestikleri i¢in
sinyal peptit analizi “Signal P” programi ile yapildi. Dizinin 5’ amino ucunda 37
amino asitlik bir sinyal peptit tespit edildi. Sinyal peptit ayrilma bolgesinin 36. ve 37.
amino asitler arasinda oldugu bulundu. Sinyalin bu proteini endoplazmik retikuluma
tasidigt ve proteinin endoplazmik retikulum membranina yerlestigi tahmin

edilmektedir (Sekil 3.13).

3.6.3. Demir Baglama Domainin Tespiti

Sitokrom P450 gen ailesinde yliksek derecede korunmusluk gdsteren ve aktif
bolge amino asitlerini tagiyan demir (hem) baglama domaininin (D-bolgesi) 440. ve
450. amino asitler arasinda oldugu tespit edildi. Bu dizi “FGGGARLCPG”
seklindedir. K-heliksin, “ETLR” dizisini (363. ve 366. amino asitler arasinda)
icerdigi goriildii. Pek ¢ok P450’de oksijen baglanmasi i¢in gerekli olan I-heliksin
301. ve 306. amino asitler arasinda “AGHETS” motifini icerdigi tespit edildi. Pek
cok Okaryotta korunmus olan C-heliksin “WQAKR” dizisini i¢erdigi ve 181. ve 185.

amino asitler arasinda oldugu tespit edildi. Bununla birlikte prolince zengin motif
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(PPGP) genellikle C-heliks ile membran gapa bdlgesi arasinda iken Pinus brutia
CYP720B (PbAO) dizisinde tespit edilememistir.

Tablo 3.2: Pinus brutia CYP720B (PbAO) enzimi amino asit dizisi.

1 Met GSGIMet TETLTDSWILVGLLCFEFVLGEFTLTLTLQO
30 LYKLVWGASS AYKLP GSTGWPLIGETTISTFEF
6l FRGINGSTAQTP QERERRY EI FRSNLFG
92 RSRIVVSVDPE KHVL HEGRQFOQANYUPKTP
123 LR NLI GKYGLULSVHG L KKLHGAAVNLTLRTFEF
| C-heliks
154 ERLSVDFMet EDIQNLLHITILAKWOQAZXKRDTIHTL
184 Q EECHOQTL LNLMetAKQLLDLSPSKDTEZETTCE
213 A F GHF S E LLAVPIKIPGTKYARGEFKARETFTL
244 T KK I YES EDRRQHPEAVHNDLTILTZEKLTLIZEKETDS
275 F SEEIIADFILFLLFAGHETSSRSMet SFATIEK
I-heliks
30 FLTDCPRALEELEKAEHDALTLIZ KR G N L K Q L

336 NWDDYQSLKFTQCVIHETLRVGNFGPGVTFRE
K-heliks

367 TKEDIKTKGGFVIPRGWTVYVFLTGTHTLDTETK

398 YHS SALKFDPWRWOQPHTLOQDDQ

=
!
!
~
(hg)
n
ol

Met P
C-bdolgesi
428 FGGGARLCPGMet HLAKMet ELALFLHNFVTEI KTFEF
Hem-baglanma bélgesi
45T RWEALQDDNTISYFPFPRLIKGLPIRLRLR RE
487 Stop E

3.6.4. Transmembran Segment Analizi

Proteinin transmembran segment analizinde Sekil 3.14’te goriildiigi gibi
TMHMM analizi (A) ile sinyal peptit olarak bir adet pik tespit edilirken, DAS analizi

(B) ile 2 adet potansiyel transmembran segment tespit edildi.
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3.6.5. Glikolizasyon Bolgelerinin Belirlenmesi

Translasyon sonrast modifikasyonlardan olan glikozilasyon bolgelerinin
tespitinde dizide 2 adet N-glikozilasyon olma olasilig1 olan bolge tespit edildi (Sekil
3.15).

SignalP-HH prediction teuk networks2! Seguence

T T T T T T
C score
1.8 - -
YV o=core
8.8 .
B.6 .

w

L

]

G 8.4 - B
8.2 - i
B.a | |||| |||‘|| P B T N R Y

MGSGIMTETLTDSHLYGLLCFYLGFLLLOLYKLYHGASSEAY KLPPGSTGHPLIGETISFFRGINSTAQ
1 1 1 1 1 1
5] 18 za 38 48 58 1= 7a

Fosition

Sekil 3.13 : “Signal P” programinda sinyal peptit analizi.

A TMHMM posterior probabilities for Sequenoe

12
>

-
1 L
3]s}

probability

aa
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04
02
0 : :

100 180 200 250 300 350 400 480

transmembrane —— inside outside

"DAS" TM-segment prediction

B [[a

sz00s 27rF0ad ,SYd.

Query sequence

loose cutoff ____
strict cutoff

Sekil 3.14 : CYP720B’nin transmembran analizi. A: TMHMM programi, B: DAS
programi.
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METGSGIMETTETL TDSWLVGLL CFVLGFLLL QLYKLVHWGASSRAYKLPPGSTGHPLIGETISFFRGEHS TAOPROF IQE &0
RERRYGEIFRSHLF GRSRIVV SVDFEFHNEHVL QHEGRQF QANYPEKPLRHL I GEY GLL SVHGDL QKELH! WHLLRFERL 160
SVDFMETEDIQHLLHITLAKWQAKRD THLQEE CH)LVLHLMETAKQLLDL SESKDTEEI CEAF GHF SEALLAVFIKIPGT 240
EKYARGFKAREFLIKKIYESTEDRROHPEAVHHNDLL TELLKEDSFSEEITADF ILFLLFAGHET SSRSMETSFATKFLTDC 320
PRALEELEAFEHDALLKREGHLEHQKLHWDD Y SLEKF TQCVIHE TLEVGHF GP GVFRE TEED IKTEGGFVIPRGWTVYVEL 400
TEITHLDEEYHS SALEFDPWRW(QPHL QDQELLENP SFMETPF GGGARL CP GHME THLAEKME TELAL FLHHFV TEFRWEAL QD 480
( PFPRELIEGLPIELRELEE
.................................................................... looooooooooo &0
................................................................................ 160
................................................................................ 240
................................................................................ 320
................................................................................ 400
................................................................................ 480
olifo coooooocooooonoooboooo A60

SegHame Pozition Potential Jury H-Glyc
agreement result
Sequence 69 HSTA 0.6702 (9/9) ++
Sequence 433 HPSF 0.4782 (6/9) =
Sequence 482 WISY 0.6029 (779) +

Sekil 3.15 : “NetNGlyc” programinda N-glikozilasyon bolgelerinin tespiti.
3.6.6. Fosforilasyon Bolgelerinin Belirlenmesi

Translasyon sonrasi modifikasyonlardan olan fosforilasyon bdlgelerinin
tespiti analizinde dizide 11 adet Serin 6 adet Tirozin ve 5 adet Treonin fosforilasyonu

olma olasiligi olan bolgeler tespit edildi (Sekil 3.16).

MGSGINTETLTDSWLYGLLCFVLGFLLLOLYELVWGASSRATKLPPGETGUPL IGETISFFRGINS TAQPROF IQERERE a0
TGEIFRSNLFGRSRIVVSVDPEFNEHVLOHEGROF QAN YPEPLENL IGETGLLAVHGD LOKELHGALVNLLEFERLSVDF 180
MEL ICHNLLHITLAKWQAKRD IHLOEECHOLVLNLMAKQLLDLSPSED TEEICEAFGHF SEALLAVP IKIPGTEYARGFEL 240
REFLIEEIYESIEDRRQHPEAVHNDLLTELLEEDSFSEEITADF ILFLLFAGHETSSRSMEFATIEFLTDCPRALEELELE 320
HDALLERKGHLIENQELNWDD YQSLEF TQCVIHE TLREVGNF GPGYFRETKED IKTEGGFVIPRGUTVYVFLTGTHLDEEVH 400
SSALEFDPURWOPHLODQELLFNPSFMPFGGGARLCPGMHLAKMELALF LHNFVTEFEWEALODDNISYFRFPELIKGLE 450
IFLELERE 560
...... L a0
®ooouoo00000000000000000000000000000000000000000000000 Soocoocoooooooonooooooaoa Saoa 180
.......................................... SoocooocooooooooonooanoooooooonooNoooaoa 240
........ 0 T . 1 < . 3z0
.................... WooooooooooooBooooooooooooolbooooaoooaoooaoooBonooooooaoooaa 400
................................................................................ 4380
....... 560
Phosphorylation sites predicted: [ Ger: 11 Thr: 5 Tyr: 6 ]

MetPhos 2.8: predicted phosphorylation sites in Sequence

Serine
Threonine

Fhosphorylation potential

T T T T T T T
a 58 188 158 z2@a 258 388 358 488 458
Seguence position

Sekil 3.16 : “NetPhos 2.0” programinda fosforilasyon bolgelerinin tespiti.
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3.6.7. Metilasyon Bolgelerinin Belirlenmesi

Translasyon sonrast modifikasyonlardan olan metilasyon bdlgelerinin tespiti
analizinde dizide 3 adet Arjinin (R) amino asit kalintisinda metilasyon olma olasilig1

tespit edilirken, Lizin (K) amino asit kalintisinda metilasyon tespit edilemedi (Sekil

3.17).

MASA > Search Results Release 1.0

Introduction Residue |Position | Flanking residues | ASA[%) of mettylated site | S Probability
Independent Test R 236 | PGTKYARGFKARE 04825 0.789023
R 286 ESIEDRROHPEAV 0.5202 0.538209

Download
e R 434 PFGGEARLCPGMH 0.3983 0.552981

elp

Dawnload
Case Study

Human Histone H3.1

Home Protein name: UserCluery (487 aa)

KIPGTKYARGFKAREFLIKKIYESIEDRROHPEAVHNDLLTKLLKEDSFSEETIADFILFLLER
230 240 250 260 270 280 290

R R

< >

Sekil 3.17 : “MASA” programinda metilasyon bolgelerinin tespiti.

3.6.8. Ikincil Yap1 Analizi

Pinus brutia CYP720B’nin ikincil yapisi
%49,08’1nin alfa heliks yapisina, %4,72’sinin ise beta doniise katildig: tespit edildi

(Sekil 3.18).

10 20 30 40 50 a0 0

I | I I I I I
MG GIMTETLTD S WLYGLLCFVLGFLLLOL YELYWGAS S RAYKLPFGITGWPL IGETISFFRGINS TAQE

ttohhhbhhhechhhhbhhhhbhhhbhhhhhhbhhhheet tt ehhhhhhhhhh
ROF IQERERRYGE IFRSNLF GRIRIVVEVD PEFNEHVLOHEGRQF QAN YPEPLENL IGEYGLLEVHGDLD
hhhhhhhhht epeeeRt egeeccttocheeestotchee hhhhhht eEEe h
EELHGAAMVNLLREFERLSVDFHED ICNLLHITLAEWOAKRD IHLOEECHOLVLNLHAKQLLDLSPSED TEE
hhhhhhbhhhhochhhbhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh eehhhhhhhhhhhhhhhhhee hhhh
ICEAFGHFSEALLAVP IKIPGTEYARGFEAREFLIKKIVESIEDRROHPEAVHNDLL TELLEEDSF3EET
hhhhhhhhhhhhes hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh hhhhhhhhhhhttochhh
IADFILFLLFAGHETSSREMSFAIKFLTDCPRALEELEAEHDALLEREGNLENQELNWDDTQSLEF TQCW
hhhhhhheesht hhhhhhhhhhht hhhhhhhhhhhhhhh hhhhhhhhhhhhh
IHETLEVGNF GPGVFRETEED IETEGGFVIPRGUTVYWFLTGTHLDEEYHSS ALEFDPURWOPHLOD QEL
hhhhhhh hhhhhhhhhhheett LLCRRERER
LENPSFMPFGGGARLCPGMHL AKMEL ALFLHNFVTEFEVE ALODDN IS YFPFPRLIKGLPIRLELEE

sEsee ttohhhhhhhhhhhhhhhhhhoeee see =115
Jequence length : 457
ACPMA

Alpha helix {Hh) = 239 iz 49.08%

310 helix [Goy 0 is 0.00%

Pi helix (Ii) = 0 is 0.00%

Beta bridge [Bl) = 0 is 0.00%

Extended strand (Ee) : 54 i=  11.09%

Beta turn [Ty = 23 is 4.,72%

Bend region [2=) = 0 is 0,.00%

Random coil [Co)ox 171 i= 35.11%

brbhigous states (7)) H 0 is 0.00%

Sekil 3.18 : “NPS SOPMA” programinda ikincil yap1 analizi.
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3.7. LR Rekombinasyonu Sonras1t DH5a Kimyasal E. coli Transformasyonu ve
PZR ile Kontrolii

Giris klonu ve hedef vektor kullanilarak yeni bir ekspresyon klonu
olusturuldu, reaksiyon LR Klonaz  II enzim karisimi ile gerceklestirildi. LR
rekombinasyon reaksiyonu ile olusturulan ekspresyon klonunun gogaltilmasi igin
DH50 E. coli kompetan hiicrelere transforme edildi ve PZR ile pozitif klonlarin
kontrolii yapildi. Elde edilen PZR drtinleri %1’lik agaroz jel elektroforezinde
yiiriitiildii. i1k kuyucuga 3 pl 1 Kb standart DNA’dan, diger kuyucuklara ise 10 pl
DNA o6rnegi 2 pl yiirlitme boyasi ile muamele edilerek yiiklendi ve 90 Volt, 500
mA’de 40 dk siiresince yiiriitiildii. Yiiriitmenin sonunda 3 ve 11 no’lu kuyulardakiler
hari¢ tiim kolonilerin pozitif oldugu gozlenmistir. Elde edilen PZR iiriinii agaroz jel

elektroforezi goriintiisii Sekil 3.19°da verilmistir.

iy 1.2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13

1500

500

Sekil 3.19 : DH5aq hiicrelere transforme edilen pDEST ™14 hedef vektor kontrol PZR
tirtinii agaroz jel elektroforezi goriintiisii: Kuyucuk 1; 1 Kb standart DNA, kuyucuk
2-13; LR rekombinasyonu sonrasi transformasyonu gerceklestirilen ekspresyon
vektoriiniin farkli kolonilerden elde edilen kontrol PZR iiriinleri (1464 bg).

3.8. Plazmid Izolasyonu ve Kontrol Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Pozitif olan kolonilerden plazmid izolasyonu klonlamanin kontrol edilmesi

icin ve plazmitin protein ifade konakgisina aktarilmasi i¢in yapildi. Elde edilen
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ekspresyon klonlarmin pozitif olup olmadiginin anlagilmasi i¢in PZR yapildi. Elde
edilen plazmid DNA ve PZR fiiriinleri %1°lik agaroz jel elektroforezinde yiiritiildii.
Yiriitmenin sonunda giris klonunun pozitif oldugu gézlenmistir. Elde edilen plazmid

DNA ve PZR iiriliniin agaroz jel elektroforezi goriintiisii Sekil 3.20’de verilmistir.

Sekil 3.20 : LR rekombinasyonu sonrasi transformasyonu gerceklestirilen ekspresyon
vektoriiniin koloniden elde edilen plazmid DNA ve kontrol PZR {iriinii agaroz jel
elektroforezi gortintiisii: Kuyucuk 1; 1 Kb standart DNA, kuyucuk 2; plazmid
izolasyonu sonrasi elde edilen ekspresyon klonu 6rnegi (1464+6422 bg), kuyucuk 3;
kontrol PZR {iriinii (1464 bg).

3.9. BL21-AI"™ One Shot® Kimyasal Kompetan E. coli Hiicrelere

Transformasyon ve PZR ile Pozitif Klonlarin Kontrolii

Izole edilen ekspresyon plazmidi, ekspresyonun gergeklesecegi uygun canli
olan BL21-AI™ One Shot® Kimyasal Kompetan E. coli hiicrelere transforme edildi
ve bu reaksiyonun PZR yontemi ile kontrolii gergeklestirildi. Elde edilen PZR
tiriinleri %1°lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildi. Ik kuyucuga 3 ul 1 Kb
standart DNA’dan, diger kuyucuklara ise 10 ul DNA 6rnegi 2 pul yiiriitme boyasi ile
muamele edilerek yiiklendi ve 90 Volt, 500 mA’de 40 dk siiresince yiiriitiildii.
Yiriitmenin sonunda tiim kolonilerin pozitif oldugu goézlenmistir. Elde edilen PZR

iirlinli agaroz jel elektroforezi goriintiisii Sekil 3.21°de verilmistir.
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Sekil 3.21 BL21-Al hiicrelere transforme edilen CYP720B gen bdlgesini igeren
ekspresyon vektorii kontrol PZR firiinii agaroz jel elektroforezi goriintiisii: Kuyucuk
1; 1 Kb standart DNA, kuyucuk 2-13; farkli kolonilerden elde edilen kontrol PZR
tirtinleri (1464 bg).

3.10. Protein Ekspresyonu

BL21-AI™ One Shot® Kimyasal Kompetan E. coli hicrelerine
transformasyonu gergeklestirilen ve PZR ile kontrolii yapilan pozitif klonlar, 100
ul/ml amfisilin igeren LB besiyerinde %0,2 L-arabinoz katilarak 6 saat boyunca
biiyiitiildii ve iki saatte bir 6rnek alinarak uygun ifade zamani belirlendi, alinan
orneler SDS PAGE’e yiiklenerek goriintiilendi (Sekil 3.22). Ancak kompetan E. coli

hiicresinde Pinus brutia CYP720B protein ekspresyonunun gergeklesmedigi goriildii.
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Sekil 3.22 : BL21-Al hiicrelerinde ifade edilmis protein profillerinin SDS-PAJE
goriintiisti: Kuyucuk 1; standart proteinler, kuyucuk 2; indiiklenmemis baslangic
zaman proteini, kuyucuk 3; indiiklenmis baslangi¢ zaman proteini, kuyucuk 4, 6, 8;
indiiklenmemis 2., 4., 6. saat proteinleri, kuyucuk 5, 7, 9; indiikklenmis 2., 4., 6. saat
proteinleri.

3.11. LR Rekombinasyonu Sonras1 DH5e Kimyasal E. coli Transformasyonu ve
PZR ile Kontrolii

Giris klonu ve hedef vektor kullanilarak yeni bir ekspresyon klonu
olusturuldu, reaksiyon LR Klonaz II enzim karisimi ile gerceklestirildi. LR
rekombinasyon reaksiyonu ile olusturulan ekspresyon klonunun g¢ogaltilmasi igin
DH5a E. coli kompetan hiicrelere transforme edildi ve 100’den fazla koloni olusumu
gozlendi (Sekil 3.23). PZR ile pozitif klonlarin kontrolii yapildi. Elde edilen PZR
iiriinleri %1’lik agaroz jel elektroforezinde vyiiriitiildii. Ilk kuyucuga 3 ul 1 Kb
standart DNA’dan, diger kuyucuklara ise 10 ul DNA 6rnegi 2 pl yiiriitme boyasi ile
muamele edilerek yiiklendi ve 90 Volt, 500 mA’de 40 dk siiresince yliriitiildii.
Yiiriitmenin sonunda tiim kolonilerin pozitif oldugu goézlenmistir. Elde edilen PZR

iriinii agaroz jel elektroforezi goriintiisii Sekil 3.24°de verilmistir.
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Sekil 3.23 : DH5a kimyasal E. coli hiicrelerine plazmid aktarimi sonucu gelisen

kolonilerin goriintiisii.

b¢ 4 B8 6 U 1681 9 10 11 @2 i3

500

Sekil 3.24 : DH5a. hiicrelere transforme edilen pYES-DEST52 hedef vektor kontrol
PZR iiriinii agaroz jel elektroforezi goriintiisii: Kuyucuk 1; 1 Kb standart DNA,
kuyucuk 2-13; LR rekombinasyonu sonrasi transformasyonu gerceklestirilen
ekspresyon vektoriinlin farkli kolonilerden elde edilen kontrol PZR f{iriinleri (1464

be).
3.12. Plazmid Izolasyonu ve Kontrol Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Pozitif olan kolonilerden plazmid izolasyonu klonlamanim kontrol edilmesi
igin ve plazmitin protein ifade konakgisina aktarilmasi i¢in yapildi. Elde edilen
ekspresyon klonlarinin pozitif olup olmadiginin anlasilmasi i¢in PZR yapildi. Elde
edilen plazmid DNA ve PZR fiiriinleri %1°lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildd.

Yiiritmenin sonunda giris klonlariin pozitif oldugu gozlenmistir. Elde edilen
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plazmid DNA ve PZR iiriiniin agaroz jel elektroforezi goriintiisii Sekil 3.25°te

verilmistir.

Sekil 3.25 : LR rekombinasyonu sonrasi transformasyonu gerceklestirilen ekspresyon
vektoriiniin farkli kolonilerden elde edilen plazmid DNA ve kontrol PZR firlinii
agaroz jel elektroforezi goriintiisii: Kuyucuk 1; 1 Kb standart DNA, kuyucuk 2 ve 3;
kontrol PZR firiinleri (1464 bg), kuyucuk 4; plazmid izolasyonu sonrasi elde edilen
ekspresyon klonu 6rnegi (1464+7800 bg).

3.13. Saccharomyces cerevisiae’ye Transformasyon ve Protein Ekspresyonu

Izole edilen ekspresyon plazmiti, ekspresyonun gerceklesecegi uygun canli
olan kompetan Saccharomyces cerevisiae’ye transforme edildi ve 2. giiniin sonunda
100’den fazla transforme maya hiicresinin gelisimi gozlendi (Sekil 3.26). Transforme
S. cerevisiae hiicreleri SC-U besiyerine %2 galaktoz katilarak 48 saat boyunca
biiyiitiildii ve 24 saatte bir 6rnek alinarak uygun indiiklenme zaman aralig belirlendi.
Alman ornekler kisim 2.2.13’te belirtildigi sekilde parcalandi ve SDS-PAJE’e
yiiklenerek goriintiilendi (Sekil 3.27).
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Sekil 3.27 : S. cerevisiae hiicrelerinde ifade edilmis protein profillerinin SDS-PAJE
goriintiisii: Kuyucuk 1; standart proteinler, kuyucuk 2; indiiklenmemis baslangig
zaman proteini, kuyucuk 3; indiiklenmis baslangi¢ zaman proteini, kuyucuk 4, 6;
indikklenmemis 24., 48. saat proteinleri, kuyucuk 5, 7; indiikklenmis 24., 48. saat
proteinleri.

3.14. Proteinlerin immiinolojik Tespiti

Saccharomyces cerevisiae’ye transforme olan ve 48 saat boyunca biiyiitiilen
orneklerden kisim 2.2.14°de belirtildigi sekilde Western Blot islemi ve kisim
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2.2.14.3’te belirtildigi sekilde immiinolojik tespiti yapildi. Indiiklenmis 48. saat
orneklerinde ekspres olan ve histidin-etiketli CYP720B proteini anti-his antikoru ile
tespit edildi (Sekil 3.28).

115 kDa
80 kDa
62 kDa
52 kDa

42 kDa

Sekil 3.28 : S. cerevisiae hiicrelerinde ifade edilmis protein profillerinin Western-
Blot goriintiisii: Kuyucuk 1; standart proteinler, kuyucuk 2; indiiklenmemis baslangi¢
zaman proteini, kuyucuk 3; indiiklenmis baslangi¢ zaman proteini, kuyucuk 4;
indiiklenmemis 48. saat proteini, kuyucuk 5; indiiklenmis 48. saat proteini.

3.15. Mikrozomal Fraksiyonlarin BCA ile Protein Tayini

Orneklerin protein tayinleri kisim 2.2.16°da belirtildigi gibi BCA yéntemi ile
yapildi. Standart BSA grafiginden (Sekil 3.29) elde edilen egim kullanilarak protein
miktarlar1 hesaplandi (Tablo 3.3).
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0,4
0,35 -
0,3 -
0,25 -
02 -
0,15 -
0,1 -
0,05 -

y = 3,7506x- 0,001
R? = 0,9996

ABS (562 nm)

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Standart BSA (mg/ml)

Sekil 3.29 : Standart BSA egrisi.

Tablo 3.3 : Mikrozomal fraksiyonlarin protein miktarlari.

Ornek Protein miktar1 (mg/ml)
Kontrol 25,508
Indiiklenmis 16,310

3.16. Sitokrom P450 Tespiti

CYP720B igeren maya hiicrelerinden elde edilen mikrozomal fraksiyonlarda
sitokrom P450 konsantrasyonu kisim 2.2.17°de belirtildigi sekilde ol¢iildii. Sodyum
dithionit ile indirgenmis CYP720B’nin CO-fark spektrumu Sekil 3.30°da
gosterilmistir. Spektrum sonucunda 450 nm’de maksimum absorpsiyon, 420 nm
civarinda da kii¢iikk bir pik goriildi. Bu da bize P450’nin inaktif P420’ye
dontisimiiniin minimum oldugunu gostermektedir. 450 nm’de goriilen pik P450’lerin
karakteristik 6zelliklerinden biridir. 91 mM™.cm™ ekstinksiyon katsayis1 kullanilarak

yapilan hesaplama sonucunda total P450 miktar1 0,98 nmol/ml olarak hesaplandi.
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Sekil 3.30 : CYP720B igeren maya mikrozomlarinin indirgenmis CO-fark
spektrumu.
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4. TARTISMA

Diterpen regine asitlerin koniferlerin bocek ve patojenlere (Phillips ve
Croteau, 1999; Trapp ve Croteau, 2001; Martin ve dig. 2002; Hamberger ve dig.
2011) direng saglamasindaki oneminin bilinmesine ragmen bu konuda pek fazla
ilerleme kaydedilmemistir. Literatiirde sadece Pinus taeda’dan diterpen oksidaz
(PtAO) geni klonlanmig ve karakterize edilmistir (Ro ve dig. 2005). Pinus taeda
P450 enzimi, abietadienol/abietadienal oksidaz (PtAO), bitki P450 enzimlerinden
CYP720 ailesi i¢inde c¢ok substratli ve ¢ok fonksiyonlu bir diterpen oksidazdir.
PtAO’n, konifer diterpen regine asitlerin olusumundaki ardisik ii¢ oksidasyon
basamaginin en az ikisini katalizledigi bilinmektedir. Biz de bu ¢alismamizla Pinus
brutia’dan bir diterpen oksidaz olan CYP720B (PbAO)’yi klonlayip onun molekiiler
ozelliklerini tanimlamaya calistik. Bitki sekonder metabolizmasindaki pek c¢ok
P450°’nin yiiksek substrat spesifikligine ragmen, c¢ok fonksiyonlu Pinus brutia
abietadienal oksidaz’in elde edilen benzerliklere bakildiginda tipki Pinus taeda
abietadienal oksidaz gibi diterpen alkol ve aldehitlerin oksidasyonunu katalizledigi
sOylenebilir.

Cam agaglarindan iyi kalitede RNA izolasyonu ¢am dokularindaki yiiksek
miktardaki polisakkaritler, fenolik bilesikler ve riboniikleazlar nedeniyle oldukca
zordur. Calismamizin basinda literatiirdeki ¢esitli yontemler denenerek Pinus brutia
ibrelerinden RNA izole edilmeye calisildi ancak maalesef iyi kalitede RNA elde
edilemedi. Bazi yontemlerde elde edilen RNA’lardan RT-PZR yontemi
gergeklestirildi ancak maalesef pozitif {iriin olusumu gozlenemedi. Biitiin bunlardan
elde edilen RNA’larin tamamen saf olmadigi, i¢inde kalan polisakkarit ve fenolik
bilesiklerin PZR’nu inhibe ettigi ve bu nedenle elde edilecek RNA’nin
safsizliklardan kurtulmus olmasinin ¢ok énemli oldugu sonucunu ¢ikarabiliriz.

Pinus brutia’dan elde edilen CYP720B geni klonlanip sekans analizi
yapildiktan sonra elde edilen gen dizisi (Tablo 3.1) BLAST edilerek karsilastirildi ve
karsilagtirma sonucunda Ro ve dig. (2005) tarafindan yapilan ¢alisma sonucunda elde
edilen Pinus taeda sitokrom P450 CYPB (CYP720 alt ailesine benzer olan) mRNA

sekans1 ile %99 oraninda bir eslesme gosterdigi belirlenmistir. Pinus taeda
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CYP720B (PtAO) enzimi niikleotid dizisi 1464 baz ¢iftinden olusur ve buradan
kodlanan protein 487 amino asit igerir. Benzer sekilde Pinus brutia’dan izole
ettigimiz CYP720B enziminin sekans analizi sonucunda enzimin 1464 baz giftlik bir
biiyiikliige sahip oldugu ve buradan kodlanan proteinin de 487 amino asitten
olustugu bulunmustur.

Elde edilen sekans gen dizisi, EXPASy Proteomics  Server
(www.expasy.ch)’dan protein dizisine gevrilerek Pinus brutia CYP720B (PbAO)
enziminin amino asit dizisi belirlenmistir (Tablo 3.2). Elde edilen amino asit dizisi
kullanilarak enzimin yaklasik molekiiler agirligi (~53.570 Da) ve amino asit igerigi
gibi Ozellikleri belirlenmistir. Elde edilen amino asit dizisi NCBI Server
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov)’dan BLAST yapilarak benzer amino asit dizileriyle
karsilastirilmis ve Pinus taeda sitokrom P450 CYPB amino asit dizisi ile %99
oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Ancak Pinus brutia’dan izole edilen ve
klonlanip ekspres edilen CYP720B enziminin amino asit dizisinin Pinus taeda
CYP720B amino asit dizisinden 5 farkli amino asite sahip oldugu belirlenmistir
(Tablo 3.2). P. taeda CYP720B’deki L, Q, R, E ve K (L6sin, Glutamin, Arjinin,
Glutamik asit ve Lizin) amino asitleri izolasyonunu gergeklestirdigimiz Pinus brutia
CYP720B’de sirasiyla F, R, K, Q ve N (Fenilalanin, Arjinin, Lizin, Glutamin ve
Asparajin) amino asitlerine doniismiistiir. Bu sonug¢ bize ¢am tiirlerinde CYP720
genetik yapilarinin oldukga benzer olmakla birlikte farklilik olma ihtimaline de isaret
etmektedir.

Elde edilen dizinin amino asit komposizyonu Sekil 3.12’de verilmistir. Buna
gore amino asitlerin biiyiik bir kisminin non-polar (A, C, F, G, I, L, M, P, V) amino
asitler oldugu ve bunlarin total amino asitlerin % 48,2’si gibi yiiksek oranlarda
bulundugu, yiik grubu amino asitlerin (D, E, H, K, R) ise %29’unu kapsadig
gortldii. Alifatik amino asitler (I, L, V) total amino asitlerin %22,6’s1n1 kapsarken,
aromatik grubun %14,3’iinii kapsadig1 bulundu. CYP720B’de bulunan total amino
asitlerin %13,4’0 gibi yiiksek bir oranini alifatik non-polar bir amino asit olan 16sin
kapsamaktadir. Dizinin Losin-Fenilalanin gibi hidrofobik ve Lizin-Glutamik asit gibi
hidrofilik farkli 2 grup amino asitleri yiiksek miktarda icermesi membran bagl bir
protein oldugunu teyit etmektedir.

Sitokrom P450’ler dkaryotlarda ¢ogunlukla ER’da, zara bagli olarak bulunan
hem proteinlerdir (Mathews ve Holde, 1990). Yapilan sinyal peptit analizinde dizinin

5’ amino ucunda, proteini ER’a tasiyan, 37 amino asitlik bir sinyal oldugu ve bu
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sinyalin bu proteini endoplazmik retikuluma tasidigi ve proteinin endoplazmik
retikulum membranina yerlestigi tahmin edilmektedir (Sekil 3.13). Bir polipeptid
Asn-x-Thr veya Asn-x-Ser dizilerinden glikozillenir (Black, 1992). Translasyon
sonras1 modifikasyonlardan olan glikozilasyon bolgelerinin tespiti i¢in “NetNGlyc”
(Gupta ve dig. 2004) adli program kullanild1 ve dizide 2 adet N-glikozilasyon olma
olasilig1 olan bolgeler tespit edildi (Sekil 3.15). Bu diziler NST (Asn-Ser-Thr) ve
NIS (Asn-lle-Ser) seklindedir. Translasyon sonras1 6nemli modifikasyonlardan olan
protein metilasyonu tipik olarak protein dizisindeki Arginin veya Lizin amino asit
kalintilarinda yer alir. Metilasyon analizinde dizide 3 adet Arjinin (R) amino asit
kalintisinda metilasyon olma olasilig1 olan bdlge tespit edilirken, Lizin (K) amino
asit kalintisinda metilasyon tespit edilemedi (Sekil 3.17).

Proteinin transmembran segmentini tespit etmek icin yapilan analiz
sonucunda ise proteinin 2 membran heliks bulundurdugu tespit edildi (Sekil 3.14).
flave olarak CYP gen ailesinin ayirt edici dzelligi, korunmus bolgesi olan demir
baglama domaininin analiz edilen dizideki varligi da tespit edildi (Tablo 3.2). Bu
bolge 440. ve 450. amino asitler arasinda ve “FGGGARLCPG” seklindedir. K-
heliksin, “ETLR” dizisini (363. ve 366. amino asitler arasinda) igerdigi goriildii. Pek
¢ok P450’de oksijen baglanmasi igin gerekli olan I-heliksin 301. ve 306. amino
asitler arasinda “AGHETS” motifini icerdigi tespit edildi. Pek ¢ok Okaryotta
korunmus olan C-heliksin “WQAKR” dizisini igerdigi ve 181. ve 185. amino asitler
arasinda oldugu tespit edildi. Bununla birlikte prolince zengin motif (PPGP)
genellikle C-heliks ile membran ¢apa bolgesi arasinda iken Pinus brutia CYP720B
(PbAO) dizisinde tespit edilememistir. Ayni sekilde Pinus taeda CYP720B dizinde
de prolince zengin motif tespit edilemedi.

Prostetik hem grubuna sahip P450 enzimleri sodyum dithionit ile indirgenme
sonucunda CO’¢ baglanir ve bu baglanma sonucunda hem 450 nm’de maksimum
absorbans verir (Omura ve Sato, 1964). 450 nm’de goriilen bu pik P450’lerin
karakteristik 6zelliklerinden biridir. Bu 6zellik Pinus brutia’dan izole edip
klonladigimiz ve daha sonra maya hiicrelerinde ekspres ettigimiz CYP720B
enzimine ait CO-fark spektrumunda da goriilmektedir (Sekil 3.30). Spektrum
sonucunda 450 nm’de maksimum absorspiyon, 420 nm civarinda da kii¢iik bir pik
goriildi. Bu da bize P450’nin inaktif P420’ye doniisiimiiniin minimum oldugunu

gostermektedir. Bu da bize izolasyon prosediiriiniin olduk¢a optimum oldugunu
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gostermektedir. 91 mM™.cm™ ekstinksiyon katsayisi kullanilarak yapilan hesaplama
sonucunda total P450 miktar1 0,98 nmol/ml olarak hesaplandi.

Pinus brutia’dan izole edilen CYP720B gen bélgesi LR Klonaz enzimi
kullanilarak ilk énce pDEST™14 E. coli ekspresyon vektorii’ne aktarildi ve Pinus
brutia. CYP720B’nin E. coli transformantlarinda ekspresyonu L-arabinoz ile
indiiklendi. 6 saat L-arabinoz indiiklenmesi sonucunda SDS-PAJE analizinde
rekombinant CYP720B protein ekspresyonu gosterilememistir (Sekil 3.22). Pinus
brutia’dan izole edilen CYP720B gen bolgesi LR Klonaz enzimi kullanilarak bu
sefer pYES-DEST 52 maya ekspresyon vektorii'ne aktarildi ve Pinus brutia
CYP720B’nin Saccharomyces cerevisiae transformantlarinda ekspresyonu galaktoz
ile indiiklendi. 48 saat galaktoz indiiklenmesi sonucunda western blot analizinde
histidin-etiketli rekombinant CYP720B protein ekspresyonu gosterilebilmistir (Sekil
3.28).

Enzim aktivitesinin Ol¢iimii ¢alismasi, CYP720B’ye spesifik substratin
(abietadiene-diol/abietadienal) ticari olarak iretilmemesi ve bulunmamasi
neticesinde gerceklestirilememistir. Aktivite 6l¢limii olmadigi i¢in bundan sonraki
donemde farkli bireylerdeki Pinus brutia CYP720B (PbAO) ekspresyon diizeyleri ile
populasyon calismalar1 yapilacaktir. Diterpen alkol (substrat) sentezi, ilgili asit
(abietik asit)’in Organik Kimya laboratuarinda LiAlH4 ile Ro ve dig. (2005) nin
metodu uygulanarak indirgenmesi ile elde edilebilmesi sonucunda mayada ekspres
ettirilen ve histidin-etiketli olan rekombinant protein (Pinus brutia CYP720B) nikel

recineli affinite kromatografisi ile saflastirilacak ve protein aktivitesine bakilacaktir.
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5. SONUC

Son yillarda, sekonder metabolitlerin sentezinden sorumlu olan biyosentetik
yolaklarda sitokrom P450’lerin anahtar enzimler olduklar1 bulunmustur. Kizilgamda
en Onde gelen bocek zararlis1 cam kese bocegidir ve bu bdcek ile terpenler arasindaki
iligkileri ele alan calismalar son yillarda ivme kazanmistir, ancak bu etkilesimde
sitokrom P450 enzimlerinin etkisini ele alan c¢alisma heniiz bulunmamaktadir.
Literatiirde (Science Direct ve Web of Science veri tabanlarinda yapilan tarama)
Pinus brutia’dan izole edilmis ya da klonlanmig sitokrom P450 enzim bilgisine
rastlanmamistir. Bu da calismamizin bu tiir icin orijinal ve 0zgiin olmasinm
saglamaktadir. Literatiirde sadece Pinus taeda’dan CYP720B klonlanmistir. Bu da
bizim klonlama i¢in se¢tigimiz ve laboratuarimizda Pinus brutia’dan klonladigimiz
CYP720B enzimini ve calismayr daha anlamli hale getirmektedir ¢iinkii bocek
direncinin  olugsmasinda aktif rol aldigmi disiindiigimiiz sitokrom P450
enzimlerinden CYP720B geni molekiiler diizeyde arastirilmistir. Ve bu g¢alisma

ilerleyen ¢aligmalara temel teskil edecektir.
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EKLER

EK-1: pCR8/GW/TOPQ" vektor dizisi.

501

581

659

713

791

M13 foraard (-20) priming site

T —
TARCGCTAGC ATGGATGTTT TCCCAGTCAC GACGTTGTAA AACGACGGCC AGTCTTAAGC TCGGECCCCA AATAATGATT

attl1 GWA priming site
[ 1
T T
TTATTTTGAC TGATAGTGAC CTGTTCGTTG CAACAAATTG ATGAGCAATG CTTTTTTATA ATGCCAACT TTE TAC ARR

RRC ATE TTT
Leu Tyr Lys

EcoR | EcoR |
| | !

AAA GCA GGC TCC GAR TTC GCC c-rm:; GGC GAR TTC GAC CCA GCT TTC TTG TAC
TTT CGT CCG AGG CTT AAG CGG Gak TTC CCG CTT AAG CTG GGT CGA AAG AAC ATG
Ly=s Ala Gly Ser Glu Phe Gly Leu Ly= Gly Glu Fhe Asp Fro Ala Fhe Leu Tyr

GW2 priming sile
atil2 prmina

[
T
ARBAGTTGG CATTATAARA AATAATTGCT CATCAATTTG TTGCAACGAA CAGGTCACTA TCAGTCAAAAR TAAAATCATT

T7 jpromoterfpriming site M12 reverse priming sie

1 I r 1
ATTTGCCATC CAGCTGATAT CCCCTATAGT GAGTCGTATT ACATGGTCAT AGCTGTTTCC TGGCAGCTCT

EK-2: pDEST™14 vektoriin haritas:.

attR1 | CmR  ccdB | attR2

Comments for pDEST™14
6422 nucleotides

T7 promoter: bases 21-40

attR1: bases 67-191

Chloramphenicol resistance gene (CmR): bases 441-1100
ccdB gene: bases 1442-1747

atfR2: bases 1788-1912

T7 transcription termination region: bases 1923-2051

bia promoter: bases 2539-2637

Ampicillin (bla) resistance gene: bases 2638-3498
pBR322 origin: bases 3643-4316

ROP ORF: bases 4687-4878 (C)

C=complementary strand
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EK-3: pYES-DESTS52 vektoriin haritasi.

|m ({ols|- 0 aftR2 [VS epitope 6xHis |

Comments for pYES-DEST52
7621 nucleotides

GALT promoter: bases 1-451

T7 promoter: bases 475-494

attR1 recombination site: bases 511-635
Chloramphenicol resistance gene: bases 771-1430
ccdB gene: bases 1772-2077

attR2 recombination site: bases 2118-2242

V5 epitope: bases 2265-2306

Polyhistidine (6xHis) region: bases 2316-2333

CYC1 polyadenylation region: bases 2366-2619

pUC origin: bases 2803-3476

Ampicillin (bla) resistance gene: bases 3321-4481 (complementary strand)
URA3 gene: bases 4499-5606 (complementary strand)
21 origin: bases 5610-7081

f1 origin: bases 7149-7604 (complementary strand)
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