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Leucojum aestivum L.‟den TİROZİN DEKARBOKSİLAZ (TYDC) GENİNİN 

İZOLASYONU ve KLONLANMASI  

Trakya Üniversitesi Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoteknoloji ve Genetik Anabilim Dalı 

 

 

ÖZET 

 

 

Bu çalışmada, Amaryllidaceae ailesine ait olan Leucojum aestivum L. (göl soğanı) 

bitkisinden, tirozin dekarboksilaz (TYDC) geninin izole edilmesi amaçlanmıştır. L. 

aestivum Trakya bölgesinde yayılış gösteren ve farmakolojik olarak önemli bazı 

alkaloidlerin, özellikle de likorin ve galantaminin doğal üreticisi olan oldukça önemli bir 

farmasötik bitkidir. Galantamin, Alzheimer hastalığı başta olmak üzere demans benzeri 

nörolojik problemlerin tedavisinde kullanılan ilaçların etkin maddesi olarak önemli bir 

sekonder metabolittir. TYDC enzimi; çeşitli bitki türlerinde önemli bazı sekonder 

metabolitlerin sentez yolağında, ilk basamaklarda etkin olan kritik bir enzimdir. Galantamin 

biyosentezi de, fenilalanin ve tirozin amino asitleri ile başlar ve TYDC sentez yolağındaki 

kritik iki enzimden biridir. Dolayısıyla TYDC geninin aydınlatılması, galantamin üretiminin 

artırılması yönündeki manipülasyonlara olanak tanıyacaktır. Daha önce bir çok bitkide 

TYDC geni incelenmiş ancak L. aestivum‟da herhangi bir çalışma yapılmamıştır.  

Sunulan tez çalışması kapsamında galantamin üreticisi olan yakın akraba türlerin 

TYDC gen bilgileri incelenmiş ve genin izolasyonu için primerler tasarlanmıştır. L. 

aestivum‟un çiçeklerinden total RNA izole edilerek tasarlanan primerler ile genin tam 

ORF‟si elde edilmeye çalışılmıştır.  
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Elde edilen TYDC1 genine ait DNA fragmenti, öncelikle pJET.Blunt/1.2 klonlama 

vektörüne klonlanmış ve dizi analizi yaplılarak LuaTYDC1 genine ait kodlayıcı dizi elde 

edilmiştir. Genin kodlayıcı dizisi, galantamin üreticisi olan yakın türler Narcissus 

pseudonarcissus, Narcissus papyraceus, Lycoris aureus ve Lycoris longituba’un TYDC1 

geni ile %87-91,6 oranında yüksek bir homoloji göstermiş, amino asit dizisi 

karşılaştırmalarında ise homoloji oranı %89-93,53 olarak gözlenmiştir. Daha sonra 

restriksiyon enzimleri ile kesilerek pJET.Blunt/1.2 vektöründen geri kazanılan LuaTYDC1 

geni pQE.70 ekspresyon vektörüne bağlanarak ekspresyon ve fonksiyon analizleri için E. 

coli‟ye transfer edilmiştir.  

 

Yıl    : 2021   

Sayfa Sayısı  : 86 

Anahtar Kelimeler : Leucojum  aestivum, Tirozin dekarboksilaz (TYDC) geni, LuaTYDC1, gen 

klonlama  
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Master’s Thesis 

ISOLATION AND CLONING OF THE TYROSINE DECARBOXYLASE (TYDC) GENE 

FROM Leucojum aestivum L. 

Trakya University, Institute of Natural Sciences 

Department of Biotechnology and Genetics 

 

 

ABSTRACT 

 

 

 In this study, it was aimed to isolate the tyrosine decarboxylase (TYDC) 

gene from Leucojum aestivum L. (summer snowflake) plant belonging to the family 

Amaryllidaceae. L. aestivum is a very important pharmaceutical plant that is a natural 

producer of some pharmacologically important alkaloids, especially lycorine and 

galantamine, spread Thrace region. Galantamine is an important secondary metabolide as 

the active ingredient of drugs used in the treatment of dementia-like neurological problems, 

especially Alzheimer's disease. TYDC enzyme; It is a critical enzyme that is effective in the 

first steps in the synthesis pathway of some important secondary metabolites in various 

plant species. Galantamine biosynthesis also starts with the phenylalanine and tyrosine 

amino acids and TYDC is one of the two critical enzymes in the synthesis pathway. Thus, 

the illumination of the TYDC gene will allow manipulations to increase galantamine 

production. TYDC gene has been studied in many plants before, but no study has been done 

in L. aestivum. Within the scope of the presented thesis, TYDC genes of closely related 

species that are galantamine producers were examined and primers were designed for the 

isolation of the gene.  
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The full ORF of the gene was obtained with designed primers by using isolated total 

RNA from the flowers of L. aestivum. The obtained DNA fragment was firstly cloned into 

pJET.Blunt / 1.2 cloning vector and the coding sequence of the LuaTYDC1 gene was 

obtained by sequence analysis. The coding sequence of the gene showed a high homology 

of 87-91.6% with the TYDC1 gene of Narcissus pseudonarcissus, Narcissus papyraceus, 

Lycoris aureus and Lycoris longituba which are galantamin producer close relative species, 

and the homology rate was 89-93,53% in their amino acid sequence comparisons. Later, the 

LuaTYDC1 gene, which was cut with restriction enzymes and recovered from the 

pJET.Blunt / 1.2 vector, was ligated to the pQE.70 expression vector and transferred to E. 

coli for expression and functional analysis.  
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BÖLÜM 1 

 

 

GĠRĠġ 

 

 

Bitkilerden ilaç keşfi, geçmişten günümüze farmasötik terapi alanında önemli bir rol 

oynamıştır (Jin, 2009). Bu tıbbi ve aromatik bitkiler; yaprak, gövde, ağaç kabuğu, çiçek, 

meyve, tohum, kök, rizom, soğan ve yumru gibi organlarında alkaloid, terpenoid veya 

fenolik maddeler gibi sekonder metabolitleri taşıyan ve farmakolojik aktiviteye sahip 

bitkilerdir. Bitkilerden elde edilen bu sekonder metabolitler endüstriyel olarak ilaca 

dönüştürülmektedir (Şenkal, 2020). 

Amaryllidaceae alkaloidleri, ağırlıklı olarak Amaryllidaceae bitki ailesinde bulunan 

özel metabolitler grubudur (Desgagné-Penix, 2020). Bu alkaloidlerin, antitümör, 

antibakteriyel, antifungal, antimalaryal, antiviral, analjezik ve asetilkolinesteraz (AChE) 

inhibe edici aktiviteler dahil olmak üzere çeşitli farmokolojik aktivitelere sahip oldukları 

belirlenmiştir. Bu nedenle, Amaryllidaceae alkaloidlerinin izolasyonuna, kimyasına, 

biyolojisine ve moleküler mekanizmalarının araştırılmasına büyük önem verilmiştir (Jin, 

2009). 

Amaryllidaceae tipi alkaloidler arasında, bu ailede önemli ve yaygın bir alkaloid 

olan galantamin yer almaktadır. Alzheimer hastalığı gibi nörodejeneratif bozuklukların 
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semptomlarını tedavi etmek için kullanılan bir asetilkolinesteraz inhibitörü olan galantamin 

şu anda piyasada bulunmaktadır (Unver, 2007). Geçmiş dönemlerde Galanthus woronowii, 

Lycoris radiata, Galanthus nivalis, Narcissus pseudonarcissus, Pancratium maritimum’dan 

galantamin ekstratı elde edilmiştir (Janssen ve Schäfer, 2017). Fakat günümüzde L. 

aestivum (göl soğanı), endüstriyel düzeyde galantamin kaynağı olarak kabul edilmektedir 

(Ferdausi, Chang, Hall, & Jones, 2020). 

İlaç endüstrisinde, sekonder metabolit eldesi için kullanılan bir çok bitkinin nesli 

doğal popülasyonlarının hızla tüketilmesi sebebiyle tükenme tehlikesi yaşamaktadır. Bu 

sebeple yüksek değerli metabolitlerin sürdürülebilir üretimi için yeni yaklaşımlar 

bulunması bir zorunluluk haline gelmiştir (Topcu ve Çölgeçen, 2015). Biyoteknolojik 

teknikler kullanarak, belirli bir bileşiğin sentezini arttırmak veya azaltmak için bitkinin 

biyosentetik yolunu düzenlemek mümkündür (Alamgir, 2017). Transgenik araştırmalardaki 

gelişmeler göz önüne alındığında, değerli sekonder metabolitler üretmek için kullanılan 

biyosentetik yolların metabolik mühendislik yöntemleri ile geliştirilebilindiği görülmüştür 

(Chandra ve Chandra, 2011). Bitki metabolik mühendisliği, sürekli büyüyen bir dünya 

nüfusunun artan gıda, enerji ve ilaç taleplerini karşılamak için biyoteknolojik yaklaşımlarda 

özel bir rol oynamaktadır (Alvarez, 2014). 

Rekombinant DNA teknolojisinin kullanımı ile çeşitli organizmaların metabolik 

yolları manipüle edilebilmektedir. Bakteriler, mantarlar, bitki ve hayvan hücrelerinin tümü 

konakçı organizmalar olarak kullanılmaktadır. Hangi konağın seçileceği ise ilgili yolakların 

özelliklerine göre yapılmaktadır. Metabolik mühendislik uygulamaları, maliyetleri 

düşürmek, verimi artırmak, geleneksel ve kimyasal yaklaşımlara kıyasla daha çevre dostu 

bir süreç sağlamak ve daha ekonomik yoldan ihtiyaç duyulan hammaddeleri elde etmek için 

kullanılmaktadır (Wuest, Hou, & Lee, 2011). 

TYDC‟nin (TYRDC; EC 4.1.1.25), metabolik mühendisliğinde kullanım alanı 

oldukça geniştir. Sebebi ise L-tirozinin, tirozin dekarboksilaz aracılı dekarboksilasyonunun 

tüm bitki alemine dağılmış ortak bir özellik olduğunun varsayılmasıdır (Lehmann ve 

Pollmann, 2009).  



 

 3  

 

Aromatik-L-Amino Asit Dekarboksilazlar (AADC)‟dan biri olan L-tirozin 

dekarboksilaz, başlıca birkaç önemli farmasötik alkaloid gruplarının biyosentezindeki rolü 

nedeniyle önemli ölçüde dikkat çekmiştir (Facchini, Huber-Allanach, & Tari, 2000). 

Bu tez çalışmasında L. aestivum bitkisinden TYDC geninin izole edilmesi 

amaçlanmıştır. Galantamin biyosentez yolağının öncül basamaklarında yer alan bu enzim 

geni eldesinin ileride yapılabilecek metabolik mühendisliği çalışmalarına kaynak 

niteliğinde olacağı düşünülmektedir.  
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BÖLÜM 2 

 

 

GENEL BĠLGĠLER 

 

 

2.1 Amaryllidacea Ailesi 

Amaryllidaceae, önemli ekonomik ve tıbbi değere sahip bir monokotiledon bitki 

ailesidir (Ding vd., 2017). Amaryllidaceae ailesi, dünyanın tropikal, subtropikal ve sıcak 

bölgelerine yaygın olarak dağılmış 75 cins içinde yaklaşık 1600 türden oluşmaktadır 

(Desgagné-Penix, 2020). 

Amaryllidaceae familyasına ait bitkiler, yüzyıllar boyunca rengarenk çiçekleri ve 

kokulu yağları için süs bitkisi olarak yetiştirilmesinin yanı sıra pek çok ülke ve bölgede 

çeşitli hastalıklara karşı şifalı bitki olarak yaygın şekilde kullanılmış ve geniş farmakolojik 

etkileri kaydedilmiştir. Bu ailenin bitkilerinde alkaloidler, fenolik bileşikler, flavonoidler, 

glikozitler vb. dahil olmak üzere çok sayıda doğal ürün bulunur. Birincil bileşenler olarak 

alkaloidler sıklıkla bu aile üyelerinin önemli farmakolojik etkileriyle ilişkilendirilmiştir 

(Jin, 2011). 

Amaryllidaceae familyasına ait bitkiler, biyolojik olarak aktif birçok alkaloidin 

üreticileri olarak bilinir. Bunların yanı sıra, Amaryllidaceous bitkilerinde flavonlar, 
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kalkonlar ve kromonlar dahil olmak üzere çeşitli flavonoidler tespit edilmiştir (Mikšátková, 

Lanková, Huml, & Lapčík, 2014).  

2.2 Amaryllidaceae Alkaloidleri 

Amaryllidaceae familyasına ait bitkiler, süs değerlerinin yanı sıra ürettikleri 

alkaloidler ile de bilinir (López, Bastida, Viladomat, & Codina, 2002). Bu ailenin 

bitkilerinden 300'den fazla alkaloid izole edilmiştir. Yapısal olarak çok çeşitli olan 

Amaryllidaceae alkaloidlerinin esas temsilcisi olarak 9 tane alkaloid belirlenmiştir. Şekil 

2.1‟de moleküler yapıları gösterilen alkoloidler şunlardır: norbelladin, likorin, homolikorin, 

krinin, hemantamine, tazettin, narkiklasin, montanin ve galantamindir (Ferdausi, 2017). 

 

ġekil 2. 1 Amaryllidaceae alkaloidleri (Bastida Armengol vd., 2011) 

 

Amaryllidaceae alkaloidleri üzerinde yapılan çalışmalar 1877‟de Narcissus 

pseudonarcissus‟tan likorin‟in izole edilmesiyle başlamıştır. Antitümör, antiviral, 
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antibakteriyel, antifungal, antimalaryal, analjezik ve sitotoksik aktiviteler de dahil olmak 

üzere çok çeşitli biyoaktivitelere sahip olması nedeniyle bu alkaloidlere olan ilgi artmıştır. 

Bu potansiyel tıbbi özelliklere ek olarak, Amaryllidaceae bitkilerinin zehirli olduğu 

bilinmekte ve bu toksik etkilerin dikkate alınması gerekmektedir (Cimmino, Masi, 

Evidente, Superchi, & Evidente, 2017). 

Diğer Amaryllidaceae alkaloidleri üzerinde yapılan çalışmalarda, bu aileye ait 

birkaç alkaloidin anti-kanser özellikleri tespit edilmiştir. Karanin, galantin, psödolikorin ve 

2-O-asetil psödokorin gibi bu tipteki diğer alkaloidler de çeşitli tümör hücrelerine karşı 

aktiftir. Narkiklasin, preklinik hayvan modellerinde insan glioblastoma multiforme (GBM) 

tümörlerine karşı oldukça umut verici anti-kanser etkiler göstermektedir. GBM, en kötü 

huylu primer beyin tümörü tipidir ve normal beyin dokularına saldırgan istilacı davranış ve 

apoptozu tetikleyen geleneksel tedavilere direnç ile karakterizedir. Narkiklasin, GBM 

tümörlerinin büyümesini yavaşlatmış ve GBM tümörlerinin ksenograftları ile immün 

yetmezliği olan farelerin hayatta kalma süresini önemli ölçüde uzattığı görülmüştür. Bu 

deneyler ayrıca narkiklazinin, çoğu ilaçta genellikle eksik bir özellik olan kan-beyin 

bariyerini geçme yeteneğini de göstermiştir.  

Krinin tipi bir Amaryllidaceae alkaloid olan bulbisperminin, apoptoza dirençli beyin 

kanseri hücre dizileri paneline karşı sitostatik aktivitesi bildirilmiştir. Likorin ve 

psödolikorin, bir dizi RNA ve DNA virüsüne karşı antiviral aktivitelere sahiptir. Birkaç 

Amaryllidaceae alkaloidi, sıtmanın nedeni olan Plasmodium falciparum ve cinsel yolla 

bulaşan trikomonoz hastalığının nedeni olan Trichomonas vaginalis gibi protozoan 

parazitlere karşı aktivite göstermektedir (Takos ve Rook, 2013). 

Amaryllidaceae familyasına ait bazı cinslerde bulunan en önemli alkaloidlerden biri 

de galantamindir. Özellikle Alzheimer başta olmak üzere demans nedeniyle oluşan 

semptomların tedavisinde etkilidir ve ilaç formunda piyasada yer almaktadır. 1960‟larda 

Sopharma (Bulgaristan) tarafından G. nivalis türünden elde edilen ve piyasaya sürülen 

Nivalin® galantamin içerikli ilk endüstriyel üründür (Berkov ve diğ. 2009).  



 

 7  

 

Bu süreçten itibaren Alzheimer ilaç pazarının değeri hızlı bir artış göstermiştir. 

ABD, İngiltere, Fransa, Almanya, İtalya, İspanya ve Japonya‟da 2009‟da 4.9 milyar dolar 

olan Alzheimer ilaç pazarı 2010‟da 3 katına çıkarak 13.3 milyar dolara ulaşmıştır. 

Galantamin, 2001‟de dünya çapında satışa sunulduğunda 4.5 milyon dolar değerinde 

satılmış ve Alzheimer ilaç pazarının % 12‟sini oluşturmuştur. Ayrıca galantamin içerikli 

ilaçların 2011 yılındaki toplam üretimi 3.45 tondur ve toplam satış değeri 530 milyon 

dolardır. Bugün 1 kg galantaminin market değerinin yaklaşık olarak altına eşdeğer olduğu 

söylenebilir (http://jncc.defra.gov.uk/page-5721-theme=textonly). 

Günümüzde galantamin, doğal kaynağı olan bitkilerden izole edilmektedir ve 

dolayısıyla artan talebi karşılamada yetersizdir. Narcissus sp., L.aestivum, Ungernia victoris 

ve Lycoris radiata gibi galantamin içeren türlerin yaygın biçime kültürü yapılarak ticari 

ölçekteki galantamin ihtiyacı karşılanmaya çalışılmaktadır (Takos ve Rook, 2013). Ancak 

kültüre edilen bitkilerde galantamin miktarı doğada yetişen türlere göre ciddi oranda 

azalmaktadır. Ayrıca 1990'lı yıllar itibari ile galantaminin laboratuvarda bir kaç yoldan 

sentezi gerçekleştirilmiş ancak verimin düşük, maliyetin ise yüksek olması nedeniyle 

endüstriyel ölçekte üretimi yapılamamıştır (Magnus ve diğ.  2009; Chen ve diğ. 2012). 

Galantaminin endüstriel üretiminde karşılaşılan problemler, galantamin eldesinde doğal 

kaynaklara yönelimi zorunlu kılmaktadır.  

2.3 Leucojum aestivum L. ve Ürettiği Değerli Metabolitler 

Bu tez çalışmasında bitki materyali olarak kullanılan L. aestivum, Güney Afrika ve 

Akdeniz bölgelerinin yanı sıra Doğu Avrupa ve Batı Asya'daki bölgelere özgüdür (Şekil 2. 

2). Türkiye'de ise Trakya, Kuzey Anadolu bölgesi ve Beyşehir civarında yayılış 

göstermektedir. Bu bitkiler, bataklık ve sulak alanlar gibi nemli ve yarı-kapalı yerlerde 

yetişmektedir. Deniz seviyesi ile 1100 m arasındaki alanlar bu bitkinin yetişmesi için 

uygundur. Çiçek açma dönemi genellikle Mart-Haziran aylarıdır. Bitki başına çan 

şeklindeki çiçek sayısı genellikle 1 ile 5 arasında değişmektedir (Demir, 2014). 

http://jncc.defra.gov.uk/page-5721-theme=textonly
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ġekil 2. 2 L. aestivum'un floristik literatür ve floristik veri tabanlarına göre dağılımı 

(Parolo, Abeli, Rossi, Dowgiallo, & Matthies, 2011) 

Göl Soğanı olarak bilinen L. aestivum türünün kromozom sayısı 2n = 22'dir (Senel 

ve Ozkan, 2002). Şekil.2.3‟te bu bitkinin taksanomik sınıflandırılması gösterilmiştir. 

 

ġekil 2. 3 Leucojum aestivum ve taksonomik sınıflandırması 
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L. aestivum, farmakolojik olarak aktif olan Amaryllidaceae alkaloidlerinin, özellikle 

likorin ve galantaminin doğal bir kaynağı olan oldukça önemli bir farmasötik bitkidir (Ptak 

vd., 2019). Bir pirolofenantridin alkaloidi olan likorin, antitümör, antimalaryal, 

hepatoprotektif, antiviral, antifungal ve antiparazitik gibi çok çeşitli biyolojik aktivitelere 

sahiptir (Arslan, Yildirim, Ozkan, Oktelik, & Turker, 2020). Yapılan çalışmalarda, askorbik 

asit biyosentezinin güçlü bir inhibitörü olduğu, hayvan ve insan hücre dizilerindeki 

antitümör aktivite dahil olmak üzere hücre büyümesinin ve hücre bölünmesinin güçlü bir 

inhibitörü olduğu görülmüştür (Takos ve Rook, 2013). 

Bir diğer önemli alkaloid olan galantamin, ilk olarak 1952'de Kafkasya bölgesindeki 

Galanthus woronowii Losinsk.'ten izole edilmiştir. Ancak, 1960'tan beri galantaminin 

endüstriyel olarak üretimi için L. aestivum bitkisi kaynak olarak kullanılmaktadır. Sebebi 

ise bu bitkinin hem daha yüksek üretkenliğe sahip olması hem de daha yüksek alkaloid 

konsantrasyonu vermesidir (Stanilova, Molle, & Yanev, 2010). Galantamin en yoğun 

olarak bitkinin soğanlarında (bulb) bulunmuştur (Odabas ve Ayan, 2005). 

Bir kilogram galanthamin elde etmek için yaklaşık bir ton L. aestivum soğanı 

gerekir. Galantamin üretimi için ilaç sanayine L. aestivum ekimi ile her yıl 6.000.000 adet 

soğan ihracatı yapıldığı için değerli bir ihracat malzemesidir. Türkiye'de ihracat için L. 

aestivum'un doğal yaşam alanlarından ise yalnızca toprak üstü kısımlarının toplanmasına 

izin verilmiştir (Arslan vd., 2020). 

Galantamin, başta Alzheimer hastalığı olmak üzere nörolojik hastalıkların 

tedavisinde kullanılan uzun etkili, geri dönüşümlü, seçici ve rekabetçi Asetilkolinesteraz 

(AChE) inhibitörüdür (Berkov vd., 2009). Beynin, kolinerjik nöronlarının bulunmadığı 

bölgelerinde asetilkolin konsantrasyonunu yükseltir. Bunun yanı sıra Galantamin, hafif bir 

analeptik görevi görür, en az morfin kadar güçlü analjezik etki gösterir, göz damlasına 

uygulandığında göz içi basıncını azaltır ve şimdiye kadar birçok farklı nörolojik hastalığın 

tedavisi için kullanılmıştır (Eichhorn, Takada, Kita, & Zenk, 1998). 
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2.4 Bitkilerde Metabolik Mühendisliği 

Metabolik mühendislik, elde edilmek istenen bileşiklerin üretimi için hücresel 

metabolizmanın amaca yönelik yapımı, yeniden yönlendirilmesi ve değiştirilmesidir. 

Hücresel metabolizma, metabolik yolak adı verilen enzimatik adımların dizilerinden oluşan 

bir hücre içinde meydana gelen tüm biyokimyasal reaksiyonları içermektedir. Metabolik 

yolakların manipülasyonu, rekombinant DNA teknolojisinin kullanılmasıyla 

gerçekleştirilmektedir (Wuest vd., 2011). 

Rekombinant DNA teknolojisi, DNA'yı izole etmek, manipüle etmek ve bir hücreye 

yeniden transfer etmek için genetik mühendisliğini kullanmaktadır. Ürün sentezinde 

kullanılan genleri tanıtmak için farklı DNA parçalarını kesmek ve birleştirmek için 

kullanılan teknikler ilk olarak 1970'lerde kullanılmıştır. Stanley Cohen, Herbert Boyer ve 

meslektaşları bakterilerden rekombinant insan insülini üreterek biyoteknoloji alanını 

mevcut durumuna ilerletmişlerdir.  

Cohen ve arkadaşlarının yabancı genleri, bir bakteri hücresine yerleştirme işlemini 

başarıyla gerçekleştirmelerinden sonra, bakteriyel hücrelerin çok sayıda kimyasal ve 

farmasötik ürünün üretimi için bir nevi küçük kimyasal fabrikalar gibi tasarlanabileceği 

ortaya çıkmıştır. Çok kısa bir süre içerisinde, insülin gibi kompleks bir molekülün üretimi, 

Escherichia coli bakterisindeki tek bir genin aşırı ekspresyonu yoluyla elde edilebilirken; 

etanol gibi basit bir bileşiğin aşırı üretimi için ise, etanol üretim yolağını içeren koordineli 

birçok genin ifadesinin modülasyonun gerekliliği anlaşılmıştır (Woolston, Edgar, & 

Stephanopoulos, 2013). 

Bitkiler, karmaşık metabolitlerin biyosentezinden sorumlu olan sayısız metabolik 

yolak içermektedirler. Dizileme ve biyoinformatikteki yeni gelişmeler, bu bitki biyosentetik 

yolaklarını kodlayan genlerin keşfedilmesini daha kolay hale getirmiştir ve böylece 

bitkilerin sağladığı çok çeşitli bileşiklerden ve enzimlerden tam olarak 

yararlanabilinmektedir (Tatsis ve O‟Connor, 2016). 

Amaryllidaceae alkaloidlerinin biyosentezi, işaretli öncüler ve ara maddeler 

kullanılarak biyokimyasal olarak ve çeşitli türlerin sentezi için biyokimyasal senaryolar 

kullanılarak araştırılmıştır.  
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Amaryllidaceae alkaloidleri, ortak öncü O-metilnorbelladini üretmek için kullanılan 

aromatik amino asitler fenilalanin ve tirozinden türetilmektedir. Amaryllidaceae 

alkaloidlerinin biyosentezi şekil 2.4‟de gösterilmiştir. Aromatik amino asitler fenilalanin ve 

tirozinden başlayarak, ortak öncü O-metilnorbelladin oluşur. Oksidatif fenol bağlamanın 

alternatif yolları, çeşitli Amaryllidaceae alkaloid iskelet tiplerine yol açar. Bir alkaloidin, 

diğer alkaloidin öncüsü olarak hareket ettiği karmaşık bir enzimatik adımlar ağı, türler ve 

kültivarlar arasında hatta aynı bitkinin farklı dokuları arasında farklılık göstermektedir  

(Takos ve Rook, 2013). 

 

ġekil 2. 4 Genel Amaryllidaceae alkaloidlerinin biyosentez şeması (Takos ve Rook, 2013) 

Farmakolojideki önemine rağmen halen galantaminin biyosentez yolağındaki enzim 

genlerine yönelik çalışmalar başlangıç aşamasındadır. Galantamin biyosentezi, diğer bir 

çok sekonder metabolit gibi bitkinin genel primer metabolizmasında bulunan enzimlerin ve 

ara ürünlerin kullanıldığı özel metabolizma yolaklarında gerçekleşir. Galantamin 

biyosentezi, fenilalanin ve tirozin amino asitleri ile başlar. Feninalanin, galantamin 

biyosentez yolağında bir ara ürün olan norbelladinin oluşumuna katkı sağladığı, tirozinin 

ise doğrudan galantaminin öncüsü olduğu ortaya konmuştur.  
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Radyoaktif işaretli tirozin ile yapılan çalışmalar, tirozinin galantamin yapısına katkı 

sağladığını göstermiştir. Ayrıca galantaminin yıkım deneyleri de bunu açıkça ortaya 

koymuştur. Fenilalanin, PAL ile sinnamik aside ve amonyağa, tirozin ise TYDC ile 

dekarboksile edilerek tiramine dönüşür. Sinnamik asidin yıkımı sonucunda oluşan aldehit 

Schiff baz reaksiyonu ile tiraminle kondanse olur ve indirgenerek ilk alkoloid olan 

norbelladin ve türevlerini oluşturur. 2014 yılında yayınlanan bir çalışma ile de 

norbelladinin metilasyonla 4'-O-metilnorbelladine dönüşümünü katalizleyen norbelladin 4'-

O-metiltransferaz (NpN4OMT) geni izole edilmiştir. 4'-O-metilnorbelladin, galantaminin 

evrensel substratıdır (Şekil 2.5). Son adımları katalizleyerek galantamini oluşturan enzimler 

ise henüz bilinmemektedir (Kilgore vd., 2014)  
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ġekil 2. 5 Galantamin biyosentez yolağı (Park vd., 2020). 

 

2.5 Tirozin Dekarboksilaz (TYDC) Geni ve Klonlama ÇalıĢmaları 

Aromatik L-amino asit dekarboksilazları, bitkilerdeki bir dizi farklı sekonder 

metabolitin biyosentezinde önemli roller oynamaktadır. Bu bileşikler, bitkinin normal 

gelişimi için genel bir öneme sahip değildir, ancak genellikle bitkiler ile bunların abiyot ik 

ve biyotik ortamları arasındaki etkileşimde özel işlevler sergilemektedirler.  
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TYDC aracılı dekarboksilasyon L-tirozinin tüm bitki alemine dağılmış ortak bir 

özellik olduğu varsayılmaktadır ve birkaç farklı metabolik yolakta hayati bir işleve sahip 

olduğu görülmektedir (Lehmann ve Pollmann, 2009). Şekil 2.5‟te de şematize edildiği gibi 

tirozin dekarboksilaz, tirozinin dekarboksilasyonunu katalize ederek tiramin ve CO2 

oluşturmaktadır (Phan, Ngo, & Lenhoff, 1983). 

 

ġekil 2. 6 TYDC tarafından L-tirozinin enzimatik olarak tramine dönüşümü (Facchini ve 

De Luca, 1995) 

Bitkilerde tirozin, dağılımları, fonksiyonları ve pratik kullanımları yakın zamanda 

gözden geçirilmiş olan spesifik tirozin türevi metabolit tiplerini vermek için farklı enzimler 

tarafından modifiye edilebilinmektedir (Xu, Fang, Li, Yang, & Chen, 2020). 

Tirozin, yüksek bitkilerde birçok önemli alkaloidin (morfinanlar, izokino-çizgiler, 

benzofenantridinler, protoberberinler) primer öncüsüdür. Örneğin, morfin ve kodeinin 

ekstratlarından yılda bir milyon kilogramdan fazla afyon üretildiği tahmin edilmektedir. 

Tirozin, genellikle dopaya hidroksillenir ve daha sonra dekarboksilatlanır bazen de çeşitli 

yolaklara metabolize edilmeden önce doğrudan tiramine dekarboksilatlanır. Bu sebeble 

TYDC, alkaloid seviyelerini artırmak için önemli bir hedef enzim özelliği göstermektedir. 

(Berlin ve Fecker, 2000). 

2004 yılında Lee, J., tarafından gerçekleştirilen çalışmada, benzofenantridin 

alkaloid (BPA) veriminin artırılmasına yönelik bir strateji olarak, California poppy'nin 

süspansiyon hücre kültürlerinde aşırı tirozin dekarboksilaz ekspresyonu araştırılmıştır. 

Haşhaş türlerinden BPA'ların biyosentezinde ilk kararlı enzim olan TYDC, potansiyel 

olarak düzenleyici bir enzim olarak kabul edilmiştir. Transformant haşhaş hücreleri 

başarıyla oluşturulmuş ve CaMV 35S promotörünün kontrolü altında yeşil floresan protein 

(GFP) ve TYDC'nin bir füzyon protein şeklinde ifade edilmiştir.  
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Transforme edilen hücreler, kontrollere kıyasla, doğrudan bir TYDC enzim ürünü 

olan 10 kattan daha yüksek tiramin seviyeleri sergilemiştir. Sonuç olarak, hücre içi tiramin 

aşırı ekspresyonu, BPA birikiminin 2-3 kat artmasına neden olmuştur. Bu sonuçlar, 

TYDC'nin, BPA'ların biyosentezinde yer alan düzenleyici enzimlerden biri olduğunu 

ispatlamıştır (Lee, 2004). 

Kawalleck ve arkadaşlarının 1993 yılında yaptıkları çalışmada mantar enfeksiyonu 

veya elisitör uygulamasının ardından transkripsiyonel olarak aktive olan genleri temsil eden 

bir grup maydanoz bitkisinden (Petroselinum crispum) cDNA izole edilmiş ve TYDC geni 

elde edilmiştir. E. coli'de TYDC geninin ekspresyonu, tirozin için yüksek substrat 

spesifitesine sahip katalitik olarak aktif protein vermiştir. Tanımlanan dört maydanoz 

TYDC geninin tümü klonlanmış ve en az üç TYDC izozimi tespit edilmiştir. Kültürlenmiş 

maydanoz hücrelerinde mantar muamelesinin ardından, TYDC geninin mRNA ve enzim 

aktivite seviyelerinde çok hızlı ve geçici artışlara neden olduğu gözlemlenmiştir 

(Kawalleck, Keller, Hahlbrock, Scheel, & Somssich, 1993). 

Afyon haşhaşı, Papaver somniferum, alkaloid açısından zengin lateks sebebiyle 

yetiştirilmektedir. TYDC, haşhaş alkaloid biyosentezindeki ilk enzimdir ve küçük bir gen 

ailesi tarafından kodlanmaktadır. 2.060 bp'lik bir TYDC5 fragmenti, p-glukuronidaz (GUS) 

reporter geni ile füzyon halde klonlanmış ve haşhaş ile tütüne (Nicotiana tabacum) 

aktarılmıştır. Transgenik, haşhaş ve tütün fidelerinin sürgünlerinde ksilem parankimine 

lokalize olan GUS aktivitesi gözlenmiş ve her iki türün köklerinde, ksilemi çevreleyen 

vasküler silindirde GUS aktivitesi dolasıyla da TYDC ekspresyonu görülmüştür. Haşhaş 

latisiferlerinde hiçbir boyama gözlenmemiştir, bu da diğer TYDC genlerinin latekste 

eksprese edilebileceğini veya alkaloid öncülerin latisiferlere bitişik hücreler tarafından 

sağlandığını düşündürmüştür (El-Ahmady ve Nessler, 2001). 

Arena ve arkadaşları 2007 yılında, Lactobacillus plantarum suşlarının tiramin 

oluşturma yeteneğini analiz etmiştir. L. plantarum suşlarının ön tanımlaması, recA geninin 

amplifikasyonu ile gerçekleştirmiştir. TYDC kodlayan gen, L. plantarum‟un bir suşundan 

kısmen klonlanmıştır. TYDC aktivitesi araştırılmış, tiramin varlığı yüksek performanslı sıvı 

kromatografi yöntemi ile belirlenmiştir.  
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Sonuç olarak, L. plantarum'un şarapta tiramin üretebildiğini ve TYDC aktivitesinin 

sadece TYDC genini barındıran L. plantarum suşları ile sınırlı olduğunu tespit etmişlerdir 

(Arena, Fiocco, De Nadra, Pardo, & Spano, 2007) 
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BÖLÜM 3 

 

 

MATERYAL ve YÖNTEM 

 

 

3.1 Bitki Materyali 

Bu tez çalışmasında, Leucojum aestivum L. bitkisi kullanılmıştır. Bitkinin 

toplanması için gerekli izinler Gıda, Tarım ve Hayvancılık Bakanlığı, Bitkisel Üretim 

Genel Müdürlüğünden ve Orman ve Su İşleri Bakanlığı Doğa Koruma ve Milli Parklar 

Genel Müdürlüğü‟nden alınmıştır ( Ek-1, Ek-2). 

L. aestivum, Edirne Tavuk Ormanı sınırlarından toplanmıştır. Çiçek açma zamanı ve 

yetiştiği ortamlar bilinmektedir. Mart-Mayıs 2018 tarihileri arasında L. aestivum‟a ait 

yaprak, gövde ve çiçek formları toplanarak (Şekil 3.1) sıvı azotta dondurulmuştur. Örnekler 

total RNA izolasyonuna kadar -80°C‟de muhafaza edilmiştir. 

 

 

 

 

ġekil 3. 1 L. aestivum çiçek örneği 
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3.2 Yöntem 

3.2.1 Primer Tasarımı 

L. aestivum bitkisine ilişkin genom dizi bilgisi bulunmadığından TYDC geninin bu 

bitkiden izolasyonu için yine galantamin üreticisi olan yakın akraba türlerin gen bilgileri 

kullanılmıştır. Bunun için Narcissus papyraceus (MF979854.1), Narcissus pseudonarcissus 

(MF405171.1) ve  Lycoris aurea (MG932082.1) incelenmiş ve TYDC geni için 2 izogen 

varlığı gözlenmiştir. Her iki gen (TYDC1 ve TYDC2) için de FASTA formatındaki gen dizi 

bilgileri BioEdit programında alligment yapılarak hizalanmış ve primer yapımı için ortak 

dizileri belirlenmiştir (Çizelge 3. 1). 

Aşağıdaki listede sunulan primerlere ek olarak TYDC geninin başlangıç ve son 

bölgelerinde türler arasında gözlenen nuklotid farklılıklarını tolere edebilmek için primerler 

dejenere primer olarak da tasarlanmıştır. Bu primerlerde 3 tür için de farklılık gözlenen 

pozisyonlardaki nukleotidler için dejenere nukleotidler tercih edilmiştir. Böylece L. 

aestivum genomunda primerlerin bağlanabilme olasılığı artırılmaya çalışılmıştır. Tasarlanan 

dejenere primerler Çizelge.3.2‟te sunulmuştur.  
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Çizelge 3. 1 TYDC1 ve TYDC2 genleri için tasarlanan primerler 

Primer No Primer Adı 
PCR ürünü   

boyutu (bç) 
Baz Dizisi 5' - 3' 

Primer1 

(TYDC1) 

NpTYDC1.1 F 

1650 bç 

5‟- ATCTTCTCCATCAAAGCCGC-3‟ 

NpTYDC1.1 R 5‟- GCAGCCTTGGCTCTGATAAT-3‟ 

Primer2 

(TYDC1) 

NpTYDC1.2 F 

1636 bç 

5‟- CATGCTCTTGGATGGCTCTC-3‟ 

NpTYDC1.2 R 5‟- GGCAGCCTTGGCTCTGAT-3‟ 

Primer3 

(TYDC1) 

NpTYDC1.3 F 

1608 bç 

5‟- CGCTGCATGCTCTTGGAT-3‟ 

NpTYDC1.3 R 5‟- GCCTTGGCTCTGATAATATTGC-3‟ 

Primer4 

(TYDC1) 

NpTYDC1.4 F 

1601 bç 

5‟- CATCAAAGCCGCTGCATG-3‟ 

NpTYDC1.4 R 5‟- GGCTCTGATAATATTGCTGAGC-3‟ 

Primer5 

(TYDC1) 

NpTYDC1.5 F 

1590 bç 

5‟- CTCTTGGATGGCTCTCCAC-3‟ 

NpTYDC1.5 R 5‟- AAAAATGGGCAGCCTTGG-3‟ 

Primer6 

(TYDC2) 

NpTYDC2.1 F 

569 bç 

5‟-TCAGAATCCAAACCCCAAAC-3‟ 

NpTYDC2.1 R 5‟- AATTGGTTTGGCAGGTTCAG-3‟ 

Primer7 

(TYDC2) 

NpTYDC2.2 F 

542 bç 

5‟-TCAGAATCCAAACCCCAAAC-3‟ 

NpTYDC2.2 R 5‟- GCAAGCCAATCCAAAACAAT-3‟ 

Primer8 

(TYDC2) 

NpTYDC2.3 F 

564 bç 

5‟-TCAGAATCCAAACCCCAAAC-3‟ 

NpTYDC2.3 R 5‟- GTTTGGCAGGTTCAGCATTT-3‟ 

Primer9 

(TYDC2) 

NpTYDC2.4 F 

650 bç 

5‟-TCAGAATCCAAACCCCAAAC-3‟ 

NpTYDC2.4 R 5‟- TCACGAGCAGCCAACAATAC-3‟ 

Primer10 

(TYDC2) 

NpTYDC2.5  F 

1072 bç 

5‟- ATTGTTTTGGATTGGCTTGC-3‟ 

NpTYDC2.5  R 5‟- TTGCCTGATCCTGAAAAACC-3‟ 

Primer11 

(TYDC2) 

NpTYDC2.6  F 

1050 bç 

5‟- AAATGCTGAACCTGCCAAAC-3‟ 

NpTYDC2.6  R 5‟- TTGCCTGATCCTGAAAAACC-3‟ 

Primer12 

(TYDC2) 

NpTYDC2.7 F 

964 bç 

5‟- GTATTGTTGGCTGCTCGTGA-3‟ 

NpTYDC2.7 R 5‟- TTGCCTGATCCTGAAAAACC-3‟ 
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Çizelge 3. 2 Yeniden tasarlanan dejenere pimerler (K={G, T/U}, M={A, C}, R={A, G}, 

S={C, G}, Y={C, T/U}) 

Gen Primer Baz Dizisi 

TYDC1 

TYDC1.F 5‟-GGC AGY CTT GSC TCT GAT AA-3‟  

TYDC1.Ra 5‟-CCM AKC AAA GCY KCT GCA TG -3‟ 

TYDC1.Rb 5‟-GTA CTC KCC TCC GAT MAC YG -3‟ 

TYDC2 

TYDC2.F 5‟-GCA GCC GGG GTA TYT AAG AG -3‟ 

TYDC2.Ra 5‟-TTC CAC TRG AAT TCA CYG CA -3‟ 

TYDC2.Rb 5‟-CAC TGG CCA TCA GAC CCT G -3‟ 

Ayrıca tasarlanan primer çiftlerinden, optimizasyon çalışmaları ile başarılı oldukları 

belirlenenlere daha sonraki klonlama çalışmaları için vektöre uygun restriksiyon enzimleri 

(RE) tanıma dizileri eklenmiştir. Bunun için klonlanacak ekspresyon vektörünün çoklu 

klonlama bölgesinde yer alan RE‟lerden Sph1 ve BamHI uygun bulunmuştur. Böylece 

genin 5‟ yönü için forward primere SphI ve 3‟ yönü için de revers primere BamHI 

enzimleri için tanıma dizileri eklenmiştir. 

3.2.2 Optimizasyon ÇalıĢmaları  

Bu aşamada tasarlanan primerlerden hangisinin TYDC genini çoğaltımı için 

kullanılabileceğini ve bunun için uygun PCR koşullarını belirlemek için optimizasyon 

çalışmaları yapılmıştır. Bu optimizasyon çalışmaları genomik DNA‟da gerçekleştirilmiştir.  

3.2.2.1 Genomik DNA (gDNA) Ġzolasyonu  

Klonlanacak TYDC genini çoğaltmak üzere tasarlanan primerlerin optimizasyon 

çalışmaları gDNA‟da gerçekleştirilmiştir. Bunun için L. aestivum‟a ait yaprak dokularından 

gDNA izolasyonu yapılmıştır. Tüp içine alınmış olan yaprak dokularına bir adet metal bilye 

eklenmiş ve dokular sıvı azot ile dondurulmuştur. Dokular, doku parçalayıcı (RETSCH 

MM400) yardımıyla toz haline getirilmiştir. Toz haline getirilen dokulardan gDNA 
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izolasyonu için Doyle ve Doyle „un (1990) önerdiği modifiye edilmiş 2X CTAB metodu 

kullanılmıştır. Metod aşağıdaki adımlar takip edilerek uygulanmıştır; 

1. Yaprak dokusu bulunan tüplere 10 mg PVP eklenmiştir. 

2. Örneklerin üzerine ısıtılmış (65°C) ve tüplere eklenmeden önce %0,2 β-merkapto 

etanol ilave edilen, %2 CTAB (Setil trimetil amonyum bromit) solüsyonundan 

[(2.0% (w/v) CTAB): 20 mM sodyum EDTA (pH: 8.0), 100 mM Tris-HCl (pH: 

8.0), 1.4 M NaCl ve 2.0% (w/v) CTAB 750µL eklenmiştir. 

3. 65°C‟de 25 dakika inkübe edilmiştir. 

4. Oda sıcaklığına soğutulan örneklere 750 μL fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1) 

ilave edilerek 15-20 defa ters-düz edilmiştir. 

5. Örnekler 13000 rpm ‟de oda sıcaklığında 15 dakika santrifüj edilmiştir. 

6. Oluşan üst faz 1,5 mL‟lik tüplere alınmış ve 750 μL kloroform ilave edilmiştir. 

7. Örnekler 13000 rpm ‟de oda sıcaklığında 15 dakika santrifüj edilmiştir. 

8. Oluşan üst faz tekrardan 1,5 mL‟lik tüplere alınarak, alınan hacmin 0,5 katı 5M 

NaCl ve 2 katı -20°C‟de soğutulmuş %99 etanol ilave edilerek ters-düz edilmiştir. 

9. DNA pelletleri 13,000 rpm‟de 10 dakika santrifüj edilerek çöktürüldükten sonra 

%75 lik etanol ile yıkama aşaması gerçekleştirilmiştir. 

10. 10 dakika santrifüj edildikten sonra etanol uzaklaştırılarak pelletlerin oda 

sıcaklığında kuruması sağlanmıştır. 

11. Kurutulmuş pelletler 100 µL TE (10 mM Tris-HCl ve 1 mM EDTA, pH: 8.0) 

tamponu içinde çözündürülmüştür. 

12. Örnekler, üzerlerine 2-3 µL RNAse eklenip 37 ºC de 15 dakika inkübe edilmiş 

ardından 65 ºC de 10 dakika bekletilerek enzim inaktivasyonu sağlanmıştır. 

İzole edilen gDNA konsantrasyonları spektrofotometre (OPTIZEN NanoQ) ile 

OD260 de ölçülmüş ve sonuçlar ng/μL cinsinden tespit edilmiştir. Her bir örneğin 

OD260/OD280 oranına bakılarak protein kontaminasyonu değerlendirilmiştir. Kalite tayini 

için ise %0,8‟lik agaroz jel elektroforezi ile analiz edilmiştir.  
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3.2.2.2 TYDC Geninin Çoğaltımı için Optimizasyon ÇalıĢmaları 

Bu bölümde gDNA‟dan TYDC geninin çoğaltımı için PCR optimizasyonu 

çalışmaları yapılmıştır. Kullanılan master mix; ExPrime TaqTM Premix (2X) (Genet Bio, 

cat no: G-5000)‟tir. Bunun için öncelikle standart PCR içeriği (Çizelge 3.3) kullanılmış ve 

her primer çifti için gradient PCR yapılarak optimum primer bağlanma sıcaklığı 

belirlenmiştir (Çizelge 3.4). 

Çizelge 3. 3 PCR optimizasyon çalışması için reaksiyon içeriği 

BileĢenler    Miktar    Final Konsantrasyon 

PCR Master Mix (2X)    10.0 μL               1X 

Primer F (10 μM)    1.0   μL            0.5 μM 

Primer R (10 μM)   1.0   μL           0.5 μM 

gDNA (25ng/μL)    2.0   μL             50 ng 

Nükleaz Ari Su   6.0   μL                - 

Toplam 20    μL  

 

Çizelge 3. 4 Gradient PCR koşulu 

Sıcaklık Süre Döngü sayısı 

94°C 3 dakika 1 

94°C 1 dakika  

35 51- 46°C (gradient) 1.5 dakika 

72°C 2 dakika 

72°C 10 dakika 1 
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3.3 Klonlanmak Üzere Genin Çoğaltımı  

3.3.1 Total RNA Ġzolasyonu  

Klonlanmak üzere TYDC geninin çoğaltımı için cDNA kullanılmıştır. cDNA eldesi 

için ilk olarak total RNA izole edilmiştir. Bu sebeble -80
o
C‟de muhafaza edilen bitki çiçek 

dokularından total RNA izolasyonu yapılmıştır. Bunun için „Plant/Fungi Total RNA 

Purification Kit‟ (Norgen, Cat No:2580) kullanılmıştır. İzolasyon için aşağıdaki basamaklar 

takip edilmiştir; 

1. Yaklaşık 50 mg bitkiye ait çiçek dokusu sıvı azot eşliğinde mekanik olarak 

parçalanarak 2 mL‟lik tüpe transfer edilmiştir. 

2. Önceden 37°C‟de ısıtılmış Lizis tamponundan 600 μL eklendi ve vortekslendi. 

55°C‟de 5 dakika inkübe edildi. İnkübasyon esnasında tüp, 2-3 kez ters yüz 

edilmiştir. 

3. „Filter column (clear O-ring), kitte bulunan koleksiyon tüpüne yerleştirilmiş lizat, 

pipet yardımıyla filtrenin üzerine konularak 20000 xg (~ 14000 rpm)‟de 2 dakika 

santrifüj edilmiştir. 

4. Süpernatantın temiz kısmı pipetle çekilip RNase-free tüpün içine transfer edilmiştir. 

Transfer edilen hacim kadar, oda sıcaklığında %96-100 etanol eklenip, 

vortekslenmiştir. 

5. Spin column (grey O-ring); koleksiyon tüpüne yerleştirilmiş,  etanollü lizattan 600 

μL alınıp; filtrenin üzerine konulmuştur. 3500 xg (6000 rpm)‟de 1 dakika santrifüj 

edilmiştir.  

6. 400 μL yıkama solüsyonü (Wash solution) kolona eklenip 20000 xg (~ 14000 

rpm)‟de 1 dakika santrifüj edilmiştir. Koleksiyon tüpündeki sıvı döküldükten sonra 

filtre tekrar koleksiyon tüpüne geri koyulmuştur. Bu aşamadaki işlemler 3 kere 

tekrar edilmiştir.  

7. Üçüncü kez yapılan yıkama işleminin ardından kalan sıvı dökülmüştür. Filtre kolon, 

koleksiyon tüpüne yerleştirildikten sonra 20000 xg (~ 14000 rpm)‟de 2 dakika 

santrifüj edilmiştir. Koleksiyon tüpü çöpe atılmıştır. 
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8. Filtre kolon, 1.7 μL‟ lik yeni bir steril bir Eppendorf tüpüne yerleştirilip üzerine 50 

μL Elution solüsyonu eklenmiştir. 200 xg (~ 2000 rpm)‟de 2 dakika santrifüj 

edildikten sonra 20000 xg (~ 14000 rpm)‟de 1 dakika santrifüj edilerek RNA‟lar 

geri kazanılmıştır. 

Elde edilen total RNA örneklerinin öncelikle konsantrasyon tayini mikro hacim 

spektrofotometre (OPTIZEN NanoQ) ile OD260 de ölçüm yapılarak ng/μL cinsinden tespit 

edilmiştir. TYDC geninin izolasyonunda total RNA‟ların kalitesi son derece önemli 

olduğundan, RNaz inhibitörü ile muamele edilmiş malzeme ve solüsyonlar (DEPC‟li TBE) 

ile hazırlanmış %1‟lik agaroz jel, örneklerin kalitesini gözlemlemek için kullanılmıştır.  

DNase Uygulaması: Total RNA izolasyonun yapıldıktan sonra elde edilen üründe 

olası DNA (gDNA) kontaminasyonunu gidermek için RNA örnekleri, DNase enzimi ile 

muamele edilmiştir. Bu işlem için DNaseI enzimi (İnvitrogen, cat no:AM2224) 

kullanılmıştır. DNaseI uygulamasına ilişkin reaksiyon içeriği Çizelge 3.5‟te sunulmuştur. 

Çizelge 3. 5 DNase uygulaması için hazırlanan reaksiyonun içeriği 

BileĢenler Miktar Final Konsantrasyon 

Reaksiyon tamponu (10X)  1,2 μL  1X 

Total RNA (500 ng) 9,8 μL  4900 ng 

DNase Enzimi (1 U/μL) 1,0 μL 1 U 

Toplam 12 μL  

Hazırlanan karışım oda sıcaklığında 15 dakika inkübe edilmiştir. DNase enziminin 

etkinliğini durdurmak için örnekler, 1 μL 25 mM EDTA karışıma eklenerek 65°C‟de 10 

dakika inkübasyona tabi tutulmuştur. 

3.3.2 cDNA Sentezi  

İzole edilen ve daha sonra DNase ile muamele edilmiş total RNA‟lardan cDNA 

sentezlenmiştir. Böylece hedef gen olan TYDC geninin çoğaltımı için gerekli olan kalıp 

elde edilmiştir.  
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Bu sentezi gerçekleştirmek için 5‟ RACE System Kit (Cat Invitrogen, No: 

18374058) kullanılmış ancak başarılı sonuç alınamayınca klasik cDNA sentezi ile yola 

devam edilmiştir. Bu amaçla Çizelge 3.6.‟da verilen bileşenler ve koşullar uygulanmıştır.  

Çizelge 3. 6 cDNA sentezi için hazırlanan reaksiyonun içeriği 

BileĢenler Miktar Final konsantrasyon 

Primer- Oligo d(T)18 (10 μM) 2,5 μL 1.4 μL  

Total RNA(DNase uygulanmış) (400 ng/μL) 10  μL 4000 ng 

Nükleaz Ari Su 4,5 μL     - 

Toplam hacim 17,0 μL  

Reaksiyon karışımı 10 °C‟de 10 dakika bırakılarak RNA moleküllerinin denature olması 

sağlanmış ve ardından örnekler buza alınarak aşağıdaki bileşenler ilave edilmiştir. 

Reaksiyon tamponu (10X)  2,5 μL         1X 

dNTP mix (10 mM) 1,0 μL   4.2 mM 

RNase (10 U/ μL) 1,0 μL      10 U 

MgCl2 (25 mM) 2,5 μL  2.6 mM 

Toplam 24 μL  

Reaksiyon karışımı iyice karıştırılıp kısa bir santrifüjle tüpün dibine toplanmış ve 

42
o
C de 1 dakika inkübasyona bırakılmıştır. Ardından örneklere 1 μL SuperScript II revers 

transkriptaz (2U/μL)  eklenmiş ve hacim 25 μL‟ye tamamlanarak 42
o
C‟de 1 saat 

inkübasyona bırakılmıştır. Süre sonunda reaksiyonu durdurmak için örnekler 85
o
C‟de 5 

dakika bırakılmıştır. 

3.3.3 cDNA’dan TYDC Geninin Çoğaltımı 

TYDC1 ve TYDC2 genlerinin cDNA‟dan çoğaltılması için gDNA kullanılarak 

yapılan optimizasyon çalışmaları sonucunda tespit edilen optimum koşullar ve etkin çalışan 

primer çiftleri “TYDC1.F/Rb ve TYDC2.F/Rb” kullanılmıştır. Ayrıca genin çoğaltımı için 

farklı Taq DNA polimerazlar (Platinum Taq DNA Pol. AQ90 High Fidelity Taq DNA pol., 
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Exprime Taq DNA pol.) kullanılmıştır. TYDC1 ve TYDC2 genlerinin cDNA‟dan 

çoğaltılması için gerçekleştirilen PCR içerikleri kullanılan enzimler baz alınarak aşağıda 

sunulmuştur; 

Platinum Taq DNA Polimeraz (Invitrogen, cat no: 15966005): Her iki primer çifti 

(TYDC1.F/Rb ve TYDC2. F/Rb)için hazırlanan PCR içeriği Çizelge 3.7.‟de verilmiştir. 

Çizelge 3. 7 cDNA‟dan TYDC genlerinin çoğaltımı için Platinum Taq DNA polimeraz ile 

hazırlanan PCR içeriği 

BileĢenler Miktar Final konsantrasyon 

10X PCR tamponu  2.5     μL  1X 

dNTP (10 mM)  0.5     μL  0.2 mM 

MgCl2 (50 mM)  1.0     μL  2 mM 

Primer F (10 μM)  0.7     μL  0.28 μM 

Primer R (10 μM) 0.7     μL 0.28 μM 

PlatinumTaq Polimeraz (5U/μL) 0.2     μL  1U 

cDNA  4.0     μL   

Nükleaz Ari Su 15.3   μL  - 

Toplam 25      μL  

 

AQ90 High Fidelity DNA polimeraz (AMPLIQON, cat no:A457401): Bu 

kapsamda TYDC1.F/Rb ve TYDC2. F/Rb primer çiftleri için hazırlanan PCR içeriği 

Çizelge 3.8.‟de verilmiştir. 
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Çizelge 3. 8 cDNA‟dan TYDC genlerinin çoğaltımı için AQ90 DNA polimeraz ile 

hazırlanan PCR İçeriği 

BileĢenler Miktar Final Konsantrasyon 

AQ90 tamponu (10X) 2.5 μL                      1X 

dNTP (10 mM)  0.5 μL                0.2 mM 

Primer (F) (10 μM)  0.7 μL              0.28 μM 

Primer (R) (10 μM)  0.7 μL              0.28 μM 

AQ90 DNA polimeraz (2U/μL) 0.5 μL                   1U  

Enhancer (5M) 7.5 μL                  1.5 M 

cDNA   4.0 μL                  

Nükleaz Ari Su  8.6 μL                  - 

Toplam 25.0 μL  

ExPrime TaqTM Premix (2X) (Genet Bio, cat no: G-5000): Her iki primer çifti 

için hazırlanan PCR içeriği Çizelge 3.9.‟da verilmiştir.  

Çizelge 3. 9 cDNA‟dan TYDC genlerinin çoğaltımı için ExPrime Taq ile hazırlanan PCR 

İçeriği 

BileĢenler Miktar  Final konsantrasyon 

Taq MasterMix (2X)  10  μL                  1X 

Primer F (10 μM)  0.7 μL           0.35 μM 

Primer R (10 μM)  0.7 μL           0.35 μM 

cDNA 4.0 μL                

Nükleaz Ari Su 4.6 μL               - 

Toplam 20 μL  
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Hazırlanan reaksiyon karışımları, aşağıda sunulan ve optimizasyon çalışmalarında 

tespit edilen optimum sıcaklık koşullarında inkübe edilerek genlerin çoğaltımı sağlanmıştır. 

PCR ürünleri %1‟lik agaroz jelde yürütülerek görüntülenmiştir (Çizelge.3.10). 

Çizelge 3. 10 TYDC geninin çoğaltımı için uygulanan sıcaklık koşulları 

TYDC1  TYDC2 

Sıcaklık Süre 
Döngü 

sayısı 
Sıcaklık Süre 

Döngü 

sayısı 

94°C 3 dakika 1 94°C 3 dakika 1 

94°C 45 saniye 

35 

94°C 45 saniye   

51°C 1.5 dakika 55°C 1.5 dakika 35 

72°C 1.5 dakika 72°C 1.5 dakika   

72°C 5 dakika 1 72°C 5 dakika 1 

 

3.3.4 TYDC1 Geninin Jelden Geri Kazanımı 

cDNA‟dan çoğaltılarak jelde görüntülenen ve TYDC1 genini temsil ettiği varsayılan 

DNA fragmenti (1500 bç)  bistüri ile UV ışık altında jelden kesilip steril tüplere alınmış ve 

tartılmıştır.  Daha sonra GeneJET Gel Extraction Kit (ThermoFisherScientific, Cat 

No:K0691) kullanılarak temizlenmiştir. Saflaştırma adımları için aşağıdaki prosedür 

uygulanmıştır. 

1. Tüplere yaklaşık 400 mg jel için 1.2 mL jel çözündürme tamponu (Buffer L3) 

eklenmiş ve ısıtıcı blokta 50°C‟de 10 dakika inkübe edilmiştir. Her 3 dakika da bir 

tüpler ters yüz edilip jelin çözünmesi sağlanmıştır. Jel tamamen çözündükten sonra 

tüpler 5 dakika daha inkübe edilmişlerdir. 

2. Çözünmüş jeller DNA tutuklayıcı kolonlara aktarılarak 15000 xg‟de 1 dk santrifüj 

edilmiştir. Santrifüjden sonra altsıvı atılmıştır.  

3. Etanol içeren yıkama tamponu (W1)‟dan 500 µL kolonlara eklenip 15000 xg‟de 1 

dk santrifüj edilip alt sıvı atılmıştır. 
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4. Kolonlar maximum hızda 2 dakika daha santrifüj edilmişlerdir. Santrifüjden sonra 

kolonlar temiz tüplere (1.5 mL‟lik eppendorf ) alınmıştır. 

5. DNA kolondan çözüp geri kazanmak üzere 50 µL Elüsyon tamponu (E5) 

membranın orta kısmına bırakılmıştır. 1 dakika oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. 

Ardından oda sıcaklığında 15000 xg‟de 1 dakika tekrar santrifüj edilmiş ve TYDC1 

geni için elde edilen PCR ürünü tüplerde toplanmıştır. 

6. Örnekler, DNA konsantratör cihazı kullanılarak konsantre edilmiş ve 

spektrofotometrede ölçülerek konsantrasyonu belirlenmiştir. 

3.3.5 TYDC1 Geninin Uçlarına Restriksiyon Enzimi Tanıma Dizilerinin Eklenmesi 

Genin ekspresyon vektörüne doğru pozisyonlu klonlanabilmesi için uçlarının uygun 

restriksiyon enzimleri (RE) ile kesilmesi gerekmektedir. Bunun için çalışmada kullanılacak 

ekspresyon vektörünün çoklu klonlama bölgesi incelenmiş ve TYDC1 gen dizisinin 5‟ucuna 

SphI ve 3‟ ucuna da BamHI enzimleri için tanıma dizilerinin eklenmesi uygun 

bulunmuştur.  

Bunun için genin cDNA‟dan çoğaltımında kullanılan primer çifti SphI ve BamHI 

enzimi tanıma dizileri eklenerek tekrar sentez ettirilmiştir (Çizelge 3.11). Ardından 

cDNA‟dan çoğaltılan ve jelden kesilerek saflaştırılan TYDC1 DNA‟sı kalıp olarak 

kullanılmış ve yeni sentezlenen primerler ile PCR yapılmıştır. PCR içeriği Bölüm 3.3.3‟de 

AQ90 High Fidelity DNA polimeraz için sunulan içerikte hazırlanmış ve yine aynı 

bölümde sunulan sıcaklık koşullarında PCR yapılmıştır. PCR ürünleri %1‟lik agaroz jelde 

yürütülerek analiz edilmiştir. 

Çizelge 3. 11 RE tanıma dizileri eklenmiş TYDC1 primerleri 

Primer Baz Dizisi  

Sph-LuaTYDC1_F 5‟- GCA TGC ATG GGC AGY CTT GSC TCT GAT AA -3‟  

BamH-LuaTYDC1_R 5‟- GGA TCC GTA CTC KCC TCC GAT MAC YG -3‟ 
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3.4 TYDC1 Geninin Alt Klonlaması (Subcloning) 

3.4.1 TYDC1 Insert DNA’sının Eldesi 

RE tanıma dizileri eklenen primerler kullanılarak elde edilen PCR ürünü %1‟lik 

agaroz jelde analiz edilmiş ve TYDC1 genini temsil ettiği düşünülen DNA bandı jelden 

kesilerek Bölüm 3.3.4. de açıklandığı biçimde saflaştırılarak klonlama amaçlı 

kullanılmıştır. 

3.4.2 Klonlanma Vektörü  

Bu çalışmada, genin expresyon vektörüne klonlanmasından önce uygun RE 

uçlarının kazandırılması için alt klonlama (subcloning) yapılmıştır. Subcloning için 

CloneJET PCR Cloning Kit (ThermoFisherScientific, Cat no: K1232) kullanılmıştır.  

Kit kapsamında bulunan pJET1.2/blunt vektörü (Şekil.3.2), 10 bç‟ne kadar olan 

PCR ürünlerinin etkin biçimde klonlanmasına olanak tanır. pJet1.2/blunt vektörü 

seleksiyon için ampisilin direnç genine sahiptir. 

 

ġekil 3. 2 pJET1.2/blunt vektör haritası 
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3.4.3 Ligasyon 

Jelden kesilerek temizlenen TYDC1 insert DNA‟sını, pJET1.2/blunt vektörüne 

bağlamak için öncelikle PCR ürününün küt uçlu olduğundan emin olunması gerekmektedir. 

Bunun için PCR ürünü kit içeriğinde sunulan DNA Blunting enzim ile 5 dakika muamele 

edilmiş ve ardından buza alınarak Çizelge 3.12‟ de yer alan bileşenler eklenmiştir. 

Çizelge 3. 12 pJET1.2/Blunt vektörü ile yapılan ligasyon reaksiyonu içeriği 

BileĢenler TYDC1 
Pozitif 

Kontrol 

Negatif 

Kontrol 

Reaksiyon tamponu (2X)   5 μL 5 μL 5 μL 

TYDC1 Insert DNA (60 ng/μL)  3 μL - - 

Kontrol PCR ürünü (24 ng/μL) - 3 μL - 

pJET1.2/Blunt vektör (50 ng/μL) 1 μL  1 μL  1 μL  

T4 DNA ligaz (5U/ μL) 1 μL  1 μL  1 μL  

Nükleaz Ari Su 3 μL 3 μL 3 μL 

Toplam 10 μL 10 μL 10 μL 

Daha sonra, karışım iyice karıştırılmış, 3-5 saniye vortekslenmiştir ve oda 

sıcaklığında 5 dakika inkübe edilmiştir. İnkübasyonun ardından örnekler hemen buza 

alınmış ve transformasyon için kullanılmıştır. 

3.4.4 Transformasyon  

Bu tez çalışmasında TYDC1 geninin klonlanması için konakçı hücre olarak E. coli 

bakterisinin DH5α suşu seçilmiştir. Transformasyon işlemini gerçekleştirmek için CaCl2 

Heat shock metodu (Chang vd., 2017) kullanılmıştır. Aşağıdaki adımlar takip edilerek bu 

metod uygulanmştır; 

1. Bir gece öncesinden 5 mL LB besiyeri ile 50 µL DH5α suşu 15 mL‟lik falkon tüpe 

eklenerek 37°C‟de 180 rpm‟de tüm gece inkübe edilmiştir. 
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2. Çoğaltılan DH5α suşundan 500 μL sabah tekrar 20 mL‟lik taze besiyerine ekilmiştir 

ve yaklaşık 4 saat 37°C‟de 180 rpm‟de inkübatörde çoğaltılmaya bırakılmıştır. 

3. Bakteriler 2 μL‟lik tüplere aktarıldıktan sonra +4°C‟de 6000 rpm‟de 8 dakika 

santrifüj edilmiştir. 

4. Üstte kalan besiyeri atıldıktan sonra tüpe 800 μL 50 mM CaCl2 ilave edilerek 

hücreler ile resüspanse edilmiştir ve 20 dakika buzda inkübe edilmiştir. 

5. Tekrar +4°C‟de 6000 rpm‟de 8 dakika santrifüj edilip hücreler çöktürülmüş ve üst 

sıvı atıldıktan sonra hücreler buza alınmıştır. 

6. Daha sonra tüpe 125 μL 100 mM CaCl2 ilave edilerek hücreler resüspanse 

edilmiştir. 

7. Hücrelerin üzerine ligasyon reaksiyon ürünlerinden 4 μL eklenmiş ve nazikçe 

karıştırılıp 30 dakika buzda inkübe edilmiştir. 

8. Süre sonunda hücrelere 42°C‟de 1 dakika ısı şoku yapıldıktan sonra tüplere önceden 

37°C‟de ısıtılmış 2x LB sıvı besiyerinden 700 μL eklenerek 37°C‟de 100 rpm‟de 45 

dakika üremeye bırakılmıştır. 

9. Süre sonunda hücreler 5000 rpm‟de 5 dakika santrifüj edilerek çöktürülmüştür. 

10. Tüpün dibinde yaklaşık 50 μL besiyeri kalacak şekilde üst sıvı dökülmüştür.  

11. Tüpte kalan sıvı ile hücreler resüspanse edildikten sonra LB+50 mg/L Ampicilin 

antibiyotiği içeren katı besiyerinie yayılmış ve 37°C‟de gece boyu inkübasyona 

bırakılmıştır.  

3.4.5 Transformantların Analizi  

37°C‟de gece boyu inkübasyonun ardından gözlenen koloniler pJET.TYDC1 

rekombinant vektörünü almış olası transforme bakteriler olarak kabul edilmiştir.  Petrilerde 

gözlenen bu koloniler, pJET1.2/Blunt vektörünün çoklu klonlama bölgesinin her iki 
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yanında yer alan özgün primerler ile koloni PCR yapılarak doğrulanmaya çalışılmıştır. 

Ayrıca koloni PCR sonucu pozitif olan örneklerde bakterilerin içerdiği insert DNA‟nın 

TYDC1 olduğunu doğrulamak için DNA dizi analizi yaptırılmıştır.  

3.4.5.1 Koloni PCR 

LB+50 mg/L Ampicilin antibiyotiği içeren katı besiyerinde gözlenen olası 

transformant kolonilerin doğrulanması için Çizelge 3.13.‟te sunulan PCR içeriği 

hazırlanmıştır. Daha sonra steril koşullar altında besiyerinde gözlenen kolonilerden steril 

kürdan yardımı ile bakteriler alınarak PCR karışımına eklenmiştir. Ardından kürdan, yeni 

bir LB+50 mg/L ampicilin içeren katı besiyerine değdirilerek taranan koloniler için stok 

oluşturulmuştur. Hazırlanan PCR karışımları Çizelge 3.14‟te verilen koşulları sağlamak 

üzere PCR cihazına yerleştirilmiştir. 

 Stok için katı besiyerine ekilen bakteriler ise 37°C‟lik etüvde gece boyu 

inkübasyona bırakılmışlardır. PCR ürünleri %1‟lik agaroz jelde elektroforez yapılarak 

incelenmiştir. 

Çizelge 3. 13 Koloni PCR içeriği 

BileĢenler Miktar        Son konsantrasyon 

Taq MasterMix (2X)  10  μL                 1X 

Primer (pJET.Frw) (10 μM)  0.4 μL           0.2 μM 

Primer (pJET.Rvs) (10 μM)  0.4 μL           0.2 μM 

Kalıp DNA (koloni bakteri)         -               - 

Nükleaz Ari Su 9.2 μL                - 

Toplam 20 μL  
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Çizelge 3. 14 Koloni PCR koşulları 

Sıcaklık Süre Döngü sayısı 

94°C 3 dakika 1 

94°C 45 saniye  

35 51°C 1.5 dakika 

72°C 1.5 dakika 

72°C 10 dakika 1 

 

3.4.5.2 Dizi Analizi 

Olası transformantlara ait koloni PCR ürünleri jelde incelendikten sonra 

pJET.TYDC1 taşıyan bakteriler belirlendi. Jelde TYDC1‟i temsil ettiği öngörülen DNA 

fragmenti kesilerek alınmış ve saflaştırılarak DNA dizi analizi için kullanılmıştır. 

 Jelden geri kazanım Bölüm 3.4.2‟de anlatıldığı gibi uygulanmıştır. Medsantek 

Laboratuar Malzemeleri Sanayi ve Ticaret Ltd. Şti. firmasından hizmet alımı yapılarak dizi 

analizi gerçekleştirilmiştir. 

3.5 TYDC1’in Ekspresyon Vektörüne Klonlanması  

Çalışmanın bu aşamasında, TYDC1 genine ait DNA, pJET.TyDC1‟den çıkarılarak 

pQE.70 E. coli ekspresyon vektörüne klonlanması gerçekleştirilmiştir.  

3.5.1 Ekspresyon Vektörü 

Çalışmamızda ekspresyon vektörü olarak pQE.70 seçilmiştir. pQE.70, optimize 

edilmiş güçlü T5 promoter yanında ribozoma güçlü bağlanmayı ve translasyon etkinliğini 

artırıcı sentetik bir ribozomal bağlanma bölgesi ve başlangıç kodonu bulunmayan gen 

dizilerinin ekspresyonu için başlangıç kodonu (ATG) içermektedir. Ayrıca, rekombinant 

proteinin saflaştırılması için C terminalinde 6xHis etiketi taşımaktadır (Şekil 3.3). Küçük 
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boyutu ve içerdiği elementler ile E. coli için iyi bir ekspresyon vektörüdür.

 

 

ġekil 3. 3 pQE.70 Ekspresyon Vektörü 

 

3.5.2 pQE.70 Vektörünün Ġzolasyonu  

Vektör, E. coli içinde Yıldız Teknik Üniversitesi Moleküler biyoloji ve Genetik 

Bölümü‟nden temin edilmiştir. Bu nedenle klonlama çalışmaları için vektörün bakteriden 

izole edilmesi gerekmiştir. Bunun için 5 mL, LB+50 mg/L ampicilin sıvı besiyerine 50 μL 

pQE.70 taşıyan E. coli eklenmiştir. Daha sonra bakteriler 37°C 180 rpm‟de gece boyu 

üremeye bırakılmıştır. Ertesi gün plazmid izolasyonu için invitrogen PureLink Quick 

Plasmid Miniprep Kit (Cat no:K2100-10) kullanılmıştır. Uygulanan protokol şu şekildedir: 

1. Bakteriler 12000 rpm‟de 5 dakika santrifüj edilip toplanmış ve üst sıvı atılmıştır.  

2. Bakterilerin üzerlerine 250 μL resüspansiyon buffer eklenerek resüspanse edilip, 

vortekslenmiştir.  
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3. Süspansiyonun üzerine 250 μL liziz tamponu eklenip karıştırılmış ve ardından 350 

μL nötralizasyon tamponu eklenip karıştırılmıştır.  

4. Süspansiyon 12000 rpm‟de 5 dakika santrifüj edilmiştir.  

5. DNA plasmidi içeren üst sıvı bir pipet yardımıyla purifikasyon kolonunun içene 

alınıp, 12000 rpm‟de 1 dakika santrifüj edilmiştir  

6. Santrifüj sonrası alt sıvıdökülüp, saflaştırma kolonu aynı tüpe geri konulmuştur.  

7. Kolonun içene 500 μL yıkama tamponu eklenmiş ve 12000 rpm‟de 1 dakika 

santrifüj edilip, üst sıvı atılmıştır. Bu adım (yıkama adımı) aynı koşullarda 1 kez 

daha tekrarlanmıştır.  

8. Yıkama adımından sonra kolon 1.5 mL eppendorf tüpe alınmıştır.  

9. Önceden 70°C‟ye ısıtılmış elüsyon tampondan tüplere 50 μL eklenip oda 

sıcaklığında 2 dakika inkübasyona bırakılmıştır.  

10. İnkübasyon sonrasında tüpler ve 12000 rpm‟de 1 dakika santrifüj edilip, kolon 

atılmıştır. Eppendorf tüplerde toplanan plazmid DNA‟sının konsantrasyonu 

spektrofotometrede ölçülerek belirlenmiştir.  

3.5.3 pJET.TYDC1 Plazmidinin Ġzolasyonu  

İnsert DNA fragmentini içeren pJET.TYDC1 plazmitini taşıyan bakteriler uygun 

koşullarda üretilip, plasmid izolasyonu yapılmıştır.  

Bunun için daha önce dizi analizi yapılarak doğrulanan transformant pJET.TYDC1 

kolonisinden steril kürdan yardımı ile bakteriler alınmış ve 10 mL 50 mg/L ampicilin 

antibiyotiği içeren sıvı LB besi yerine ekiliştir. Bakteriler 37°C 180 rpm‟de gece boyu 

üremeye bırakılmıştır. Ertesi gün, Bölüm 3.5.2‟de belirtilen metod kullanılarak plazmid 

izolasyonu yapılmıştır. 

3.5.5 pQE.70 ve pJET.TYDC1 Plazmitlerinin RE ile Kesimi ve SaflaĢtırılması 

Hem vektörün hem de insert DNA‟nın bir biri ile komplementer yapışkan uçlara 

sahip olması için hem pQE.70 hem de pJET.TYDC1, SphI ve BamHI enzimleri ile 

kesilmiştir. Kesim reaksiyonu için Çizelge 3.15‟te sunulan karışım hazırlanmış ve örnekler 
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gece boyu 37˚C‟de inkübe edilmiştir. Ertesi gün, örnekler enzimlerin inaktivasyonu için 

80˚C‟de 20 dakika inkübe edilmiştir. Daha sonra SphI ve BamHI ile kesimi yapılan 

plazmid DNA‟ları %1‟lik agaroz jelde yürütülmüş ve kesimi gerçekleşen pQE.70 vektör 

DNA‟sı ile TYDC1 insert DNA‟sı jelden kesilerek Bölüm 3.3.4‟te anlatıldığı biçimde 

saflaştırılmıştır. 

Çizelge 3. 15 pQE.70‟in RE‟leri ile kesim reaksiyonu içeriği 

BileĢenler pQE.70 pJET.TYDC  Final konsantrasyon 

pQE.70  (150 ng/μL)) 15.0 μL -  2250 ng 

pJET.TYDC1 (440 ng/μL) - 12.0 μL 5280 ng 

Buffer Tango (1X) 2.0 μL  2.0 μL 0.1X 

SpHI Enzim  (10 U/μL) 1.0 μL  1.5 μL 10 U / 15U 

BamHI Enzim (10 U/μL 1.0 μL  1.5 μL 10 U / 15U 

Nükleaz Ari Su 1.0 μL  3.0 μL - 

Toplam                                  20 μL 20 μL    20 μL  

 

3.5.6 pQE.70 ve TYDC1 Insert DNA’sının Ligasyonu 

Jelden geri kazanılan ve aynı RE uçlarına sahip olan lineer pQE.70 ve TYDC1 insert 

DNA‟ları ligasyon işlemi ile bir araya getirilmiştir. Gerçekleştirilen ligasyon reaksiyonunun 

içeriği Çizelge 3.16‟da sunulmuştur. Reaksiyon karışımı iyice karıştırılıp, oda sıcaklığında 

5 dakika inkübe edilmiş ve ardından transformasyon çalışmalarında kullanılmıştır.  
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Çizelge 3. 16 pQE.70 ve TYDC1 insert DNA‟sının ligasyon reaksiyonu içeriği 

BileĢenler Miktar   Son konsantrasyon 

Vektör DNA pQE.70-SphI/BamHI  (30 ng/μL)   1.0 μL              30 ng 

TYDC1-SphI/BamHI insert DNA (12 ng/ μL)   5.0 μL              60 ng 

Reaksiyon tamponu (2X) 10.0 μL                1X 

T4 DNA ligaz (5U/ μL) 0.5 μL               2.5 U 

Nükleaz Ari Su   1.0 μL                - 

Toplam 20 μL  

 

3.5.7 Transformasyon  

Bu tez çalışmasında TYDC1 geninin klonlanması için konakçı hücre olarak E. coli 

bakterisinin DH5α suşu seçilmiştir. Bölüm 3.4.4‟te belirtilen transformasyon tekniği 

kullanılmıştır. 

3.5.8 Transformantların Analizi 

Çalışmanın bu aşamasında, TYDC1 genine ait DNA‟nın, pQE.70 E. coli ekspresyon 

vektörüne klonlanıp klonlanmadığını analiz etmek için koloni PCR ve dizi analizi 

yapılmıştır. 

3.5.8.1 Koloni PCR 

Katı besiyerinde gözlenen olası transformant kolonilerin doğrulanması için Çizelge 

3.13.‟te sunulan PCR içeriği hazırlanmıştır. Primer olarak Sph-LuaTYDC1_F ile BamH-

LuaTYDC1_R kullanılmıştır. Bölüm 3.4.5.1‟de uygulan yöntem ile PCR içeriği 

hazırlanmıştır. Hazırlanan PCR içeriği Çizelge 3.14‟te verilen koşulları sağlamak üzere 

PCR cihazına yerleştirilmiştir. Stok için katı besiyerine ekilen bakteriler ise 37°C‟lik 

etüvde gece boyu inkübasyona bırakılmışlardır. PCR ürünleri %1‟lik agaroz jelde 

elektroforez yapılarak incelenmiştir. 
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3.5.8.2 Dizi Analizi  

Olası transformantlara ait koloni PCR ürünleri jelde incelendikten sonra TYDC1‟i 

temsil ettiği öngörülen DNA fragmenti kesilerek alınmış ve saflaştırılarak DNA dizi analizi 

için kullanılmıştır. Jelden geri kazanım Bölüm 3.4.2‟de anlatıldığı gibi uygulanmıştır. 

Medsantek Laboratuar Malzemeleri Sanayi ve Ticaret Ltd. Şti. firmasından hizmet alımı 

yapılarak dizi analizi gerçekleştirilmiştir. 

 

 

 



 

 40  

 

 

 

BÖLÜM 4 

 

 

BULGULAR 

 

 

4.1. TYDC Geninin Çoğaltımı 

4.1.1. gDNA’dan TYDC Geninin Çoğaltımı ve Optimizasyon ÇalıĢmaları 

TYDC geninin cDNA‟dan elde edilme çalışmalarına başlanmadan önce tasarlanan 

primerlerin beklendiği biçimde TYDC genine ait DNA bölgesini çoğaltıp çoğaltmayacağını 

tespit etmek ve optimum PCR koşullarını belirlemek için optimizasyon çalışmaları yapıldı. 

Optimizasyon çalışmaları için gDNA kullanıldı. Toplanan çiçek ve sap dokularının bir 

kısmı gDNA izolasyonunda kullanıldı. Yaklaşık olarak 850 ng/μL konsantrasyonda elde 

edilen gDNA‟nın, agaroz jel elektroforezi yapılmış, kırılmadan sağlıklı biçimde izole 

edildiği şekil 4.1‟de gösterilmiştir. 
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ġekil 4. 1 L. aestivum‟dan izole edilen gDNA agaroz jel elektroforezi görüntüsü (1. Çiçek, 

2. Sap dokusu) 

İzole edilen gDNA kullanılarak TYDC geninin çoğaltımı için tasarlanan her bir 

primer çifti ile gradient PCR yapılmış ve her primer çifti için optimum primer bağlanma 

sıcaklığı belirlenmeye çalışılmıştır. Ancak tasarlanan primerler beklendiği ölçüde başarılı 

sonuç üretememiştir. Farklı PCR koşulları ve sıcaklıkları denenmiş ancak hiçbir primer çifti 

için başarılı bir sonuç sağlanamamıştır (Şekil.4.2). 

 

ġekil 4. 2 Tasarlanan TYDC gen primeri ile A) Gradient (sayısal değerler uygulanan 

annealing sıcaklık değerleridir) B) Touch-Down PCR sonucu 
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Bunun üzerine tekrar primer tasarımına gidilmiş ve Narcissus papyraceus 

(MF979854.1), Narcissus pseudonarcissus  (MF405171.1) ve  Lycoris aurea 

(MG932082.1)‟un iki izogenine (TYDC1 ve TYDC2) ait nukleotid dizileri kendi içinde 

çoklu hizalama yapılarak karşılaştırılmış. Karşılaştırılan 3 tür için TYDC1 ve TYDC2 

genleri yüksek oranda homoloji göstermiş ve özellikle başlangıç ve son kısımlarını içine 

alacak biçimdeki diziler primer yapımında kullanılmıştır. Tasarlanan primerlerin 

komplementer olduğu bölgelerde gözlenen nuklotid değişimlerini tolere edebilmek ve her 3 

tür için de tam bir komplementerlik sağlayabilmesi dolayısı ile de Leucojum aestivum 

genomunda karşılaşılabilecek uyumsuzluklar bertaraf etmek için farklılık gözlenen 

pozisyonlardaki nukleotidler için dejenere nukleotidler kullanılmıştır. Dejenere olarak 

tasarlanan yeni primer çiftlerinin aynı şekilde gDNA kullanılarak PCR optimizasyonları 

yapılmıştır. Bu çalışmalar sonucunda aşağıda sunulan koşullar başarılı sonuçlar vermiştir 

(Şekil 4.3). Bu çalışmalar sonucunda TYDC1.F/Rb primer çifti için yaklaşık 1500 bç ve 

TYDC2.F/Rb primer çifti için de 1550 bç büyüklüğünde DNA fragtmentleri çoğaltılmıştır. 

Daha sonra genin cDNA‟dan çoğaltımı ve izolasyonu bu TYDC1.Fa/Rb ve TYDC2.Fa/Rb 

primer çiftleri ve Çizelge 3.10‟da sunulan PCR koşulları kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

 

 

ġekil 4. 3 Yeni tasarlanan primerler kullanılarak gerçekleştirilen PCR sonuçları A) TYDC1 

B) TYDC2 primerlerinin kullanıldığı PCR sonuçları. 
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4.1.2 TYDC Geninin cDNA’dan Çoğaltımı ve Ġzolasyonu 

4.1.2.1 Total RNA Ġzolasyonu  

Total RNA izolasyonu için L. aestivum çiçek dokusu kullanılmıştır. 

Spektrofotometrede yapılan ölçüm sonucunda 300-700 ng/µL konsantrasyon aralığında ve 

kaliteli total RNA elde edilmiştir (Şekil 4.4). cDNA sentezinden önce RNA örnekleri 

DNase I ile muamele edilerek gDNA kontaminasyonundan temizlenmiştir.  

 

ġekil 4. 4 L. aestivum çiçek dokusundan izole edilen total RNA‟lar 

 

4.1.2.2 cDNA’dan TYDC Genlerinin Çoğaltımı 

DNaseI uygulamasının ardından yaklaşık 4 µg total RNA kullanılarak cDNA 

sentezi yapılmıştır. Ardından optimizasyon çalışmaları sonucunda tespit edilen optimum 

koşullar ve etkin çalışan “TYDC1.F/Rb ve TYDC2.F/Rb” primer çiftleri kullanılarak 

cDNA‟dan TYDC1 ve TYDC2 genlerinin çoğaltımı yapılmıştır. Ayrıca genin çoğaltımında 

farklı DNA polimeraz enzimleri (Platinum Taq DNA Pol., AQ90 High Fidelity Taq DNA 

pol., Exprime Taq DNA pol.) kullanılmıştır. Bunlar arasında en başarılı sonuç AQ90 High 

Fidelity Taq DNA pol., ile TYDC1 geni için elde edilmiştir. AQ90.2 nolu örnekte yaklaşık 

1500 bç boyutunda gözlenen DNA fragmentinin beklenen TYDC geni olduğu 

öngörülmüştür.  
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Ancak hem Platinum Taq ve hem de ExPrime ile çoğaltılan 2000 bç‟den çok daha 

büyük olduğu gözlenen DNA fragmentlerinin, bitkilere ait bilinen TYDC genlerinin 

boyutlarından yola çıkarak TYDC genine ait olamayacağı kabul edilmiştir. Dolayısıyla 

sadece başarılı sonuç veren AQ90‟nın 2 nolu örneğindeki yaklaşık 1500 bç‟lik DNA 

fragmenti jelden kesilerek saflaştırılmıştır (Şekil 4.5). 

 

ġekil 4. 5 cDNA‟dan TYDC1 ve TYDC2 geninin çoğaltımı. 

(Ok ile gösterilen band TYDC1 genine ait DNA fragmentidir. Pla.Taq: Platinum Taq DNA 

Pol ile yapılan çoğaltım, AQ90: AQ90 High Fidelity Taq DNA pol ile yapılan çoğaltım, 

ExPrim: Exprime Taq DNA pol ile yapılan çoğaltım) 

 

4.1.2.3 RE Tanıma Dizileri EklenmiĢ TyDC1 Geninin Çoğaltımı 

AQ90.2 örneğinde 1500 bç‟lik DNA fragmenti jelden kesilerek saflaştırılmış ve 

konsantre edilerek yaklaşık 50 ng/µL konsantrasyonda TYDC1‟e ait DNA elde edilmiştir. 

TYDC1 geninin, pQE.70 ekspresyon vektörüne klonlanabilmesi için uçlarında SphI ve 

BamHI RE‟leri için tanıma dizilerinin bulunması gerekmektedir. Bunun içi saflaştırılan 

DNA, kalıp olarak kullanılmış ve uçlarına RE kesim dizileri eklenen primer çifti (Sph-

LuaTYDC1_F/BamH-LuaTYDC1_R) kullanılarak TYDC1 genine ait DNA tekrar PCR ile 
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çoğaltılmıştır (Şekil 4.6). Bu şekilde elde edilen TYDC1 genine ait DNA fragmentleri 

jelden kesilerek saflaştırılmış ve klonlama çalışmalarında kullanılmıştır.  

Böylece elde edilen TYDC1 fragmentlerinin 5‟ucuna SphI ve 3‟ ucuna da BamHI 

RE‟leri için tanıma dizileri eklenmiştir. 

 

ġekil 4. 6 Sph-LuaTyDC1_F/BamH-LuaTYDC1_R primer çifti ile çoğaltılan TYDC1 geni. 

 

4.2 TYDC1 Geninin Alt Klonlanması 

Uçlarına RE tanıma dizileri eklenen ve jelden kesilerek saflaştırılan TYDC1 genine 

ait DNA fragmentleri, yaklaşık 85 ng/µL konsantrasyonda elde edilmiştir. pQE.70 

ekspresyon vektöründen önce alt klonlama yapılmak üzere pJET1.2/Blunt vektörüne 

ligasyonla bağlanmıştır. Ligasyon ürünleri (pJET.TYDC1) E. coli‟ye transformasyonda 

kullanılmıştır 

4.2.1 pJET.TYDC1’in E. coli’ye Transformasyonu 

pJET 1.2/Blunt vektörüne ligasyonla bağlanan TYDC1 gen dizisinin E. coli‟ye 

transformasyonu sonucunda 2 ayrı petri de pJET.TYDC1 (Sph-BamH uçlara sahip) içeren 

bir çok koloni üremiştir.  
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Bunun yanı sıra pozitif kontrolde de çok sayıda koloninin varlığına karşın negatif 

kontrolde ise hiç koloni gözlenmemiş olması yapılan transformasyon çalışmasının başarılı 

biçimde gerçekleştiğini ortaya koymuştur (Şekil 4.7). 

 

ġekil 4. 7 pJET.TYDC1‟in transformasyonu  

 

4.2.2 Transformantların Kontrolü 

Bu aşamada, 2 petride gözlenen olası transformant kolonilerin doğrulanması için  

pJET.Frw/Rvs primer çifti kullanılarak koloni PCR yapılmıştır (Şekil 4.8). 

Her bir grup için 5‟er koloniye PCR yapılmıştır. 2 ve 5 nolu örneklerde 1500 bç 

civarında bant görülmüştür. Bu örneklere ait bantlar jelden kesilerek temizlenmiş ve dizi 

analizi için kullanılmıştır. 
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ġekil 4. 8 pJET.TYDC1 için koloni PCR sonucu (1-5: 1. Grup örnekler; 6-10: 2.Grup 

örnekler; NK: Negatif Kontrol) 

 

4.2.3 LuaTYDC1 Dizi Analizi  

L. aestivum’un cDNA‟sından çoğaltılarak klonlanan TYDC1 (LuaTYDC1) geni için 

elde edilen 1503 bç‟lik nükleotid dizisi aşağıda sunulmuştur. Tez çalışması kapsamında 

elde edilen LuaTYDC1‟in dizisi NCBI veri tabanında BLAST yapılarak klonlanan DNA 

fragmentinin TYDC1 geni olduğu açıkça görülmüştür. Ayrıca BLAST analizi sonucu L. 

aestivus’un TYDC1 geninin diğer bitki türlerinin TYDC1 geni ile dizi homolojisinin yüksek 

olduğu (%73-91) gözlenmiştir. Özellikle daha yakın türler olan Narcissus pseudonarcissus 

(MF405171.1)‟un TYDC1 geni ile %91,6, Narcissus papyraceus (MF979854.1)‟ki ile %90, 

Lycoris longituba (MT968432.1)‟nın ki ile %90.6 ve Lycoris aurea (MG932082.1)‟un ki 

ile de %87,4 oranında dizi homolojisi gösterdiği gözlenmiştir (Çizelge.4.2). Bununla 

birlikte BLASTn analizi sonucu karşılaştırma yapılan türlerde TYDC1 geni nukleotid dizi 

varyasyonuna dayanan bir filogentik ağaç elde edilmiştir ve evrimsel ilişkileri ortaya 

konmuştur (Şekil.4.9).  
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Ayrıca bu yakın türler ile yapılan çoklu hizalama analiz sonucu Şekil.4.10‟da 

sunulmuştur. Bu hizalama ile genin dizilerinin korunmuş olduğu gözlenmiştir. Bu 

bölgelerin TYDC1 enziminin işlevi açısından önemli aktif bölgeler olduğu 

düşünülmektedir. 

Çizelge 4. 1 L. aestivum TYDC1 geninin nükleotid dizisi  

>LuaTYDC1 

5‟ATGGGCAGTCTTGGCTCTGATAATATTGCCGAGCTCGAAGCAATGGCTCTGCATTCTATCTGAA

TCCTCTCGACCCCGAAGAGTTTCGTCGACAAGGCCACATGGTCATCGACTTTCTCGCCGACTACT

ACAAAAACGTCGACAAGTACCCCGTACGTAGCCAAGTCGAACCGGGTTACTTGAAAAAGATCCT

GCCCGAGTCCGCCCCGAACCAACCCGAATCCCTCGAAACCATTCTCGACGACATCACCAACCAC

ATCGTCCCAGGAATCACTCACTGGATGAGCCCTAACTACTTCGCTTACTTCCCTTCCAGCGGAAG

CACCGCCGGCTTCCTCGGCGAGATGCTCAGCACGGGGTTCAATGCCGTGTGTTTTAACTGGATGT

CGTCACCTGCGGCTACCGAGCTGGAGACCATCGTGACGGATTGGCTCGGGAAGCTTCTGGCATT

GCCGGAGAAGTTCTTGTTCTCCGGCGGTGGCGGTGGAGTCTTGCAAGGCACCACTTGCGAGGCC

ATACTGTGTACCTTGACCGCTGCGAGGGACAAAGTGTTGAATAAGATCGGAAAGGATCGGATCG

GTAGGCTCGTCGTCTACGGGTCGGATCAGACCCACTGCGCACTGCAGAAGGCTGCTCAGATCGC

CGGCATCCATCCGGCGAACTTCCGTGCGGTCAGGACTTTCAAaGCCGATGCATTCGGACTCAATC

CCGAAGAGCTACGGAAGGTGGTAGCAGCTGACGTGGCGGCTGGGCTGGTCCCGCTGTATTTATG

TCCTACCGTGGGGACCACATCATCAACCGCGGTGGACCAGCTCCGAGGGCTGTGCTCGGTGGCG

GCGGAGAATGAGATGTGGGTCCACGTGGATGCGGCGTACGCGGGGAGCGCGTGCATATGCCCG

GAGTTCCGGCACTTCATCGACGGGGTGGAGGGGGCCACGTCGTTCAGCTTCAACGCGCACAAGT

GGTTCTTCACCAACCTCGACTGCTGCTGCCTCTGGGTCAAGGAGCCGCAGGCCCTGGTCAACGCT

CTGTCGACCAACCCGGAGTACCTGCGGAACAAGGCGACCGAGTCGCAGAAGGTGGTGGACTAC

AAGGACTGGCAGATCGCCCTCAGCCGTCGGTTCAGGGCGATGAAGCTGTGGATGGTGATGCGGA

GCTACGGCGTGGCGAATTTACGTAGCTTTTTAAGGAGTCACGTTAAGATGGCCAAGCTATTCGA

AGGGTTGGTGTCGGCGGATGAGAGGTTCGAGATTGTAGTTCCGAGGAGTTTCGCCATGGTCTGT

TTCCGGTTCAACCCGAAGAATATCGGACCGGAGTTAGACCGGATCAACGACTTCAACCGGAAGT

TGTTGGAGGACGTGAACTCGACGGGGAGATTGTACATGACCCATGCGGTYATCGGAGGCGAGTA

CATCTTT-3‟ 
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ġekil 4. 9 LuaTYDC1 geninin NCBI veri tabanındaki bitki türlerinin TYDC1 genleri ile 

filogenetik ilişkisi 
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ġekil 4. 10 LuaTYDC1‟in yakın türlerdeki TYDC1 geni ile olan dizi benzerliği 

  

Ayrıca elde edilen nukleotid dizisine ait en uygun ORF‟yi bulmak üzere 

https://web.expasy.org/translate/ programı kulanılmış ve 6 ORF olasılığı içinde en uygun 

sonuç ORF3 ile elde edilmiştir. (Şekil 4.11). Elde edilen amino asit dizisi LuaTYDC1 

geninin  503 amino asit kodladığını göstermektedir (Çizelge 4.3). Elde edilen bu amino asit 

dizisine BLASTp analizi yapılmış ve yine yakın türlerden N. pseudonarcisus, N. 

papyraceus, L. longituba ve L. aurea ile %89-93,53 oranında dizi homolojisi gözlenmiştir. 

Ayrıca yakın akraba olmadığı farklı türlerin TYDC1 proteinlerinin amino asit dizileri ile de 

%70‟in oranında yüksek homoloji göstermiştir. LuaTYDC1 proteininin amino asit dizisinin 

yakın türler ile olan çoklu hizalama sonucu Şekil. 4.12‟de sunulmuştur. 

https://web.expasy.org/translate/
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ġekil 4. 11 LuaTYDC1 nukleotid dizisine ait ORF sonuçları 

 

Çizelge 4. 2 LuaTYDC1 geninin amino asit dizisi 

YCRARSNGSAFYLNPLDPEEFRRQGHMVIDFLADYYKNVDKYPVRSQVEPGYLKK

ILPESAPNQPESLETILDDITNHIVPGITHWMSPNYFAYFPSSGSTAGFLGEMLSTGF

NAVCFNWMSSPAATELETIVTDWLGKLLALPEKFLFSGGGGGVLQGTTCEAILCTL

TAARDKVLNKIGKDRIGRLVVYGSDQTHCALQKAAQIAGIHPANFRAVRTFKADA

FGLNPEELRKVVAADVAAGLVPLYLCPTVGTTSSTAVDQLRGLCSVAAENEMWV

HVDAAYAGSACICPEFRHFIDGVEGATSFSFNAHKWFFTNLDCCCLWVKEPQALV

NALSTNPEYLRNKATESQKVVDYKDWQIALSRRFRAMKLWMVMRSYGVANLRS

FLRSHVKMAKLFEGLVSADERFEIVVPRSFAMVCFRFNPKNIGPELDRINDFNRKLL

EDVNSTGRLYMTHAXIGGEYVIRFAAGATLTEEKHVRCAWKVVQEHAEALLGEI

WLL 
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ġekil 4. 12 LuaTYDC1 proteininin amino asit dizisinin yakın türler ile olan çoklu hizalama 

sonucu (İşaretli bölgeler TYDC1 enziminin fonksiyonu için önemli olan korunmuş 

bölgeleri temsil etmektedir) 

4.3 TYDC1 Geninin Ekspresyon Vektörüne Klonlanması 

Bu aşamada L. aestivum‟a ait TYDC1 geninin, ekspresyon etkinliğinin belirlenmesi 

ve enzim aktivite testlerini yapmak üzere E. coli‟de etkin ekspresyon yapabilen pQE.70 

vektörüne klonlanması amaçlanmıştır.  

4.3.1 pQE.70 ve pJET.TYDC1 Plazmitlerinin RE ile Kesimi 

Komplementer uçlara sahip vektör ve insert eldesi için hem pQE.70 ve hem de 

pJET.TYDC1 plazmitleri aynı RE‟leri ile kesilmiştir. Kesim reaksiyonu sonucu örnekler 

%1‟lik agroz jel de elektroforez yapılarak görüntülenmişlerdir. Jel görüntüsü 

incelendiğinde 5‟ ucu SphI ve 3‟ ucu da BamHI ile kesilmiş TYDC1 insert DNA‟sını temsil 

eden 1500 bç civarında DNA bandı 2 nolu örnek de görülmüştür. Buna ek olarak 5‟ ucu 

SphI ve 3‟ ucu da BamHI ile kesilerek lineer hale getirilen pQE.70 vektörünü temsil eden  
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DNA bandı da jel de açık biçimde gözlenmiştir (Şekil 4.13). Ardından spektrofotometrede 

konsantrasyon sonucu düşük olan örnekler, konsantratör kullanılarak konsantre edilmiştir. 

5‟er μL nukleaz ari su eklenip spektrofotometrede ölçüldüğünde ise 1 nolu örneğin 131 

ng/μL, 2 nolu örneğin ise 180 ng/μL olduğu görülmüştür, pQE.70‟in konsantrasyonu ise 24 

ng/μL‟dir. 

 

ġekil 4. 13 pJET.TYDC1 ve pQE.70 plazmitlerinin SphI – BamHI enzimleri ile kesimi 

 (1:tam kesilmemiş, 2:tam kesilmiş, 3:kesilmemiş pJET.TYDC1); (4:kesilmemiş, 

5:kesilmiş pQE.70) 

4.4 TYDC1’in Ekspresyon Vektörüne Bağlanması 

İnsert olarak kullanılacak olan TYDC1-Sph/BamH‟a ait DNA fragmenti jelden 

kesilip saflaştırılmıştır. Konsantre edilen TYDC1‟i içeren insert DNA, pQE.70- Sph/BamH 

vektörüne klonlamak üzere ligasyonları yapılmıştır. Ligasyon ürünü E. coli‟ye 

transformasyon için kullanılmıştır. 
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4.4.1 E. coli’ye Transformasyon 

İki grup halinde transformasyon yapılmış ve transformasyon sonucunda 2 grupta da 

pQE.70.TYDC1 içeren çok miktarda koloni üremiştir. Bunun yanı sıra beklendiği gibi 

negatif kontrolde hiç koloni üremediği gözlenmemiştir (Şekil 4.14). 

 

ġekil 4. 14 pQE.70 vektörü ile transformasyon 

4.4.2 Transformantların Kontrolü 

Transformasyon sonucu elde edilen olası transformantların kontrolü için her bir 

gruptan 5‟er koloni seçilerek, Bamh.Lua.TYDC1 ile Sph.Lua.TYDC1 primerleri ile PCR 

yapılmıştır. Jel görüntüsü incelendiğinde 1, 3 ile 5 nolu örneklerde 1500 bç civarında bant 

görülmüştür (Şekil 4.15).  



 

 55  

 

 

ġekil 4. 15 pQE.70.TYDC1 transformantlar ile yapılan PCR kontrolü agaroz jel 

elektroforezi görüntüsü 

 (1- 5 nolu örnekler: 1. Grup; 6- 10 nolu örnekler: 2.Grup; NK: Negatif Kontrol) 

Katı besiyerindeki çoğalan 1, 3 ve 5 nolu kolonilerde BamH.Lua.TYDC1 ve 

Sph.Lua.TYDC1 primer çifti kullanılarak tekrar PCR yapılmıştır. Jel görüntüsü 

incelendiğinde 1 ve 3 nolu örneklerde TYDC1 genini temsil eden 1500 bç civarında bant 

görülmüştür (Şekil 4.16). pQE.70.TYDC1 içerdiği ispatlanan bu örneklerde geni temsil 

eden DNA bantları jelden kesilip çıkarılmış daha sonra GeneJET Gel Extraction kit ile 

temizlenmiştir. Spektrofotometrede yapılan ölçüm sonucunda 1 nolu örnek 65.3 ng/µL, 2 

nolu örnek ise 92.6 ng/µL konsantrasyonunda olduğu belirlenmiştir. Bu iki örnek Sanger 

dizilemeye gönderilmiştir. Dizileme sonucu pQE.70‟e klonlanan ve E. coli‟ye aktarılması 

başarılan insert DNA‟nın LuaTYDC1 geni olduğunu doğrulamıştır.  
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ġekil 4. 16 pQE.70.TYDC1 transformantları ile yapılan PCR kontrolü agaroz jel 

elektroforezi görüntüsü 
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BÖLÜM 5 

 

 

SONUÇLAR ve TARTIġMA 

 

 

Amaryllidaceae alkaloidleriinin bir çoğu ticari olarak tıpta kullanılmaktadır ve 

büyük bir ekonomik değere sahiptirler. Amaryllidaceae alkaloidlerinin biyosentezi ise 

oldukça karmaşık bir süreçtir ve biyosentetik yolakları hakkında hala birçok bilinmeyen 

ayrıntı vardır. Bu detaylar keşfedildikçe daha çok alkaloid eldesi için metabolik 

mühendisliği yöntemleri devreye girmiştir. Amaryllidaceae alkaloidlerinin biyosentezi 

genel olarak, enzimlerin primer, sekonder ve özel hücre metabolizmasının biyosentetik 

yollarından koordineli hareketinin bir sonucudur. Amaryllidaceae alkaloidlerinin yapı 

taşlarından biri olan aromatik aminoasit, L-tirozindir. TYDC, L-tirozinden tiramin üretimini 

katalize eden önemli bir enzimdir. Amaryllidaceae'nin alkaloid üreten bitkilerinde 

TYDC'nin iki transkript varyantının mevcut olduğunu göstermiş, filogenetik analizler de, 

Amaryllidaceae TYDC genlerinin iki ana kümeye ayrılabildiğini (TYDC1 ve TYDC2). 

doğrulamıştır: Ekspresyon analizleri, TYDC1'in Amaryllidaceae alkaloidlerinin sentezinde 

rol oynayabileceğini, buna karşın TYDC2'nin diğer primer metabolitlerin üretiminden 

sorumlu olabileceğini ortaya koymuştur (Georgiev, Ivanov, & Pavlov, 2020). Bu bağlamda  

TYDC geni ile ilgili birçok çalışma yapılmıştır. 
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Wang ve arkadaşları 2019 yılında yaptıkları çalışmada, Lycoris aurea‟dan 

LaTYDC1 genini izole etmişlerdir. İzole edilen LaTYDC1 geninin, tahmini moleküler 

ağırlığı 56,7 kDa olan 511 amino asidi temsil eden bir ORF‟ye sahip olduğu belirlenmiştir. 

Ayrıca LaTYDC geni, diğer türlerden izoformlarda dahil tüm TYDC genleri birlikte 

değerendirilerek maximum likelihood methodu ile filogenetik analizi yapılmıştır. Buna 

göre, maksimum olasılık yöntemi kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Buna göre LaTYDC,   

NpTYDC1 ve L. aurea'dan bir başka TYDC izoformu ile yakın olarak ilişkili bulunmuş ve 

NpTYDC2 ile de yüksek benzerlik göstermiştir.  Buna ek olarak, TYDC'lerin çoklu dizi 

hizalaması yapılmış ve LaTYDC1'in diğer TYDC proteinleriyle aynı korunmuş dizileri 

paylaştığı gözlenmiştir. Ayrıca LaTYDC1'in amino asit sekansının, diğer bitkilerin TYDC 

proteinleri ile  %47-89.67 oranında homoloji gösterdiği tespit edilmiştir (Wang vd., 2019). 

Tirozin amino asidini (primer metabolit) tiramine dönüştürmekten sorumlu TYDC, 

amino asitlere ek olarak, benzilizokinolin alkaloidler ve tiramin hidroksisinnamik asit 

amidleri (HCAAT'ler) dahil olmak üzere diğer birkaç özel metabolit tipinin biyosentezinde 

rol oynamaktadır. Morfin ve kodein, haşhaş tarafından üretilen benzilizokinolin 

alkaloidlerinin en iyi bilinen örnekleridir. HCAAT'lerin üretimi, bitki stres tepkileri ile 

ilişkilendirilmiştir. Oksidatif polimerizasyonun ardından, HCAAT'lerin hücre duvarlarını 

güçlendirdiğine ve onları patojenler tarafından penetrasyona daha az duyarlı hale 

getirdiğine inanılmaktadır. PAL ve TYDC, birçok özel metabolit türünün üretiminde rol 

oynayan biyosentetik enzimlerden ilk basamakta yer alanlarını kodlayan genler 

olduğundan, önemli ölçüde dikkat çekmişlerdir ve metabolik mühendisliğin hedefleri 

arasındadırlar.  

Singh ve Desgagné-Penix (2017) tarafından yürütülen bir başka çalışmada, N. 

pseudonarcissus'ta Amaryllidaceae alkaloidlerinin amino asit biyosentez yolağının 

aydınlatılması ve biyosentezde rol alan yeni enzimlerin bulunması amacıyla transkriptom 

ve metabolon profillemesi yapılmıştır. Bu çalışmada 14 transkript TYDC geni olarak tespit 

edilmiş ancak sadece 2 tanesinin tam bir ORF‟ye sahip TYDC izoformları olduğu 

belirlenmiştir.  
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Ayrıca bu çalışmada, qRT-PCR ile tespit edilen PAL,  TYDC ve N4OMT‟ genlerinin 

ekspresyon düzeyleri incelenmiş ve PAL‟in ekspresyonu ile alkolois düzeyi arasında bir 

korelasyon görülmezken TYDC ve N4OMT‟ genlerinin yüksek ekspresyon düzeyinin  

yüksek alkaloid düzeyi ile koreele olduğu tespit edilmiştir (Singh ve Desgagné-Penix, 

2017).  

Hotchandani ve arkadaşları 2019 yılında AA biyosentezinde yer alan enzim 

genlerinin ekspresyonlarını incelediği bir transcriptome çalışmasını N. papyraceus‟da 

yapmışlardır. Bu çalışmada, BLASTx analizi ile elde ettikleri transkriplerin 

birleştirilmelerini sağlamışlardır. Ortolog genler için birkaç transcript varyantı 

bulmuşlardır.  kodlayan spesifik transkriptleri tanımlamak için, lokal BLASTx analizleri 

gerçekleştirmişlerdir. Ortolog TYDC genleri için birkaç transkript varyantı 

tanımlamışlardır. Elde edilen N. papyraceus TYDC1 ve TYDC2 genlerinin dizileri birlikte 

değerlendirilmiş ve Singh ve Desgagné-Penix (2017) tarafından ortaya konan N. 

pseudonarcissus‟un TYDC1 ve TYDC2 genleri ile amino asit sekansının %57 homoloji 

gösterdiği gözlemlenmiştir. Tek tek bakıldığında ise N. papyraceus TYDC1 geni N. 

pseudonarcissus TYDC1 geni ile % 90 benzer bulunmuştur. TYDC2 için ise N. 

papyraceus’ki ile N. pseudonarcissus’un TYDC2'si arasında %94 homoloji tespit edilmiştir.  

Ayrıca analizler, N. papyraceus TYDC1'inin, benzilizokinolin alkaloidlerinin başlıca 

üreticisi olan haşhaşın (Papaver somniferum) TYDC2 ile %70 homoloji paylaştığını ve N. 

papyraceus TyDC2'nin pirinç (Oryza sativa) TYDC1 ile %74 homolog olduğunu 

bildirmişlerdir (Hotchandani, de Villers, & Desgagné-Penix, 2019).  

György ve arkadaşlarının 2009 yılında yaptığı çalışmada, Rhodiola rosea (altın kök) 

bitkisini kullanarak TYDC geni için, 1520 bç'lik bir cDNA klonlanyıp ve sekanslamışlardır. 

320 amino asitlik bir proteini kodlayan 963 bç'lik bir ORF içerdiği ortaya çıkmıştır. Gen 

ekspresyonu, altın  kök bitkisinde hem yüksek hem de düşük salidrosit üretici genotipinin 

yapraklarından ve köklerinden qRT-PCR ile çalışılmıştır (György, Jaakola, Neubauer, & 

Hohtola, 2009). 

Lehmann ve Pollmann‟ın 2009 yılında yaptığı çalışmada Arabidopsis thaliana’dan 

TYDC geni izole edilmiştir. TYDC'nin tam uzunluktaki cDNA dizisini belirlemek için, 
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RACE-PCR yaklaşımı uygulanmıştır. Bunun sonucunda 1617 bç uzunluğunda bir ORF‟ye 

sahip TYDC geni elde edilmiştir. Elde edilen nükleotid dizisi, gen bankasındaki dizinin 

yanlış yorumlandığını ve ilk iki eksonun intron-ekson birleşme dizilerinde hata yapıldığını 

göstermiştir. Detaylı olarak incelenen TYDC genin 13 eksondan oluştuğunu gösterm,iş ve 

3‟UTR ile 5‟ UTR dizileri de ortaya konmuştur. Ayrıca çalışmada elde edilen TYDC'nin 

amino asit dizisi ile gen bankasında sunulan (NP_001078461) arasında sınırlı oranda bir 

fark gözlenmiş ve veri bankasındaki dizinin ilk on amino asitinin eksik olduğu görülmüştür. 

Dizinin geri kalan kısmında ise homolojinin tam olduğu ve polipeptid dizisinin diğer bitki 

türlerinden AADC'ler ile önemli homolojisi gösterdiği bulunmuştur (Lehmann ve 

Pollmann, 2009). 

Facchini ve arkadaşlarının 1994 yılında yaptıkları çalışmada haşhaşta (Papaver 

somniferum) morfin ve kodein gibi izokinolin alkaloidlerinin biyosentezinde tiramin ve 

dopamin elde etmek için gerekli olan TYDC (TYDC1, TYDC2, TYDC3 ve TYDC4) genlerini 

izole etmişlerdir. Çalışmada TYDC2 için 5‟UTR ve 3‟UTR dahil 1,9 kb‟lık tüm ORF elde 

edilirken,  TYDCl ve TYDC3 için kısmi ORF elde edilebilmiştir. Buna göre TYDC1‟in elde 

edilen kısmi ORF'si 1554 bç olarak tespit edilmiş ve bunu 127 bç‟lik bir 3‟UTR‟nin takip 

ettiği bulunmuştur. Ayrıca elde edilen izogenler kendi içinde karşılaştırılmış ve TYDC2 ile  

TYDC3 arasındaki homoloji %90 iken TYDC1 ve TYDC2 arasındaki homolojinin daha az 

(%75) olduğu gözlenmiştir. Ayrıca amino asit karşılaştırmaları da bunu doğrulamış ve 

TYDC1‟in diğer ikisinden daha benzer olduğu bulunmuştur. Bunun yanı sıra çalışmanın 

önemli sonuçlarından biri de TyDC1 geninin alkoloid üretimi ile ilişkili olduğunun, 

TYDC2‟nin ise daha çok primer metabolizma ile ilgili olduğunun ortaya konması olmuştur 

(Facchini ve De Luca, 1994). Sunulan tez çalışmasında daha fazla galantamin üreten çiçek 

dokusunun başlangıç materyali olarak kullanılması ve TyDC1 geninin bu dokudan başarılı 

biçimde izole edilmiş olması duruma Faccini ve vd.‟nin bulguları ile uyumlu olmuştur.  

Bu tez çalışmasında hem TyDC1 hem de TyDC2 geni izole edilmeye çalışılmış fakat 

sadece TyDC1 geni izole edilmiştir. L. aestivum’un cDNA‟sından çoğaltılan TYDC1 

(LuaTYDC1) geni klonlanmış ve 1503 bç‟lik nükleotid dizisi elde edilmiştir. BLAST 

analizi sonucu L. aestivus’un TYDC1 geninin diğer bitki türlerinin TYDC1 geni ile dizi 
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homolojisinin yüksek olduğu (%73-91) gözlenmiştir. Yakın türler ile yapılan kıyaslamalar 

sonucu Narcissus pseudonarcissus‟un TYDC1 geni ile %91,6, Lycoris longituba ile %90,6, 

Narcissus papyraceus ile %90,0, ve Lycoris aurea ile de %87,4 oranında dizi homolojisine 

sahip olduğu gözlenmiştir.  

Ayrıca elde edilen nukleotid dizisi için ORF analizi yapılmış ve 3 nolu ORF‟nin 

anlamlı bir dizi verdiği görülmüştür. Elde edilen amino asit dizisi, TYDC1 geninin 503 

amino asit kodladığını göstermiştir. Bu amino asit dizisi ile BLASTp protein analizi 

yapılmış ve yine yakın türlerden Narcissus pseudonarcissus‟un ile %93,53, Lycoris 

longituba ile %92.46,  Narcissus papyraceus ile %90,93 ve Lycoris aurea ile de %89,2 

oranında homoloji gösterdiği gözlenmiştir.   

Bu çalışma ile pQE.70 ekspresyon vektörüne klonlanan ve E. coli‟ye 

transformasyonu başarılan genin, L. aestivum ile gelecekte yapılacak galantamin üretiminin 

artırılmasına yönelik metabolik mühendisliği uygulamalarına zemin oluşturulmuştur. 

Böylece ülkemizin sahip olduğu en önemli unsurlarından biri olan zengin biyolojik 

kaynaklarımızın ekonomik olarak değerlendirilmesine ve korunmasına katkı sağlanmış 

olacaktır. 
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