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Leucojum aestivum L.’den TIROZIN DEKARBOKSILAZ (TYDC) GENININ
IZOLASYONU ve KLONLANMASI

Trakya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoteknoloji ve Genetik Anabilim Dali

OZET

Bu ¢aligmada, Amaryllidaceae ailesine ait olan Leucojum aestivum L. (g6l sogani)
bitkisinden, tirozin dekarboksilaz (TYDC) geninin izole edilmesi amaglanmistir. L.
aestivum Trakya bolgesinde yayilis goOsteren ve farmakolojik olarak Onemli bazi
alkaloidlerin, 6zellikle de likorin ve galantaminin dogal {ireticisi olan olduk¢ca 6nemli bir
farmasotik bitkidir. Galantamin, Alzheimer hastaligi basta olmak iizere demans benzeri
norolojik problemlerin tedavisinde kullanilan ilaclarin etkin maddesi olarak 6nemli bir
sekonder metabolittir. TYDC enzimi; ¢esitli bitki tiirlerinde onemli bazi sekonder
metabolitlerin sentez yolaginda, ilk basamaklarda etkin olan kritik bir enzimdir. Galantamin
biyosentezi de, fenilalanin ve tirozin amino asitleri ile baslar ve TYDC sentez yolagindaki
kritik iki enzimden biridir. Dolayisiyla TYDC geninin aydmnlatilmasi, galantamin tiretiminin
artirilmas1 yoniindeki manipiilasyonlara olanak taniyacaktir. Daha Once bir ¢ok bitkide

TYDC geni incelenmis ancak L. aestivum’da herhangi bir ¢alisma yapilmamustir.

Sunulan tez ¢aligmasi kapsaminda galantamin ireticisi olan yakin akraba tiirlerin
TYDC gen bilgileri incelenmis ve genin izolasyonu i¢in primerler tasarlanmustir. L.
aestivum’un ¢iceklerinden total RNA izole edilerek tasarlanan primerler ile genin tam

ORF’si elde edilmeye calisilmistir.



Elde edilen TYDC1 genine ait DNA fragmenti, dncelikle pJET.Blunt/1.2 klonlama
vektoriine klonlanmig ve dizi analizi yaplilarak LuaTYDCL1 genine ait kodlayici dizi elde
edilmistir. Genin kodlayict dizisi, galantamin ireticisi olan yakin tiirler Narcissus
pseudonarcissus, Narcissus papyraceus, Lycoris aureus ve Lycoris longituba’un TYDC1
geni ile %87-91,6 oraninda yiikksek bir homoloji gostermis, amino asit dizisi
kargilastirmalarinda ise homoloji orant %89-93,53 olarak goézlenmistir. Daha sonra
restriksiyon enzimleri ile kesilerek pJET.Blunt/1.2 vektoriinden geri kazanilan LuaTYDC1
geni pQE.70 ekspresyon vektoriine baglanarak ekspresyon ve fonksiyon analizleri i¢in E.

coli’ye transfer edilmistir.
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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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Keywords . Leucojum aestivum, Tyrosine decarboxylase (TYDC) gene,

LuaTYDC1, gene cloning
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BOLUM 1

GIRIiS

Bitkilerden ilag kesfi, gegmisten gliniimiize farmasotik terapi alaninda 6nemli bir rol
oynamustir (Jin, 2009). Bu tibbi ve aromatik bitkiler; yaprak, gévde, aga¢ kabugu, ¢igek,
meyve, tohum, kok, rizom, sogan ve yumru gibi organlarinda alkaloid, terpenoid veya
fenolik maddeler gibi sekonder metabolitleri tasiyan ve farmakolojik aktiviteye sahip
bitkilerdir. Bitkilerden elde edilen bu sekonder metabolitler endiistriyel olarak ilaca
doniistiiriilmektedir (Senkal, 2020).

Amaryllidaceae alkaloidleri, agirlikli olarak Amaryllidaceae bitki ailesinde bulunan
ozel metabolitler grubudur (Desgagné-Penix, 2020). Bu alkaloidlerin, antitiimér,
antibakteriyel, antifungal, antimalaryal, antiviral, analjezik ve asetilkolinesteraz (AChE)
inhibe edici aktiviteler dahil olmak iizere ¢esitli farmokolojik aktivitelere sahip olduklari
belirlenmistir. Bu nedenle, Amaryllidaceae alkaloidlerinin izolasyonuna, kimyasina,

biyolojisine ve molekiiler mekanizmalarinin arastirilmasina biiyiik 6nem verilmistir (Jin,

2009).

Amaryllidaceae tipi alkaloidler arasinda, bu ailede onemli ve yaygin bir alkaloid

olan galantamin yer almaktadir. Alzheimer hastaligi gibi norodejeneratif bozukluklarin



semptomlarmi tedavi etmek i¢in kullanilan bir asetilkolinesteraz inhibitorii olan galantamin
su anda piyasada bulunmaktadir (Unver, 2007). Gegmis donemlerde Galanthus woronowii,
Lycoris radiata, Galanthus nivalis, Narcissus pseudonarcissus, Pancratium maritimum’dan
galantamin ekstrati elde edilmistir (Janssen ve Schifer, 2017). Fakat giiniimiizde L.
aestivum (gol sogani), endiistriyel diizeyde galantamin kaynagi olarak kabul edilmektedir
(Ferdausi, Chang, Hall, & Jones, 2020).

[la¢ endiistrisinde, sekonder metabolit eldesi icin kullanilan bir ¢ok bitkinin nesli
dogal popiilasyonlarinin hizla tiiketilmesi sebebiyle tiikenme tehlikesi yasamaktadir. Bu
sebeple yiiksek degerli metabolitlerin stirdiiriilebilir {iretimi i¢in yeni yaklagimlar
bulunmasi bir zorunluluk haline gelmistir (Topcu ve Cdlgegen, 2015). Biyoteknolojik
teknikler kullanarak, belirli bir bilesigin sentezini arttrmak veya azaltmak icin bitkinin
biyosentetik yolunu diizenlemek miimkiindiir (Alamgir, 2017). Transgenik aragtirmalardaki
gelismeler goz Oniine alindiginda, degerli sekonder metabolitler iiretmek icin kullanilan
biyosentetik yollarin metabolik miihendislik yontemleri ile gelistirilebilindigi goriilmiistiir
(Chandra ve Chandra, 2011). Bitki metabolik miihendisligi, siirekli biiyiiyen bir diinya
niifusunun artan gida, enerji ve ilag taleplerini karsilamak i¢in biyoteknolojik yaklagimlarda

0zel bir rol oynamaktadir (Alvarez, 2014).

Rekombinant DNA teknolojisinin kullanimi ile ¢esitli organizmalarin metabolik
yollar1 manipiile edilebilmektedir. Bakteriler, mantarlar, bitki ve hayvan hiicrelerinin tiimi
konakg1 organizmalar olarak kullanilmaktadir. Hangi konagin secilecegi ise ilgili yolaklarm
Ozelliklerine gore yapilmaktadir. Metabolik miihendislik uygulamalari, maliyetleri
diisiirmek, verimi artirmak, geleneksel ve kimyasal yaklagimlara kiyasla daha ¢evre dostu

bir siire¢ saglamak ve daha ekonomik yoldan ihtiya¢ duyulan hammaddeleri elde etmek i¢in

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

TYDC’nin (TYRDC; EC 4.1.1.25), metabolik miihendisliginde kullanim alani
oldukca genistir. Sebebi ise L-tirozinin, tirozin dekarboksilaz aracili dekarboksilasyonunun

tim bitki alemine dagilmig ortak bir 6zellik oldugunun varsayilmasidir (Lehmann ve
Pollmann, 2009).



Aromatik-L-Amino Asit Dekarboksilazlar (AADC)’dan biri olan L-tirozin
dekarboksilaz, baslica birka¢ 6nemli farmasotik alkaloid gruplarinm biyosentezindeki rolii
nedeniyle 6nemli 6l¢tide dikkat gekmistir (Facchini, Huber-Allanach, & Tari, 2000).

Bu tez calismasinda L. aestivum bitkisinden TYDC geninin izole edilmesi
amaglanmistir. Galantamin biyosentez yolagmin onciil basamaklarinda yer alan bu enzim
geni eldesinin ileride yapilabilecek metabolik miihendisligi ¢aligmalarina kaynak

niteliginde olacag diisiiniilmektedir.



BOLUM 2

GENEL BILGILER

2.1 Amaryllidacea Ailesi

Amaryllidaceae, 6nemli ekonomik ve tibbi degere sahip bir monokotiledon bitki
ailesidir (Ding vd., 2017). Amaryllidaceae ailesi, diinyanin tropikal, subtropikal ve sicak
bolgelerine yaygin olarak dagilmig 75 cins i¢inde yaklagik 1600 tiirden olugmaktadir
(Desgagné-Penix, 2020).

Amaryllidaceae familyasina ait bitkiler, yiizyillar boyunca rengarenk ¢igekleri ve
kokulu yaglar1 i¢in siis bitkisi olarak yetistirilmesinin yani sira pek cok iilke ve bdlgede
cesitli hastaliklara kars1 sifali bitki olarak yaygin sekilde kullanilmis ve genis farmakolojik
etkileri kaydedilmistir. Bu ailenin bitkilerinde alkaloidler, fenolik bilesikler, flavonoidler,
glikozitler vb. dahil olmak {izere ¢ok sayida dogal iiriin bulunur. Birincil bilesenler olarak

alkaloidler siklikla bu aile iiyelerinin 6nemli farmakolojik etkileriyle iliskilendirilmistir

(Jin, 2011).

Amaryllidaceae familyasina ait bitkiler, biyolojik olarak aktif birgok alkaloidin

ireticileri olarak bilinir. Bunlarin yani sira, Amaryllidaceous bitkilerinde flavonlar,



kalkonlar ve kromonlar dahil olmak iizere ¢esitli flavonoidler tespit edilmistir (Miksatkova,

Lankova, Huml, & Lapcik, 2014).
2.2 Amaryllidaceae Alkaloidleri

Amaryllidaceae familyasma ait bitkiler, slis degerlerinin yani sira irettikleri
alkaloidler ile de bilinir (Lopez, Bastida, Viladomat, & Codina, 2002). Bu ailenin
bitkilerinden 300'den fazla alkaloid izole edilmistir. Yapisal olarak cok c¢esitli olan
Amaryllidaceae alkaloidlerinin esas temsilcisi olarak 9 tane alkaloid belirlenmistir. Sekil
2.1°de molekiiler yapilar1 gosterilen alkoloidler sunlardir: norbelladin, likorin, homolikorin,

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

tazettine montanine

galanthamine

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

Amaryllidaceae alkaloidleri iizerinde yapilan ¢aligmalar 1877°de Narcissus

pseudonarcissus’tan likorin’in izole edilmesiyle baglamistir. Antitimor, antiviral,



antibakteriyel, antifungal, antimalaryal, analjezik ve sitotoksik aktiviteler de dahil olmak
iizere cok cesitli biyoaktivitelere sahip olmasi nedeniyle bu alkaloidlere olan ilgi artmustir.
Bu potansiyel tibbi Ozelliklere ek olarak, Amaryllidaceae bitkilerinin zehirli oldugu
bilinmekte ve bu toksik etkilerin dikkate alinmasi gerekmektedir (Cimmino, Masi,
Evidente, Superchi, & Evidente, 2017).

Diger Amaryllidaceae alkaloidleri iizerinde yapilan c¢aligmalarda, bu aileye ait
birkag alkaloidin anti-kanser 6zellikleri tespit edilmistir. Karanin, galantin, psddolikorin ve
2-O-asetil psddokorin gibi bu tipteki diger alkaloidler de ¢esitli tiimor hiicrelerine karsi
aktiftir. Narkiklasin, preklinik hayvan modellerinde insan glioblastoma multiforme (GBM)
timorlerine kars1 oldukga umut verici anti-kanser etkiler gostermektedir. GBM, en koti
huylu primer beyin tiimorii tipidir ve normal beyin dokularina saldirgan istilac1 davranis ve
apoptozu tetikleyen geleneksel tedavilere direng ile karakterizedir. Narkiklasin, GBM
tiimorlerinin  bliylimesini yavaglatmis ve GBM tiimorlerinin ksenograftlart ile immiin
yetmezligi olan farelerin hayatta kalma siiresini dnemli 6lgiide uzattigi gorilmiistiir. Bu
deneyler ayrica narkiklazinin, ¢ogu ilagta genellikle eksik bir 6zellik olan kan-beyin

bariyerini ge¢me yetenegini de gdstermistir.

Krinin tipi bir Amaryllidaceae alkaloid olan bulbisperminin, apoptoza direngli beyin
kanseri hiicre dizileri paneline karsi sitostatik aktivitesi bildirilmistir. Likorin ve
psodolikorin, bir dizi RNA ve DNA viriisiine kars1 antiviral aktivitelere sahiptir. Birkag
Amaryllidaceae alkaloidi, sitmanin nedeni olan Plasmodium falciparum ve cinsel yolla
bulasan trikomonoz hastaligmin nedeni olan Trichomonas vaginalis gibi protozoan

parazitlere kars1 aktivite gostermektedir (Takos ve Rook, 2013).

Amaryllidaceae familyasina ait bazi cinslerde bulunan en 6nemli alkaloidlerden biri
de galantamindir. Ozellikle Alzheimer basta olmak iizere demans nedeniyle olusan
semptomlarin tedavisinde etkilidir ve ila¢ formunda piyasada yer almaktadir. 1960’larda
Sopharma (Bulgaristan) tarafindan G. nivalis tiiriinden elde edilen ve piyasaya siiriilen

Nivalin® galantamin igerikli ilk endiistriyel {iriindiir (Berkov ve dig. 2009).



Bu siiregten itibaren Alzheimer ilag pazarmin degeri hizli bir artig gostermistir.
ABD, Ingiltere, Fransa, Almanya, italya, ispanya ve Japonya’da 2009°da 4.9 milyar dolar
olan Alzheimer ila¢ pazar1 2010’da 3 katmna ¢ikarak 13.3 milyar dolara ulagmistir.
Galantamin, 2001°de diinya capinda satisa sunuldugunda 4.5 milyon dolar degerinde
satilmis ve Alzheimer ila¢ pazarinin % 12’sini olusturmustur. Ayrica galantamin igerikli
ilaglarin 2011 yilindaki toplam iiretimi 3.45 tondur ve toplam satig degeri 530 milyon
dolardir. Bugiin 1 kg galantaminin market degerinin yaklasik olarak altina esdeger oldugu

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

Gilintimiizde galantamin, dogal kaynagi olan bitkilerden izole edilmektedir ve
dolayisiyla artan talebi kargilamada yetersizdir. Narcissus sp., L.aestivum, Ungernia victoris
ve Lycoris radiata gibi galantamin igeren tiirlerin yaygin bi¢ime kiiltiirii yapilarak ticari
Olcekteki galantamin ihtiyaci karsilanmaya ¢alisilmaktadir (Takos ve Rook, 2013). Ancak
kiiltire edilen bitkilerde galantamin miktar1 dogada yetisen tiirlere gore ciddi oranda
azalmaktadir. Ayrica 1990h yillar itibari ile galantaminin laboratuvarda bir ka¢ yoldan
sentezi gerceklestirilmis ancak verimin diisiik, maliyetin ise yliksek olmasi nedeniyle
endiistriyel Olg¢ekte iretimi yapilamamistir (Magnus ve dig. 2009; Chen ve dig. 2012).
Galantaminin endiistriel {iretiminde karsilasilan problemler, galantamin eldesinde dogal

kaynaklara yonelimi zorunlu kilmaktadir.
2.3 Leucojum aestivum L. ve Urettigi Degerli Metabolitler

Bu tez ¢alismasinda bitki materyali olarak kullanilan L. aestivum, Giiney Afrika ve
Akdeniz bolgelerinin yani sira Dogu Avrupa ve Bat1 Asya'daki bolgelere 6zgiidiir (Sekil 2.
2). Tirkiye'de ise Trakya, Kuzey Anadolu bolgesi ve Beysehir civarinda yayilis
gostermektedir. Bu bitkiler, bataklik ve sulak alanlar gibi nemli ve yari-kapali yerlerde
yetismektedir. Deniz seviyesi ile 1100 m arasindaki alanlar bu bitkinin yetigsmesi i¢in
uygundur. Cicek acma donemi genellikle Mart-Haziran aylaridir. Bitki basina c¢an

seklindeki ¢icek sayisi genellikle 1 ile 5 arasinda degismektedir (Demir, 2014).


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

< ] Wb 3 +  subsp. pulchellum (Salisb.) Briq. - native
f{é;} ‘“,1,'- \ *  non-native
- e 4 »
S O R o | B subsp. aestivum - native range

Leucojum aestivum L.
subsp. aestivum - native

{:__.} subsp. puichellum (Salisb.) Briq. - native range

synanthropic range

Sekil 2. 2 L. aestivum'un floristik literatiir ve floristik veri tabanlarina gore dagilimi
(Parolo, Abeli, Rossi, Dowgiallo, & Matthies, 2011)

G0l Sogani olarak bilinen L. aestivum tiiriiniin kromozom sayis1 2n = 22'dir (Senel

ve Ozkan, 2002). Sekil.2.3’te bu bitkinin taksanomik siniflandirilmasi gosterilmistir.

Alem = Plantae

Boliim = Magnoliophyta
Smif = Liliopsida

Takim = Asparagales
Familya = Amaryllidaceae
Cins = Leucojum

Tirler = Leucojum aestivum L.

Sekil 2. 3 Leucojum aestivum ve taksonomik smiflandirmasi



L. aestivum, farmakolojik olarak aktif olan Amaryllidaceae alkaloidlerinin, 6zellikle
likorin ve galantaminin dogal bir kaynagi olan olduk¢a 6nemli bir farmasétik bitkidir (Ptak
vd., 2019). Bir pirolofenantridin alkaloidi olan likorin, antitiimor, antimalaryal,
hepatoprotektif, antiviral, antifungal ve antiparazitik gibi ¢ok c¢esitli biyolojik aktivitelere
sahiptir (Arslan, Yildirim, Ozkan, Oktelik, & Turker, 2020). Yapilan ¢alismalarda, askorbik
asit biyosentezinin giiclii bir inhibitdri oldugu, hayvan ve insan hiicre dizilerindeki
antitimor aktivite dahil olmak {izere hiicre biiylimesinin ve hiicre bdliinmesinin gii¢lii bir

inhibitori oldugu goriilmiistiir (Takos ve Rook, 2013).

Bir diger onemli alkaloid olan galantamin, ilk olarak 1952'de Kafkasya bolgesindeki
Galanthus woronowii Losinsk.'ten izole edilmistir. Ancak, 1960'tan beri galantaminin
endiistriyel olarak iiretimi i¢in L. aestivum bitkisi kaynak olarak kullanilmaktadir. Sebebi
ise bu bitkinin hem daha yiiksek iiretkenlige sahip olmasi hem de daha yiiksek alkaloid
konsantrasyonu vermesidir (Stanilova, Molle, & Yanev, 2010). Galantamin en yogun

olarak bitkinin soganlarinda (bulb) bulunmustur (Odabas ve Ayan, 2005).

Bir kilogram galanthamin elde etmek i¢in yaklasik bir ton L. aestivum sogani
gerekir. Galantamin {iretimi i¢in ila¢ sanayine L. aestivum ekimi ile her y1l 6.000.000 adet
sogan ihracat1 yapildig1 i¢in degerli bir ihracat malzemesidir. Tiirkiye'de ihracat igin L.
aestivum'un dogal yasam alanlarindan ise yalnizca toprak Ustii kisimlarmin toplanmasina

izin verilmistir (Arslan vd., 2020).

Galantamin, basta Alzheimer hastaligi olmak tizere norolojik hastaliklarin
tedavisinde kullanilan uzun etkili, geri doniisiimlii, secici ve rekabet¢i Asetilkolinesteraz
(AChE) inhibitoridiir (Berkov vd., 2009). Beynin, kolinerjik néronlarmin bulunmadigi
bolgelerinde asetilkolin konsantrasyonunu ytikseltir. Bunun yan1 sira Galantamin, hafif bir
analeptik gorevi goriir, en az morfin kadar giiclii analjezik etki gosterir, gdz damlasina
uygulandiginda goz i¢i basincini azaltir ve simdiye kadar bir¢ok farkli nérolojik hastaligin

tedavisi i¢in kullanilmistir (Eichhorn, Takada, Kita, & Zenk, 1998).



2.4 Bitkilerde Metabolik Miihendisligi

Metabolik miihendislik, elde edilmek istenen bilesiklerin {iretimi igin hiicresel
metabolizmanin amaca yonelik yapimi, yeniden yonlendirilmesi ve degistirilmesidir.
Hiicresel metabolizma, metabolik yolak adi verilen enzimatik adimlarin dizilerinden olusan
bir hiicre i¢inde meydana gelen tiim biyokimyasal reaksiyonlar1 icermektedir. Metabolik
yolaklarin =~ manipiilasyonu, rekombinant DNA  teknolojisinin  kullanilmasiyla

gerceklestirilmektedir (Wuest vd., 2011).

Rekombinant DNA teknolojisi, DNA'y1 izole etmek, manipiile etmek ve bir hiicreye
yeniden transfer etmek igin genetik miihendisligini kullanmaktadir. Uriin sentezinde
kullanilan genleri tanitmak i¢cin farkli DNA pargalarin1 kesmek ve birlestirmek icin
kullanilan teknikler ilk olarak 1970'lerde kullanilmistir. Stanley Cohen, Herbert Boyer ve
meslektaglar1 bakterilerden rekombinant insan insiilini {ireterek biyoteknoloji alanini
mevcut durumuna ilerletmislerdir.

Cohen ve arkadaglarinin yabanci genleri, bir bakteri hiicresine yerlestirme islemini
basariyla gergeklestirmelerinden sonra, bakteriyel hiicrelerin ¢ok sayida kimyasal ve
farmasdtik {iriiniin tiretimi i¢in bir nevi kiigiik kimyasal fabrikalar gibi tasarlanabilecegi
ortaya ¢ikmistir. Cok kisa bir siire igerisinde, insiilin gibi kompleks bir molekiiliin tiretimi,
Escherichia coli bakterisindeki tek bir genin asir1 ekspresyonu yoluyla elde edilebilirken;
etanol gibi basit bir bilesigin asir1 iiretimi i¢in ise, etanol liretim yolagini i¢eren koordineli
birgok genin ifadesinin modiilasyonun gerekliligi anlagilmistir (Woolston, Edgar, &
Stephanopoulos, 2013).

Bitkiler, karmagik metabolitlerin biyosentezinden sorumlu olan sayisiz metabolik
yolak icermektedirler. Dizileme ve biyoinformatikteki yeni gelismeler, bu bitki biyosentetik
yolaklarmi kodlayan genlerin kesfedilmesini daha kolay hale getirmistir ve bdylece
bitkilerin  sagladigi  ¢ok ¢esitli  bilesiklerden ve enzimlerden tam olarak
yararlanabilinmektedir (Tatsis ve O’Connor, 2016).

Amaryllidaceae alkaloidlerinin biyosentezi, isaretli Onciiler ve ara maddeler
kullanilarak biyokimyasal olarak ve c¢esitli tlirlerin sentezi i¢in biyokimyasal senaryolar

kullanilarak arastirilmastir.

10



Amaryllidaceae alkaloidleri, ortak 6ncli O-metilnorbelladini tiretmek i¢in kullanilan
aromatik amino asitler fenilalanin ve tirozinden tiiretilmektedir. Amaryllidaceae
alkaloidlerinin biyosentezi sekil 2.4’de gdsterilmistir. Aromatik amino asitler fenilalanin ve
tirozinden baglayarak, ortak oncii O-metilnorbelladin olusur. Oksidatif fenol baglamanin
alternatif yollar1, ¢esitli Amaryllidaceae alkaloid iskelet tiplerine yol agar. Bir alkaloidin,
diger alkaloidin Onciisii olarak hareket ettigi karmagik bir enzimatik adimlar agy, tiirler ve
kiiltivarlar arasinda hatta aynmi bitkinin farkli dokular1 arasinda farklilik gostermektedir

(Takos ve Rook, 2013).

\ HO OH
jij\/o——» norbelladine --—
HO = HoN

para-ortho’

= ~OH o) OH
<o ..... >
H\
N
o N “CH,

e.g., galanthamine

e.g., lycorine

Sekil 2. 4 Genel Amaryllidaceae alkaloidlerinin biyosentez semasi (Takos ve Rook, 2013)

Farmakolojideki 6nemine ragmen halen galantaminin biyosentez yolagindaki enzim
genlerine yonelik ¢alismalar baglangic asamasindadir. Galantamin biyosentezi, diger bir
cok sekonder metabolit gibi bitkinin genel primer metabolizmasinda bulunan enzimlerin ve
ara {rlnlerin kullanildigi 6zel metabolizma yolaklarinda gergeklesir. Galantamin
biyosentezi, fenilalanin ve tirozin amino asitleri ile bagslar. Feninalanin, galantamin
biyosentez yolaginda bir ara iiriin olan norbelladinin olusumuna katki sagladigs, tirozinin

ise dogrudan galantaminin dnciisii oldugu ortaya konmustur.
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Radyoaktif isaretli tirozin ile yapilan ¢aligmalar, tirozinin galantamin yapisina katki
sagladigin1 gostermistir. Ayrica galantaminin yikim deneyleri de bunu agikca ortaya
koymustur. Fenilalanin, PAL ile sinnamik aside ve amonyaga, tirozin ise TYDC ile
dekarboksile edilerek tiramine doniisiir. Sinnamik asidin yikimi sonucunda olusan aldehit
Schiff baz reaksiyonu ile tiraminle kondanse olur ve indirgenerek ilk alkoloid olan
norbelladin ve tiirevlerini olusturur. 2014 yilinda yaymlanan bir g¢aligma ile de
norbelladinin metilasyonla 4'-O-metilnorbelladine doniisiimiinii katalizleyen norbelladin 4'-
O-metiltransferaz (NpN4OMT) geni izole edilmistir. 4'-O-metilnorbelladin, galantaminin
evrensel substratidir (Sekil 2.5). Son adimlar1 katalizleyerek galantamini olusturan enzimler

ise heniiz bilinmemektedir (Kilgore vd., 2014)
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Sekil 2. 5 Galantamin biyosentez yolag: (Park vd., 2020).

2.5 Tirozin Dekarboksilaz (TYDC) Geni ve Klonlama Calismalari

Aromatik L-amino asit dekarboksilazlari, bitkilerdeki bir dizi farkli sekonder
metabolitin biyosentezinde Onemli roller oynamaktadir. Bu bilesikler, bitkinin normal
gelisimi i¢in genel bir 6neme sahip degildir, ancak genellikle bitkiler ile bunlarin abiyotik

ve biyotik ortamlar1 arasindaki etkilesimde 6zel islevler sergilemektedirler.
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TYDC aracili dekarboksilasyon L-tirozinin tim bitki alemine dagilmis ortak bir
Ozellik oldugu varsayilmaktadir ve birkag¢ farkli metabolik yolakta hayati bir isleve sahip
oldugu goriilmektedir (Lehmann ve Pollmann, 2009). Sekil 2.5’te de sematize edildigi gibi
tirozin dekarboksilaz, tirozinin dekarboksilasyonunu katalize ederek tiramin ve CO;
olusturmaktadir (Phan, Ngo, & Lenhoff, 1983).

COOH ‘/

L-Tyrosine Tyramine

Sekil 2. 6 TYDC tarafindan L-tirozinin enzimatik olarak tramine doniisiimii (Facchini ve
De Luca, 1995)

Bitkilerde tirozin, dagilimlari, fonksiyonlar1 ve pratik kullanimlar1 yakin zamanda
gbdzden gegirilmis olan spesifik tirozin tlirevi metabolit tiplerini vermek i¢in farkli enzimler
tarafindan modifiye edilebilinmektedir (Xu, Fang, Li, Yang, & Chen, 2020).

Tirozin, yliksek bitkilerde bir¢ok 6nemli alkaloidin (morfinanlar, izokino-¢izgiler,
benzofenantridinler, protoberberinler) primer oOnciisiidiir. Ornegin, morfin ve kodeinin
ekstratlarindan yilda bir milyon kilogramdan fazla afyon iiretildigi tahmin edilmektedir.
Tirozin, genellikle dopaya hidroksillenir ve daha sonra dekarboksilatlanir bazen de ¢esitli
yolaklara metabolize edilmeden once dogrudan tiramine dekarboksilatlanir. Bu sebeble
TYDC, alkaloid seviyelerini artirmak i¢in 6nemli bir hedef enzim 6zelligi gostermektedir.
(Berlin ve Fecker, 2000).

2004 yilinda Lee, J., tarafindan gergeklestirilen g¢alismada, benzofenantridin
alkaloid (BPA) veriminin artirilmasina yonelik bir strateji olarak, California poppy'nin
slispansiyon hiicre kiiltiirlerinde asir1 tirozin dekarboksilaz ekspresyonu arastirilmistir.
Hashas tiirlerinden BPA'larin biyosentezinde ilk kararli enzim olan TYDC, potansiyel
olarak diizenleyici bir enzim olarak kabul edilmistir. Transformant hashas hiicreleri
basariyla olusturulmus ve CaMV 35S promotoriiniin kontrolii altinda yesil floresan protein

(GFP) ve TYDC'nin bir fiizyon protein seklinde ifade edilmistir.
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Transforme edilen hiicreler, kontrollere kiyasla, dogrudan bir TYDC enzim {iriinii
olan 10 kattan daha yiiksek tiramin seviyeleri sergilemistir. Sonug olarak, hiicre i¢i tiramin
asir1 ekspresyonu, BPA birikiminin 2-3 kat artmasma neden olmustur. Bu sonuglar,
TYDC'nin, BPA'larin biyosentezinde yer alan diizenleyici enzimlerden biri oldugunu
ispatlamistir (Lee, 2004).

Kawalleck ve arkadaglarmin 1993 yilinda yaptiklar1 ¢alismada mantar enfeksiyonu
veya elisitér uygulamasinin ardindan transkripsiyonel olarak aktive olan genleri temsil eden
bir grup maydanoz bitkisinden (Petroselinum crispum) cDNA izole edilmis ve TYDC geni
elde edilmistir. E. coli'de TYDC geninin ekspresyonu, tirozin igin yiiksek substrat
spesifitesine sahip katalitik olarak aktif protein vermistir. Tanimlanan dort maydanoz
TYDC geninin tiimii klonlanmis ve en az ii¢ TYDC izozimi tespit edilmistir. Kiiltiirlenmis
maydanoz hiicrelerinde mantar muamelesinin ardindan, TYDC geninin mRNA ve enzim
aktivite seviyelerinde c¢ok hizli ve gecici artiglara neden oldugu gozlemlenmistir
(Kawalleck, Keller, Hahlbrock, Scheel, & Somssich, 1993).

Afyon hashasi, Papaver somniferum, alkaloid agisindan zengin lateks sebebiyle
yetistirilmektedir. TYDC, haghas alkaloid biyosentezindeki ilk enzimdir ve kiigiik bir gen
ailesi tarafindan kodlanmaktadir. 2.060 bp'lik bir TYDC5 fragmenti, p-glukuronidaz (GUS)
reporter geni ile fiizyon halde klonlanmis ve hashas ile tiitiine (Nicotiana tabacum)
aktarilmustir. Transgenik, hashas ve tiitiin fidelerinin siirgiinlerinde ksilem parankimine
lokalize olan GUS aktivitesi gozlenmis ve her iki tiiriin koklerinde, ksilemi ¢evreleyen
vaskiiler silindirde GUS aktivitesi dolasiyla da TYDC ekspresyonu goriilmiistiir. Hashas
latisiferlerinde higbir boyama goézlenmemistir, bu da diger TYDC genlerinin latekste
eksprese edilebilecegini veya alkaloid Onciilerin latisiferlere bitigik hiicreler tarafindan
saglandigini diisiindiirmiistiir (EI-Ahmady ve Nessler, 2001).

Arena ve arkadaglar1 2007 yilinda, Lactobacillus plantarum suslarmm tiramin
olusturma yetenegini analiz etmistir. L. plantarum suslarmin 6n tanimlamasi, recA geninin
amplifikasyonu ile gergeklestirmistir. TYDC kodlayan gen, L. plantarum’un bir susundan
kismen klonlanmigtir. TYDC aktivitesi arastirilmig, tiramin varlhigi yiiksek performansli sivi

kromatografi yontemi ile belirlenmistir.
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Sonug olarak, L. plantarum'un sarapta tiramin tiretebildigini ve TYDC aktivitesinin

sadece TYDC genini barmdiran L. plantarum suslari ile smirli oldugunu tespit etmislerdir
(Arena, Fiocco, De Nadra, Pardo, & Spano, 2007)
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BOLUM 3

MATERYAL ve YONTEM

3.1 Bitki Materyali

Bu tez c¢alismasinda, Leucojum aestivum L. bitkisi kullanilmistir. Bitkinin
toplanmas1 igin gerekli izinler Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi, Bitkisel Uretim
Genel Miidiirliigiinden ve Orman ve Su Isleri Bakanlig1 Doga Koruma ve Milli Parklar
Genel Miudiirligii’'nden alimmustir ( Ek-1, Ek-2).

L. aestivum, Edirne Tavuk Ormani smirlarindan toplanmistir. Cigek agma zamani ve
yetistigi ortamlar bilinmektedir. Mart-Mayis 2018 tarihileri arasinda L. aestivum’a ait
yaprak, govde ve cigek formlar1 toplanarak (Sekil 3.1) siv1 azotta dondurulmustur. Ornekler

total RNA izolasyonuna kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.

| “-;\L

Sekil 3. 1 L. aestivum ¢igek ornegi
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3.2 Yontem

3.2.1 Primer Tasarim

L. aestivum bitkisine iligkin genom dizi bilgisi bulunmadigindan TYDC geninin bu
bitkiden izolasyonu i¢in yine galantamin iireticisi olan yakin akraba tiirlerin gen bilgileri
kullanilmistir. Bunun igin Narcissus papyraceus (MF979854.1), Narcissus pseudonarcissus
(MF405171.1) ve Lycoris aurea (MG932082.1) incelenmis ve TYDC geni igin 2 izogen
varlhigi gozlenmistir. Her iki gen (TYDC1 ve TYDC2) i¢in de FASTA formatindaki gen dizi
bilgileri BioEdit programinda alligment yapilarak hizalanmis ve primer yapimi i¢in ortak

dizileri belirlenmistir (Cizelge 3. 1).

Asagidaki listede sunulan primerlere ek olarak TYDC geninin baslangic ve son
bolgelerinde tiirler arasinda gozlenen nuklotid farkliliklarni tolere edebilmek i¢in primerler
dejenere primer olarak da tasarlanmistir. Bu primerlerde 3 tiir i¢in de farkhilik g6zlenen
pozisyonlardaki nukleotidler i¢in dejenere nukleotidler tercih edilmistir. Boylece L.
aestivum genomunda primerlerin baglanabilme olasilig1 artirilmaya ¢aligilmistir. Tasarlanan

dejenere primerler Cizelge.3.2’te sunulmustur.
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Cizelge 3. 1 TYDC1 ve TYDC2 genleri i¢in tasarlanan primerler

Primer No Primer Adi PCR iiriinii Baz Dizisi 5' - 3'
boyutu (b¢)
Primerl NpTYDC1.1F 5’- ATCTTCTCCATCAAAGCCGC-3’
1650 bg
(TYDC1) NpTYDC1.1R 5’- GCAGCCTTGGCTCTGATAAT-3’
Primer2 NpTYDC1.2 F 5’- CATGCTCTTGGATGGCTCTC-3’
1636 bg
(TYDC1) NpTYDC1.2 R 5’- GGCAGCCTTGGCTCTGAT-3’
Primer3 NpTYDC1.3 F 5’- CGCTGCATGCTCTTGGAT-3’
1608 bg
(TYDC1) NpTYDC1.3 R 5’- GCCTTGGCTCTGATAATATTGC-3’
Primer4 NpTYDC1.4F 5’- CATCAAAGCCGCTGCATG-3’
1601 bg
(TYDC1) NpTYDC1.4 R 5’- GGCTCTGATAATATTGCTGAGC-3’
Primer5 NpTYDC15F 5’- CTCTTGGATGGCTCTCCAC-3’
1590 bg
(TYDC1) NpTYDC15R 5’- AAAAATGGGCAGCCTTGG-3’
Primer6 NpTYDC2.1F 5’-TCAGAATCCAAACCCCAAAC-3’
569 be
(TYDC2) NpTYDC2.1 R 5’- AATTGGTTTGGCAGGTTCAG-3’
Primer7 NpTYDC2.2 F 5’-TCAGAATCCAAACCCCAAAC-3’
542 be
(TYDC?2) NpTYDC2.2R 5’- GCAAGCCAATCCAAAACAAT-3’
Primer8 NpTYDC2.3 F 5’-TCAGAATCCAAACCCCAAAC-3’
564 bg
(TYDC?2) NpTYDC2.3R 5’- GTTTGGCAGGTTCAGCATTT-3’
Primer9 NpTYDC24 F 5’-TCAGAATCCAAACCCCAAAC-3’
650 bg
(TYDC?2) NpTYDC2.4R 5’- TCACGAGCAGCCAACAATAC-3’
Primer10 NpTYDC2.5 F 5- ATTGTTTTGGATTGGCTTGC-3’
1072 bg
(TYDC?2) NpTYDC2.5 R 5’- TTGCCTGATCCTGAAAAACC-3’
Primer11 NpTYDC2.6 F 5’- AAATGCTGAACCTGCCAAAC-3’
1050 bg
(TYDC?2) NpTYDC2.6 R 5’- TTGCCTGATCCTGAAAAACC-3’
Primer12 NpTYDC2.7 F 5’- GTATTGTTGGCTGCTCGTGA-3’
964 bg
(TYDC?2) NpTYDC2.7R 5’- TTGCCTGATCCTGAAAAACC-3’
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Cizelge 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

TYDCI1.F 5’-GGC AGY CTT GSC TCT GAT AA-3

TYDC1 TYDCL.Ra 5°-CCM AKC AAA GCY KCT GCA TG -3’

TYDC1.Rb 5’-GTACTC KCC TCC GAT MAC YG -3

TYDC2.F 5’-GCA GCC GGG GTATYT AAG AG -3’

TYDC?2 TYDC2.Ra 5’-TTC CAC TRG AAT TCACYG CA -3

TYDC2.Rb 5’-CACTGG CCATCAGACCCTG-¥»

Ayrica tasarlanan primer ciftlerinden, optimizasyon caligmalari ile basarili olduklar1
belirlenenlere daha sonraki klonlama ¢aligmalar1 igin vektore uygun restriksiyon enzimleri
(RE) tanima dizileri eklenmistir. Bunun i¢in klonlanacak ekspresyon vektoriiniin ¢oklu
klonlama bolgesinde yer alan RE’lerden Sphl ve BamHI uygun bulunmustur. Boylece
genin 5’ yonii i¢cin forward primere Sphl ve 3’ yonii icin de revers primere BamHI

enzimleri i¢in tanima dizileri eklenmistir.

3.2.2 Optimizasyon Calismalar

Bu asamada tasarlanan primerlerden hangisinin TYDC genini ¢ogaltimi ig¢in
kullanilabilecegini ve bunun i¢in uygun PCR kosullarini belirlemek i¢in optimizasyon

calismalar1 yapilmistir. Bu optimizasyon ¢alismalar1 genomik DNA’da gergeklestirilmistir.

3.2.2.1 Genomik DNA (gDNA) izolasyonu

Klonlanacak TYDC genini ¢ogaltmak {izere tasarlanan primerlerin optimizasyon
calismalar1 gDNA’da gergeklestirilmistir. Bunun igin L. aestivum’a ait yaprak dokularindan
gDNA izolasyonu yapilmistir. Tiip i¢ine alinmis olan yaprak dokularina bir adet metal bilye
eklenmis ve dokular sivi azot ile dondurulmustur. Dokular, doku pargalayict (RETSCH
MM400) yardimiyla toz haline getirilmistir. Toz haline getirilen dokulardan gDNA
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izolasyonu i¢in Doyle ve Doyle ‘un (1990) 6nerdigi modifiye edilmis 2X CTAB metodu

kullanilmistir. Metod asagidaki adimlar takip edilerek uygulanmistir;

© N o O

10.

11.

12.

Yaprak dokusu bulunan tiiplere 10 mg PVP eklenmistir.

Orneklerin iizerine 1sitilmis (65°C) ve tiiplere eklenmeden 6nce %0,2 B-merkapto
etanol ilave edilen, %2 CTAB (Setil trimetil amonyum bromit) soliisyonundan
[(2.0% (w/v) CTAB): 20 mM sodyum EDTA (pH: 8.0), 100 mM Tris-HCI (pH:
8.0), 1.4 M NaCl ve 2.0% (w/v) CTAB 750uL eklenmistir.

65°C’de 25 dakika inkiibe edilmistir.

Oda sicakligina sogutulan 6rneklere 750 pL fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1)
ilave edilerek 15-20 defa ters-diiz edilmistir.

Ornekler 13000 rpm de oda sicakliginda 15 dakika santrifiij edilmistir.

Olusan tist faz 1,5 mL’lik tiiplere alimmis ve 750 pL kloroform ilave edilmistir.
Ornekler 13000 rpm de oda sicakliginda 15 dakika santrifiij edilmistir.

Olusan iist faz tekrardan 1,5 mL’lik tiiplere alinarak, alinan hacmin 0,5 kat1 5SM
NaCl ve 2 kat1 -20°C’de sogutulmus %99 etanol ilave edilerek ters-diiz edilmistir.
DNA pelletleri 13,000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek ¢Oktiiriildiikten sonra
%75 lik etanol ile yikama asamasi gerceklestirilmistir.

10 dakika santrifiij edildikten sonra etanol uzaklastirilarak pelletlerin oda
sicakliginda kurumasi saglanmaistir.

Kurutulmus pelletler 100 uL TE (10 mM Tris-HCI ve 1 mM EDTA, pH: 8.0)
tamponu i¢inde ¢ozlindiiriilmiistiir.

Ornekler, iizerlerine 2-3 pL RNAse eklenip 37 °C de 15 dakika inkiibe edilmis

ardindan 65 °C de 10 dakika bekletilerek enzim inaktivasyonu saglanmigtir.

Izole edilen gDNA konsantrasyonlar1 spektrofotometre (OPTIZEN NanoQ) ile

OD260 de olgiilmiis ve sonuglar ng/uL cinsinden tespit edilmistir. Her bir 6rnegin

0OD260/0D280 oranina bakilarak protein kontaminasyonu degerlendirilmistir. Kalite tayini

icin ise %0,8’lik agaroz jel elektroforezi ile analiz edilmistir.
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3.2.2.2 TYDC Geninin Cogaltim icin Optimizasyon Cahsmalari

Bu bolimde gDNA’dan TYDC geninin ¢ogaltimi i¢in PCR optimizasyonu
caligmalar1 yapilmistir. Kullanilan master mix; ExPrime TaqTM Premix (2X) (Genet Bio,
cat no: G-5000)’tir. Bunun i¢in dncelikle standart PCR igerigi (Cizelge 3.3) kullanilmis ve
her primer c¢ifti i¢in gradient PCR yapilarak optimum primer baglanma sicaklig

belirlenmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3. 3 PCR optimizasyon ¢aligmasi i¢in reaksiyon icerigi

Bilesenler Miktar Final Konsantrasyon
PCR Master Mix (2X) 10.0 uL 1X
Primer F (10 uM) 1.0 pL 0.5 uM
Primer R (10 uM) 1.0 pL 0.5 uM
gDNA (25ng/uL) 2.0 uL 50 ng
Niikleaz Ari Su 6.0 uL -
Toplam 20 pL

Cizelge 3. 4 Gradient PCR kosulu

Sicakhk Siire Dongii sayis1
94°C 3 dakika 1
94°C 1 dakika
51- 46°C (gradient) 1.5 dakika 35
72°C 2 dakika
72°C 10 dakika 1
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3.3 Klonlanmak Uzere Genin Cogaltin

3.3.1 Total RNA izolasyonu

Klonlanmak tizere TYDC geninin ¢ogaltim1 i¢cin cDNA kullanilmistir. cDNA eldesi

icin ilk olarak total RNA izole edilmistir. Bu sebeble -80°C’de muhafaza edilen bitki ¢icek

dokularindan total RNA izolasyonu yapilmistir. Bunun icin ‘Plant/Fungi Total RNA

Purification Kit* (Norgen, Cat No:2580) kullanilmustir. Izolasyon i¢in asagidaki basamaklar

takip edilmistir;

1.

Yaklasik 50 mg bitkiye ait ¢igek dokusu sivi azot esliginde mekanik olarak
parcalanarak 2 mL’lik tlipe transfer edilmistir.

Onceden 37°C’de 1sitilmig Lizis tamponundan 600 uL eklendi ve vortekslendi.
55°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon esnasinda tiip, 2-3 kez ters yiiz
edilmistir.

‘Filter column (clear O-ring), kitte bulunan koleksiyon tiipiine yerlestirilmis lizat,
pipet yardimiyla filtrenin tizerine konularak 20000 xg (~ 14000 rpm)’de 2 dakika
santrifiij edilmistir.

Siipernatantin temiz kismi pipetle ¢ekilip RNase-free tiipiin i¢ine transfer edilmistir.
Transfer edilen hacim kadar, oda sicakliginda %96-100 etanol eklenip,
vortekslenmistir.

Spin column (grey O-ring); koleksiyon tiipiine yerlestirilmis, etanollii lizattan 600
uL alinip; filtrenin {izerine konulmustur. 3500 xg (6000 rpm)’de 1 dakika santrifiij
edilmistir.

400 pL yikama soliisyonii (Wash solution) kolona eklenip 20000 xg (~ 14000
rpm)’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Koleksiyon tiiptindeki sivi dokiildiikten sonra
filtre tekrar koleksiyon tiipiine geri koyulmustur. Bu asamadaki islemler 3 kere
tekrar edilmistir.

Uciincii kez yapilan yikama isleminin ardindan kalan s1ivi dokiilmiistiir. Filtre kolon,
koleksiyon tiipiine yerlestirildikten sonra 20000 xg (~ 14000 rpm)’de 2 dakika

santrifiij edilmistir. Koleksiyon tiipli ¢cope atilmistir.
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8. Filtre kolon, 1.7 pL’ lik yeni bir steril bir Eppendorf tiipline yerlestirilip tizerine 50
uL Elution soliisyonu eklenmistir. 200 Xg (~ 2000 rpm)’de 2 dakika santrifiij
edildikten sonra 20000 xg (~ 14000 rpm)’de 1 dakika santrifiij edilerek RNA’lar
geri kazanilmistir.

Elde edilen total RNA Orneklerinin Oncelikle konsantrasyon tayini mikro hacim
spektrofotometre (OPTIZEN NanoQ) ile OD260 de dl¢iim yapilarak ng/pL cinsinden tespit
edilmistir. TYDC geninin izolasyonunda total RNA’larin kalitesi son derece Onemli
oldugundan, RNaz inhibitorii ile muamele edilmis malzeme ve soliisyonlar (DEPC’li TBE)

ile hazirlanmis %1°lik agaroz jel, drneklerin kalitesini gdzlemlemek i¢in kullanilmistir.

DNase Uygulamasi: Total RNA izolasyonun yapildiktan sonra elde edilen iiriinde

olas1t DNA (gDNA) kontaminasyonunu gidermek i¢cin RNA ornekleri, DNase enzimi ile
muamele edilmistir. Bu islem i¢in DNasel enzimi (Invitrogen, cat no:AM?2224)

kullanilmistir. DNasel uygulamasima iligskin reaksiyon igerigi Cizelge 3.5’te sunulmustur.

Cizelge 3. 5 DNase uygulamasi i¢in hazirlanan reaksiyonun igerigi

Bilesenler Miktar Final Konsantrasyon
Reaksiyon tamponu (10X) 1,2 uL 1X

Total RNA (500 ng) 9,8 uL 4900 ng

DNase Enzimi (1 U/uL) 1,0 uL 1U

Toplam 12 pL

Hazirlanan karisim oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edilmistir. DNase enziminin
etkinligini durdurmak icin Ornekler, 1 pL 25 mM EDTA karisima eklenerek 65°C’de 10

dakika inkiibasyona tabi tutulmustur.

3.3.2 cDNA Sentezi

[zole edilen ve daha sonra DNase ile muamele edilmis total RNA’lardan cDNA
sentezlenmistir. Boylece hedef gen olan TYDC geninin ¢ogaltimi i¢in gerekli olan kalip

elde edilmistir.
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Bu sentezi gergeklestirmek i¢in 5 RACE System Kit (Cat Invitrogen, No:
18374058) kullanilmis ancak basarili sonu¢ almamayimca klasik cDNA sentezi ile yola

devam edilmistir. Bu amagla Cizelge 3.6.’da verilen bilesenler ve kosullar uygulanmstir.

Cizelge 3. 6 cDNA sentezi i¢in hazirlanan reaksiyonun igerigi

Bilesenler Miktar Final konsantrasyon
Primer- Oligo d(T)18 (10 uM) 2,5 ulL 1.4 uL

Total RNA(DNase uygulanmis) (400 ng/ul) 10 pL 4000 ng

Niikleaz Ari Su 4,5 uL -

Toplam hacim 17,0 pL

Reaksiyon karisimi 10 °C’de 10 dakika birakilarak RNA molekiillerinin denature olmasi
saglanmig ve ardindan 6rnekler buza alinarak asagidaki bilesenler ilave edilmistir.

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

dNTP mix (10 mM) 1,0 uL 4.2 mM
RNase (10 U/ pL) 1,0 uL 10U

MgCl, (25 mM) 2,5uL 2.6 mM
Toplam 24 nL.

Reaksiyon karisimi iyice karistirilip kisa bir santrifiijle tiipiin dibine toplanmis ve
42°C de 1 dakika inkiibasyona birakilmistir. Ardindan 6rneklere 1 pL SuperScript 11 revers
transkriptaz (2U/uL) eklenmis ve hacim 25 upL’ye tamamlanarak 42°C’de 1 saat
inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda reaksiyonu durdurmak igin 6rnekler 85°C’de 5

dakika birakilmuistir.

3.3.3 cDNA’dan TYDC Geninin Cogaltim

TYDC1 ve TYDC2 genlerinin ¢cDNA’dan ¢ogaltilmas1 i¢cin gDNA kullanilarak
yapilan optimizasyon ¢aligmalar1 sonucunda tespit edilen optimum kosullar ve etkin ¢aligan
primer ciftleri “TYDC1.F/Rb ve TYDC2.F/Rb” kullanilmistir. Ayrica genin ¢ogaltimi igin
farkli Tag DNA polimerazlar (Platinum Tag DNA Pol. AQ90 High Fidelity Taq DNA pol.,
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Exprime Tag DNA pol) kullanilmistir. TYDC1 ve TYDC2 genlerinin c¢cDNA’dan
cogaltilmasi icin gerceklestirilen PCR igerikleri kullanilan enzimler baz alinarak asagida

sunulmustur;

Platinum Tag DNA Polimeraz (Invitrogen, cat no: 15966005): Her iki primer ¢ifti
(TYDCL.F/Rb ve TYDC2. F/Rb)i¢in hazirlanan PCR igerigi Cizelge 3.7.’de verilmistir.

Cizelge 3. 7 cDNA’dan TYDC genlerinin ¢ogaltimi i¢in Platinum Tagq DNA polimeraz ile
hazirlanan PCR igerigi

Bilesenler Miktar Final konsantrasyon
10X PCR tamponu 25 uL 1X
dNTP (10 mM) 0.5 puL 0.2 mM
MgCI2 (50 mM) 1.0 puL 2 mM
Primer F (10 uM) 0.7 pL 0.28 uM
Primer R (10 pM) 0.7 uL 0.28 uM
PlatinumTaq Polimeraz (5U/uL) 0.2 uL 1U
cDNA 40 uL
Niikleaz Ari Su 15.3 uL -
Toplam 25 puL

AQ90 High Fidelity DNA polimeraz (AMPLIQON, cat no:A457401): Bu
kapsamda TYDCL.F/Rb ve TYDC2. F/Rb primer ¢iftleri i¢in hazirlanan PCR igerigi
Cizelge 3.8.’de verilmistir.
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Cizelge 3. 8 cDNA’dan TYDC genlerinin cogaltimi i¢cin AQ90 DNA polimeraz ile
hazirlanan PCR igerigi

Bilesenler Miktar Final Konsantrasyon
AQ90 tamponu (10X) 2.5ulL 1X
dNTP (10 mM) 0.5 uL 0.2mM
Primer (F) (10 uM) 0.7 uL. 0.28 uM
Primer (R) (10 uM) 0.7 uL. 0.28 uM
AQ90 DNA polimeraz (2U/uL) 0.5 uL. 1U
Enhancer (5M) 7.5 uL 15M
cDNA 4.0 uL

Niikleaz Ari Su 8.6 uL -
Toplam 25.0 pLL

ExPrime TagTM Premix (2X) (Genet Bio, cat no: G-5000): Her iki primer ¢ifti

icin hazirlanan PCR igerigi Cizelge 3.9.’da verilmistir.

Cizelge 3. 9 cDNA’dan TYDC genlerinin ¢ogaltimi i¢cin ExPrime Taq ile hazirlanan PCR
Icerigi

Bilesenler Miktar Final konsantrasyon
Taq MasterMix (2X) 10 uL 1X

Primer F (10 uM) 0.7 uL 0.35 uM

Primer R (10 uM) 0.7 uL 0.35 uM

cDNA 4.0 uL

Niikleaz Ari Su 4.6 uL -

Toplam 20 pL
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Hazirlanan reaksiyon karisimlari, asagida sunulan ve optimizasyon calismalarinda
tespit edilen optimum sicaklik kosullarinda inkiibe edilerek genlerin ¢ogaltimi saglanmustir.

PCR iiriinleri %1°lik agaroz jelde yiiriitiillerek goriintiilenmistir (Cizelge.3.10).

Cizelge 3. 10 TYDC geninin ¢ogaltimi i¢in uygulanan sicaklik kosullar1

TYDC1 TYDC2
Sicakhk Siire Déngii Sicakhik Siire Déngii
sayisi sayisl
94°C 3 dakika 1 94°C 3 dakika 1
94°C 45 saniye 94°C 45 saniye
51°C 1.5 dakika 35 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 Kazanimi

cDNA’dan ¢ogaltilarak jelde goriintiilenen ve TYDC1 genini temsil ettigi varsayilan
DNA fragmenti (1500 bg) bistiiri ile UV 151k altinda jelden kesilip steril tiiplere alinmis ve
tartilmistir.  Daha sonra GeneJET Gel Extraction Kit (ThermoFisherScientific, Cat
No:K0691) kullanilarak temizlenmistir. Saflastirma adimlar1 i¢in asagidaki prosediir

uygulanmaistir.

1. Tiiplere yaklasik 400 mg jel i¢in 1.2 mL jel ¢6ziindiirme tamponu (Buffer L3)
eklenmis ve 1sitic1 blokta 50°C’de 10 dakika inkiibe edilmistir. Her 3 dakika da bir
tiipler ters yiiz edilip jelin ¢oziinmesi saglanmustir. Jel tamamen ¢dziindiikten sonra
tiipler 5 dakika daha inkiibe edilmislerdir.

2. (Coziinmiis jeller DNA tutuklayici kolonlara aktarilarak 15000 xg’de 1 dk santrifiij
edilmigstir. Santrifiijden sonra altsivi atilmistir.

3. Etanol igeren yikama tamponu (W1)’dan 500 pL kolonlara eklenip 15000 xg’de 1
dk santriflij edilip alt s1v1 atilmistr.
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4. Kolonlar maximum hizda 2 dakika daha santriflij edilmislerdir. Santrifiijden sonra
kolonlar temiz tiiplere (1.5 mL’lik eppendorf) almmustir.

5. DNA kolondan ¢6ziip geri kazanmak iizere 50 pL Eliisyon tamponu (E5)
membranin orta kismma brrakilmistir. 1 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Ardindan oda sicakliginda 15000 xg’de 1 dakika tekrar santrifiij edilmis ve TYDC1
geni icin elde edilen PCR {iriinii tiiplerde toplanmustir.

6. Ornekler, DNA konsantratdr cihazi kullanilarak konsantre edilmis ve

spektrofotometrede Glgiilerek konsantrasyonu belirlenmistir.

3.3.5 TYDC1 Geninin U¢larina Restriksiyon Enzimi Tanima Dizilerinin Eklenmesi

Genin ekspresyon vektoriine dogru pozisyonlu klonlanabilmesi i¢in uglarinim uygun
restriksiyon enzimleri (RE) ile kesilmesi gerekmektedir. Bunun i¢in ¢calismada kullanilacak
ekspresyon vektoriiniin ¢oklu klonlama bolgesi incelenmis ve TYDC1 gen dizisinin 5’ucuna
Sphl ve 3’ ucuna da BamHI enzimleri icin tanima dizilerinin eklenmesi uygun

bulunmustur.

Bunun i¢in genin cDNA’dan ¢ogaltiminda kullanilan primer ¢ifti Sphl ve BamHI
enzimi tamima dizileri eklenerek tekrar sentez -ettirilmistir (Cizelge 3.11). Ardindan
cDNA’dan c¢ogaltilan ve jelden kesilerek saflastirilan TYDC1 DNA’s1 kalip olarak
kullanilmis ve yeni sentezlenen primerler ile PCR yapilmistir. PCR igerigi Boliim 3.3.3’de
AQ90 High Fidelity DNA polimeraz i¢in sunulan igerikte hazirlanmis ve yine ayni
boliimde sunulan sicaklik kosullarmmda PCR yapilmistir. PCR iiriinleri %1°lik agaroz jelde

yiiriitiilerek analiz edilmistir.

Cizelge 3. 11 RE tanima dizileri eklenmis TYDC1 primerleri

Primer Baz Dizisi

Sph-LuaTYDC1_F |5’- GCATGC ATG GGC AGY CTT GSC TCT GAT AA -3’

BamH-LuaTYDC1_R |5’- GGATCC GTA CTC KCC TCC GAT MAC YG -3’
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3.4 TYDC1 Geninin Alt Klonlamasi (Subcloning)

3.4.1 TYDC1 Insert DNA’simin Eldesi

RE tanima dizileri eklenen primerler kullanilarak elde edilen PCR iiriinii %1°lik
agaroz jelde analiz edilmis ve TYDC1 genini temsil ettigi diisliniilen DNA band1 jelden
kesilerek Bolim 3.3.4. de agiklandigi bicimde saflastirilarak klonlama amagcl

kullanilmastir.

3.4.2 Klonlanma Vektorii

Bu caligmada, genin expresyon vektoriine klonlanmasindan once uygun RE
uclarinin kazandirilmasi i¢in alt klonlama (subcloning) yapilmistir. Subcloning i¢in

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

Kit kapsaminda bulunan pJET1.2/blunt vektori (Sekil.3.2), 10 b¢’ne kadar olan
PCR iirlinlerinin etkin bigimde klonlanmasina olanak tanir. pletl.2/blunt vektorii

seleksiyon i¢in ampisilin direng genine sahiptir.

/" Notl
Eco521
Bgll
Kpn2l
PspXI
Eco88l
Xhol

Xbal
Balll

Btg
R Eco130I
. Neol

pJET1.2/blunt \_Bsutsl

2974 bp

Sekil 3. 2 pJET1.2/blunt vektor haritasi
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3.4.3 Ligasyon

Jelden Kkesilerek temizlenen TYDC1 insert DNA’sini, pJET1.2/blunt vektoriine
baglamak i¢in oncelikle PCR iirliniiniin kiit u¢lu oldugundan emin olunmasi gerekmektedir.
Bunun i¢in PCR f{iriinii kit igeriginde sunulan DNA Blunting enzim ile 5 dakika muamele

edilmis ve ardindan buza alinarak Cizelge 3.12° de yer alan bilesenler eklenmistir.

Cizelge 3. 12 pJET1.2/Blunt vektorii ile yapilan ligasyon reaksiyonu igerigi

Bilesenler TYDC1 KF;Cr)]ZtI'F(;T gggﬁt CI)T
Reaksiyon tamponu (2X) 5uL 5uL 5uL
TYDCL1 Insert DNA (60 ng/uL) 3ulL - -
Kontrol PCR f{iriinii (24 ng/uL) - 3 uL -
pJET1.2/Blunt vektor (50 ng/ulL) 1 uL 1 uL 1 uL
T4 DNA ligaz (5U/ puL) 1 uL 1 uL 1 uL
Niikleaz Ari Su 3ulL 3 ulL 3 ulL
Toplam 10 pL 10 pL 10 pL

Daha sonra, karisim iyice karistirilmis, 3-5 saniye vortekslenmistir ve oda
sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan 6rnekler hemen buza

almmis ve transformasyon i¢in kullanilmistir.
3.4.4 Transformasyon

Bu tez ¢alismasinda TYDCL1 geninin klonlanmasi i¢in konakg1 hiicre olarak E. coli
bakterisinin DH5¢ susu segilmistir. Transformasyon islemini gergeklestirmek i¢in CaCl,
Heat shock metodu (Chang vd., 2017) kullanilmistir. Asagidaki adimlar takip edilerek bu

metod uygulanmstir;

1. Bir gece oncesinden 5 mL LB besiyeri ile 50 pL DHS5a susu 15 mL’lik falkon tiipe
eklenerek 37°C’de 180 rpm’de tiim gece inkiibe edilmistir.
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2. Cogaltilan DH50 susundan 500 puL sabah tekrar 20 mL’lik taze besiyerine ekilmistir
ve yaklagik 4 saat 37°C’de 180 rpm’de inkiibatorde ¢ogaltilmaya birakilmistir.

3. Bakteriler 2 pl’lik tiiplere aktarildiktan sonra +4°C’de 6000 rpm’de 8 dakika

santriflij edilmistir.

4. Ustte kalan besiyeri atildiktan sonra tiipe 800 uL 50 mM CaCl, ilave edilerek

hiicreler ile resiispanse edilmistir ve 20 dakika buzda inkiibe edilmistir.

5. Tekrar +4°C’de 6000 rpm’de 8 dakika santrifiij edilip hiicreler ¢oktiiriilmiis ve iist

siv1 atildiktan sonra hiicreler buza alinmstir.

6. Daha sonra tipe 125 pL 100 mM CaCl, ilave edilerek hiicreler resiispanse

edilmistir.

7. Hiicrelerin lizerine ligasyon reaksiyon {irlinlerinden 4 plL. eklenmis ve nazikce

karistirilip 30 dakika buzda inkiibe edilmistir.

8. Siire sonunda hiicrelere 42°C’de 1 dakika 1s1 soku yapildiktan sonra tiiplere 6nceden
37°C’de 1sitilmis 2x LB siv1 besiyerinden 700 pL eklenerek 37°C’de 100 rpm’de 45

dakika tiremeye birakilmistir.
9. Siire sonunda hiicreler 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek ¢coktiiriilmiistiir.
10. Tiipiin dibinde yaklasik 50 pL besiyeri kalacak sekilde tist siv1 dokiilmiistiir.

11. Tiipte kalan siv1 ile hiicreler resiispanse edildikten sonra LB+50 mg/L Ampicilin
antibiyotigi iceren kat1 besiyerinie yayilmis ve 37°C’de gece boyu inkiibasyona

brrakilmistir.

3.4.5 Transformantlarin Analizi

37°C’de gece boyu inkiibasyonun ardindan gozlenen koloniler pJET.TYDC1
rekombinant vektoriinii almis olas1 transforme bakteriler olarak kabul edilmistir. Petrilerde

gozlenen bu koloniler, pJET1.2/Blunt vektoriiniin ¢oklu klonlama bdlgesinin her iki
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yaninda yer alan 0zgiin primerler ile koloni PCR yapilarak dogrulanmaya c¢alisilmistir.
Ayrica koloni PCR sonucu pozitif olan drneklerde bakterilerin icerdigi insert DNA’nin

TYDCL1 oldugunu dogrulamak i¢in DNA dizi analizi yaptirilmistir.
3.4.5.1 Koloni PCR

LB+50 mg/L Ampicilin antibiyotigi iceren kati1 besiyerinde gozlenen olasi
transformant kolonilerin dogrulanmasi i¢in Cizelge 3.13.’te sunulan PCR igerigi
hazirlanmistir. Daha sonra steril kosullar altinda besiyerinde gézlenen kolonilerden steril
kiirdan yardimi ile bakteriler alinarak PCR karisimina eklenmistir. Ardindan kiirdan, yeni
bir LB+50 mg/L ampicilin igeren kat1 besiyerine degdirilerek taranan koloniler igin stok
olusturulmustur. Hazirlanan PCR karigimlar1 Cizelge 3.14’te verilen kosullar1 saglamak

iizere PCR cihazina yerlestirilmistir.

Stok icin katr besiyerine ekilen bakteriler ise 37°C’lik etliivde gece boyu
inkiibasyona birakilmislardir. PCR iirlinleri %1°lik agaroz jelde elektroforez yapilarak

incelenmistir.

Cizelge 3. 13 Koloni PCR igerigi

Bilesenler Miktar Son konsantrasyon
Taq MasterMix (2X) 10 puL 1X
Primer (pJET.Frw) (10 uM) 0.4 uL 0.2 uM
Primer (pJET.Rvs) (10 uM) 0.4 uL 0.2 uM

Kalip DNA (koloni bakteri) - -

Niikleaz Ari Su 9.2 uL -

Toplam 20 pL
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Cizelge 3. 14 Koloni PCR kosullar1

Sicaklik Siire Dongii sayis1
94°C 3 dakika 1
94°C 45 saniye
51°C 1.5 dakika 35
72°C 1.5 dakika
72°C 10 dakika 1

3.4.5.2 Dizi Analizi

Olas1 transformantlara ait koloni PCR fdriinleri jelde incelendikten sonra
pJET.TYDCI tasiyan bakteriler belirlendi. Jelde TYDCL1’i temsil ettigi ongoriillen DNA

fragmenti kesilerek alinmis ve saflagtirilarak DNA dizi analizi i¢in kullanilmistir.

Jelden geri kazanim Bolim 3.4.2°de anlatildigi gibi uygulanmistir. Medsantek
Laboratuar Malzemeleri Sanayi ve Ticaret Ltd. Sti. firmasindan hizmet alimi yapilarak dizi

analizi gergeklestirilmistir.
3.5 TYDCY’in Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi

Calismanin bu asamasinda, TYDC1 genine ait DNA, pJET.TyDC1’den ¢ikarilarak

PQE.70 E. coli ekspresyon vektoriine klonlanmasi gergeklestirilmistir.

3.5.1 Ekspresyon Vektorii

Caligmamizda ekspresyon vektorii olarak pQE.70 segilmistir. pQE.70, optimize
edilmis gii¢lii T5 promoter yaninda ribozoma gii¢lii baglanmay1 ve translasyon etkinligini
artirict sentetik bir ribozomal baglanma bdlgesi ve baslangic kodonu bulunmayan gen
dizilerinin ekspresyonu igin baslangic kodonu (ATG) igermektedir. Ayrica, rekombinant
proteinin saflastirilmasi i¢in C terminalinde 6xHis etiketi tasimaktadir (Sekil 3.3). Kiigiik
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boyutu ve igerdigi elementler ile E. coli

_f_
as®
=

PT5 -lac O-lac O—RBS ey 6xHis g Stop Codons
|

< PQE-70
3.4kb
\ Col EV
Eco RI/RBS Sph | Bam HI Bgl I 6xHis

Sekil 3. 3 pQE.70 Ekspresyon Vektorii

3.5.2 pQE.70 Vektoriiniin izolasyonu

icin

iyi bir ekspresyon vektoriidiir.

Hind Il ty
[ 1|GCATGCGAGGATCCAGATCT| Il TAAGCTTAATTAGCTGAG [:]

Vektor, E. coli i¢cinde Yildiz Teknik Universitesi Molekiiler biyoloji ve Genetik

Bolimii’nden temin edilmistir. Bu nedenle klonlama ¢alismalar1 i¢in vektoriin bakteriden

izole edilmesi gerekmistir. Bunun i¢in 5 mL, LB+50 mg/L ampicilin s1v1 besiyerine 50 uL.

PQE.70 tastyan E. coli eklenmistir. Daha sonra bakteriler 37°C 180 rpm’de gece boyu

iremeye birakilmigtir. Ertesi giin plazmid izolasyonu i¢in invitrogen PureLink Quick

Plasmid Miniprep Kit (Cat no:K2100-10) kullanilmistir. Uygulanan protokol su sekildedir:

1. Bakteriler 12000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilip toplanmis ve st s1vi atilmistr.

2. Bakterilerin lizerlerine 250 pL resiispansiyon buffer eklenerek resiispanse edilip,

vortekslenmistir.
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3. Siispansiyonun tizerine 250 pL liziz tamponu eklenip karistirilmis ve ardindan 350
uL nétralizasyon tamponu eklenip karistirilmastir.

4. Siispansiyon 12000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

5. DNA plasmidi igeren {iist sivi bir pipet yardimiyla purifikasyon kolonunun icene
alinip, 12000 rpm’de 1 dakika santriftij edilmistir

6. Santrifiij sonrasi alt sividokiiliip, saflastirma kolonu ayni tiipe geri konulmustur.

7. Kolonun icene 500 pL yikama tamponu eklenmis ve 12000 rpm’de 1 dakika
santriftij edilip, ist sivi atilmistir. Bu adim (yikama adimi) ayni kosullarda 1 kez
daha tekrarlanmustir.

8. Yikama adimindan sonra kolon 1.5 mL eppendorf tiipe alinmustir.

9. Onceden 70°C’ye 1sitilmis eliisyon tampondan tiiplere 50 pL eklenip oda
sicakliginda 2 dakika inkiibasyona birakilmistir.

10. inkiibasyon sonrasinda tiipler ve 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilip, kolon
atilmistir.  Eppendorf tiiplerde toplanan plazmid DNA’smin konsantrasyonu

spektrofotometrede Slgiilerek belirlenmistir.

3.5.3 pJET.TYDC1 Plazmidinin izolasyonu

Insert DNA fragmentini igeren pJET.TYDC]1 plazmitini tasiyan bakteriler uygun

kosullarda tiretilip, plasmid izolasyonu yapilmastir.

Bunun i¢in daha 6nce dizi analizi yapilarak dogrulanan transformant pJET.TYDC1
kolonisinden steril kiirdan yardimi ile bakteriler alinmis ve 10 mL 50 mg/L ampicilin
antibiyotigi iceren sivi LB besi yerine ekilistir. Bakteriler 37°C 180 rpm’de gece boyu
iremeye birakilmistir. Ertesi giin, Boliim 3.5.2°de belirtilen metod kullanilarak plazmid

izolasyonu yapilmaistir.

3.5.5 pQE.70 ve pJET.TYDCL1 Plazmitlerinin RE ile Kesimi ve Saflastirilmasi

Hem vektoriin hem de insert DNA’nin bir biri ile komplementer yapiskan uglara
sahip olmasi i¢in hem pQE.70 hem de pJET.TYDC1, Sphl ve BamHI enzimleri ile

kesilmistir. Kesim reaksiyonu i¢in Cizelge 3.15’te sunulan karigim hazirlanmis ve 6rnekler
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gece boyu 37°C’de inkiibe edilmistir. Ertesi giin, ornekler enzimlerin inaktivasyonu icin
80°C’de 20 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra Sphl ve BamHI ile kesimi yapilan
plazmid DNA’lar1 %]1°lik agaroz jelde yiiriitiilmiis ve kesimi gergeklesen pQE.70 vektor
DNA’s1 ile TYDCL insert DNA’s1 jelden kesilerek Bolim 3.3.4’te anlatildigi bicimde

saflagtirilmistir.

Cizelge 3. 15 pQE.70’in RE’leri ile kesim reaksiyonu igerigi

Bilesenler pQE.70 pJET.TYDC Final konsantrasyon
pQE.70 (150 ng/uL)) 15.0 uL - 2250 ng
pJET.TYDCI (440 ng/uL) - 12.0 L 5280 ng
Buffer Tango (1X) 2.0 uL 2.0 uL 0.1X

SpHI Enzim (10 U/pL) 1.0 L 1.5 uL 10 U/ 15U
BamHI Enzim (10 U/uL 1.0 uL 1.5ul 10U /15U
Niikleaz Ari Su 1.0 uL 3.0 uL -

Toplam 20 nL. 20 nL.

3.5.6 pQE.70 ve TYDC1 Insert DNA’simin Ligasyonu

Jelden geri kazanilan ve ayni RE uglarina sahip olan lineer pQE.70 ve TYDC1 insert
DNAlar1 ligasyon islemi ile bir araya getirilmistir. Gergeklestirilen ligasyon reaksiyonunun
icerigi Cizelge 3.16’da sunulmustur. Reaksiyon karisimi iyice karistirilip, oda sicakliginda

5 dakika inkiibe edilmis ve ardindan transformasyon c¢alismalarinda kullanilmistir.
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Cizelge 3. 16 pQE.70 ve TYDCL1 insert DNA’sinin ligasyon reaksiyonu igerigi

Bilesenler Miktar Son konsantrasyon
Vektor DNA pQE.70-Sphl/BamHI (30 ng/uL) 1.0 uL 30 ng
TYDC1-Sphl/BamHI insert DNA (12 ng/ pL) 5.0 uL 60 ng
Reaksiyon tamponu (2X) 10.0 uL 1X
T4 DNA ligaz (5U/ pL) 0.5 uL 25U
Niikleaz Ari Su 1.0 uL -
Toplam 20 pL.

3.5.7 Transformasyon

Bu tez calismasinda TYDCL1 geninin klonlanmasi i¢in konakgi hiicre olarak E. coli
bakterisinin DH5a. susu segilmistir. Bolim 3.4.4°te belirtilen transformasyon teknigi

kullanilmstir.

3.5.8 Transformantlarin Analizi

Calismanm bu asamasinda, TYDC1 genine ait DNA’nm, pQE.70 E. coli ekspresyon
vektoriine klonlanip klonlanmadigini analiz etmek igin koloni PCR ve dizi analizi

yapilmistir.

3.5.8.1 Koloni PCR

Kat1 besiyerinde gozlenen olasi transformant kolonilerin dogrulanmasi i¢in Cizelge
3.13.’te sunulan PCR igerigi hazirlanmistir. Primer olarak Sph-LuaTYDC1_F ile BamH-
LuaTYDC1_R kullanilmistir. Bolim 3.4.5.1’de uygulan yontem ile PCR igerigi
hazirlanmistir. Hazirlanan PCR igerigi Cizelge 3.14°te verilen kosullar1 saglamak {izere
PCR cihazina yerlestirilmistir. Stok icin kat1 besiyerine ekilen bakteriler ise 37°C’lik
etlivde gece boyu inkiibasyona birakilmiglardir. PCR iriinleri %]1°lik agaroz jelde

elektroforez yapilarak incelenmistir.
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3.5.8.2 Dizi Analizi

Olas1 transformantlara ait koloni PCR iiriinleri jelde incelendikten sonra TYDC1’i
temsil ettigi ongoriilen DNA fragmenti kesilerek alinmis ve saflagtirilarak DNA dizi analizi
icin kullanilmigtir. Jelden geri kazanim Bolim 3.4.2°de anlatildigi gibi uygulanmustir.
Medsantek Laboratuar Malzemeleri Sanayi ve Ticaret Ltd. Sti. firmasindan hizmet alim1

yapilarak dizi analizi ger¢eklestirilmistir.
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BOLUM 4

BULGULAR

4.1. TYDC Geninin Cogaltinm

4.1.1. gDNA’dan TYDC Geninin Cogaltimi ve Optimizasyon Calismalar

TYDC geninin cDNA’dan elde edilme ¢alismalarina baslanmadan 6nce tasarlanan
primerlerin beklendigi bigimde TYDC genine ait DNA bolgesini ¢ogaltip ¢ogaltmayacagini
tespit etmek ve optimum PCR kosullarmi belirlemek i¢cin optimizasyon ¢aligmalar1 yapilda.
Optimizasyon c¢aligmalar1 i¢in gDNA kullanildi. Toplanan ¢igek ve sap dokularmin bir
kismi gDNA izolasyonunda kullanildi. Yaklasik olarak 850 ng/uL. konsantrasyonda elde
edilen gDNA’nm, agaroz jel elektroforezi yapilmis, kirilmadan saglikli bicimde izole

edildigi sekil 4.1°de gosterilmistir.
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Sekil 4. 1 L. aestivum’dan izole edilen gDNA agaroz jel elektroforezi goriintiisii (1. Cigek,
2. Sap dokusu)

Izole edilen gDNA kullanilarak TYDC geninin gogaltimi icin tasarlanan her bir
primer cifti ile gradient PCR yapilmis ve her primer ¢ifti i¢in optimum primer baglanma
sicaklig1 belirlenmeye ¢alisilmistir. Ancak tasarlanan primerler beklendigi dlgiide basaril
sonug Uretememistir. Farkli PCR kosullar1 ve sicakliklar1 denenmis ancak higcbir primer ¢ifti

icin basaril1 bir sonug¢ saglanamamistir (Sekil.4.2).

Sekil 4. 2 Tasarlanan TYDC gen primeri ile A) Gradient (sayisal degerler uygulanan
annealing sicaklik degerleridir) B) Touch-Down PCR sonucu
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Bunun iizerine tekrar primer tasarimima gidilmis ve Narcissus papyraceus
(MF979854.1), Narcissus pseudonarcissus (MF405171.1) ve Lycoris aurea
(MG932082.1)’un iki izogenine (TYDC1 ve TYDC2) ait nukleotid dizileri kendi iginde
coklu hizalama yapilarak karsilagtirilmig. Karsilastirilan 3 tiir icin TYDC1 ve TYDC2
genleri yiiksek oranda homoloji gostermis ve ozellikle baslangi¢ ve son kisimlarini igine
alacak bicimdeki diziler primer yapiminda kullanilmistir. Tasarlanan primerlerin
komplementer oldugu bdlgelerde gézlenen nuklotid degisimlerini tolere edebilmek ve her 3
tir i¢in de tam bir komplementerlik saglayabilmesi dolayist ile de Leucojum aestivum
genomunda karsilasilabilecek uyumsuzluklar bertaraf etmek igin farklilik go6zlenen
pozisyonlardaki nukleotidler i¢in dejenere nukleotidler kullanilmistir. Dejenere olarak
tasarlanan yeni primer ciftlerinin ayni1 sekilde gDNA kullanilarak PCR optimizasyonlari
yapilmistir. Bu ¢aligmalar sonucunda asagida sunulan kosullar basarili sonuglar vermistir
(Sekil 4.3). Bu ¢aligmalar sonucunda TYDCI1.F/Rb primer ¢ifti i¢cin yaklagik 1500 bg ve
TYDC2.F/Rb primer ¢ifti i¢in de 1550 bg biiyiikliigiinde DNA fragtmentleri ¢ogaltilmistir.
Daha sonra genin cDNA’dan ¢ogaltimi ve izolasyonu bu TYDC1.Fa/Rb ve TYDC2.Fa/Rb
primer ciftleri ve Cizelge 3.10’da sunulan PCR kosullar1 kullanilarak gergeklestirilmistir.

TYDC2 geni

Sekil 4. 3 Yeni tasarlanan primerler kullanilarak gerceklestirilen PCR sonuglar1 A) TYDC1
B) TYDC2 primerlerinin kullanildigi PCR sonuglar1.
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4.1.2 TYDC Geninin cDNA’dan Cogaltin ve izolasyonu

4.1.2.1 Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu i¢in L. aestivum ¢icek dokusu kullanilmistir.
Spektrofotometrede yapilan 6l¢lim sonucunda 300-700 ng/puL konsantrasyon araliginda ve
kaliteli total RNA elde edilmistir (Sekil 4.4). cDNA sentezinden once RNA Ornekleri

DNase I ile muamele edilerek gDNA kontaminasyonundan temizlenmistir.

1 2 3 45 67 8 910

' S - — —28S rRNA
-~ ﬂ ' o G— —18S rRNA

Sekil 4. 4 L. aestivum ¢igcek dokusundan izole edilen total RNA’lar

4.1.2.2 ¢cDNA’dan TYDC Genlerinin Cogaltimi

DNasel uygulamasmi ardindan yaklasik 4 pg total RNA kullanilarak ¢cDNA
sentezi yapilmistir. Ardindan optimizasyon caligmalar1 sonucunda tespit edilen optimum
kosullar ve etkin ¢alisan “TYDCI.F/Rb ve TYDC2.F/Rb” primer ¢iftleri kullanilarak
cDNA’dan TYDC1 ve TYDC2 genlerinin ¢ogaltimi yapilmistir. Ayrica genin ¢ogaltiminda
farkli DNA polimeraz enzimleri (Platinum Taq DNA Pol., AQ90 High Fidelity Taqg DNA
pol., Exprime Taq DNA pol.) kullanilmistir. Bunlar arasinda en basarili sonu¢ AQ90 High
Fidelity Tag DNA pol., ile TYDC1 geni i¢in elde edilmistir. AQ90.2 nolu 6rnekte yaklasik
1500 bg¢ boyutunda gozlenen DNA fragmentinin beklenen TYDC geni oldugu

Ongorilmiistiir.
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Ancak hem Platinum Taq ve hem de ExPrime ile ¢ogaltilan 2000 bg’den ¢ok daha
biiyiilk oldugu gozlenen DNA fragmentlerinin, bitkilere ait bilinen TYDC genlerinin
boyutlarindan yola ¢ikarak TYDC genine ait olamayacagi kabul edilmistir. Dolayisiyla
sadece basarili sonu¢ veren AQ90’nin 2 nolu Ornegindeki yaklasik 1500 bg¢’lik DNA
fragmenti jelden kesilerek saflastirilmistir (Sekil 4.5).

TYDC1 TYDC2

Pla.Tag AQ.90  ExPrim Pla.Tag AQ.90 ExPrim
[ 3] Y e D e s R ARRNIE . - 5. L el D asl e St s S DS N K:

. o ""!

s - =

Sekil 4. 5 cDNA’dan TYDC1 ve TYDC2 geninin ¢ogaltimu.

(Ok ile gosterilen band TYDCL genine ait DNA fragmentidir. Pla.Taq: Platinum Tag DNA
Pol ile yapilan ¢ogaltim, AQ90: AQ90 High Fidelity Taq DNA pol ile yapilan ¢cogaltim,
ExPrim: Exprime Taq DNA pol ile yapilan ¢ogaltim)

4.1.2.3 RE Tamima Dizileri Eklenmis TyDC1 Geninin Cogaltin

AQ90.2 6rneginde 1500 bg’lik DNA fragmenti jelden kesilerek saflastirilmis ve
konsantre edilerek yaklasik 50 ng/pL konsantrasyonda TYDC1’e ait DNA elde edilmistir.
TYDCL1 geninin, pQE.70 ekspresyon vektoriine klonlanabilmesi i¢in uglarinda Sphl ve
BamHI RE’leri i¢in tanima dizilerinin bulunmasi gerekmektedir. Bunun i¢i saflastirilan
DNA, kalip olarak kullanilmis ve uglarina RE kesim dizileri eklenen primer ¢ifti (Sph-
LuaTYDC1_F/BamH-LuaTYDC1 R) kullanilarak TYDC1 genine ait DNA tekrar PCR ile
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cogaltilmistir (Sekil 4.6). Bu sekilde elde edilen TYDC1 genine ait DNA fragmentleri

jelden kesilerek saflastirilmis ve klonlama ¢aligmalarinda kullanilmastir.

Boylece elde edilen TYDC1 fragmentlerinin 5’ ucuna Sphl ve 3° ucuna da BamHI

RE’leri i¢in tanima dizileri eklenmistir.

Sekil 4. 6 Sph-LuaTyDC1_F/BamH-LuaTYDC1 R primer ¢ifti ile ¢ogaltilan TYDC1 geni.

4.2 TYDC1 Geninin Alt Klonlanmasi

Uglarma RE tanima dizileri eklenen ve jelden kesilerek saflastirilan TYDCL1 genine
ait DNA fragmentleri, yaklasik 85 ng/uL konsantrasyonda elde edilmistir. pQE.70
ekspresyon vektoriinden oOnce alt klonlama yapilmak iizere pJET1.2/Blunt vektoriine
ligasyonla baglanmistir. Ligasyon iriinleri (pJET.TYDC1) E. coli’ye transformasyonda

kullanilmastir

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

pJET 1.2/Blunt vektoriine ligasyonla baglanan TYDC1 gen dizisinin E. coli’ye
transformasyonu sonucunda 2 ayri petri de pJET.TYDC1 (Sph-BamH uglara sahip) igeren

bir ¢ok koloni tiremistir.
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Bunun yani sira pozitif kontrolde de ¢ok sayida koloninin varligina karsin negatif
kontrolde ise hi¢ koloni gézlenmemis olmasi yapilan transformasyon ¢aligmasinin basarilt

bigimde gerceklestigini ortaya koymustur (Sekil 4.7).

pJET.TYDCI1 (2.grup)

Negatif konrol

Sekil 4. 7 pJET.TYDCZ1’in transformasyonu

4.2.2 Transformantlarin Kontrolii

Bu asamada, 2 petride gozlenen olasi transformant kolonilerin dogrulanmasi i¢in

pJET.Frw/Rvs primer ¢ifti kullanilarak koloni PCR yapilmistir (Sekil 4.8).

Her bir grup i¢in 5’er koloniye PCR yapilmistir. 2 ve 5 nolu 6rneklerde 1500 bg
civarinda bant goriilmiistiir. Bu 6rneklere ait bantlar jelden kesilerek temizlenmis ve dizi

analizi i¢in kullanilmistir.
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Sekil 4. 8 pJET.TYDCL1 i¢in koloni PCR sonucu (1-5: 1. Grup 6rnekler; 6-10: 2.Grup
ornekler; NK: Negatif Kontrol)

4.2.3 LuaTYDC1 Dizi Analizi

L. aestivum’un cDNA’sindan ¢ogaltilarak klonlanan TYDC1 (LuaTYDC1) geni igin
elde edilen 1503 b¢’lik niikleotid dizisi asagida sunulmustur. Tez ¢alismasi kapsaminda
elde edilen LuaTYDCL1’in dizisi NCBI veri tabaninda BLAST yapilarak klonlanan DNA
fragmentinin TYDC1 geni oldugu agik¢a gorilmiistiir. Ayrica BLAST analizi sonucu L.
aestivus 'un TYDC1 geninin diger bitki tiirlerinin TYDC1 geni ile dizi homolojisinin yiiksek
oldugu (%73-91) gdzlenmistir. Ozellikle daha yakin tiirler olan Narcissus pseudonarcissus
(MF405171.1)’un TYDC1 geni ile %91,6, Narcissus papyraceus (MF979854.1)’ki ile %90,
Lycoris longituba (MT968432.1)’nin ki ile %90.6 ve Lycoris aurea (MG932082.1)’un ki
ile de %87,4 oraninda dizi homolojisi gosterdigi gézlenmistir (Cizelge.4.2). Bununla
birlikte BLASTN analizi sonucu karsilagtirma yapilan tiirlerde TYDC1 geni nukleotid dizi
varyasyonuna dayanan bir filogentik agac elde edilmistir ve evrimsel iligkileri ortaya

konmustur (Sekil.4.9).
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Ayrica bu yakin tiirler ile yapilan ¢oklu hizalama analiz sonucu Sekil.4.10°da
sunulmustur. Bu hizalama ile genin dizilerinin korunmus oldugu gozlenmistir. Bu
bolgelerin  TYDC1 enziminin islevi agisindan Onemli aktif bdolgeler oldugu

distiniilmektedir.

Cizelge 4. 1 L. aestivum TYDC1 geninin niikleotid 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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PREDICTED: Amborella trichopoda tyrosine/DOPA decarboxylase 2 (LOC18427198), mRNA
PREDICTED: Amborella tnchopoda tyrosine/DOPA decarboxylase 2 (LOC18427200), mRNA
“é 9PREDICTED: Musa acuminata subsp. malaccensis tyrosine/DOPA decarboxylase 2:like (LOC103969483). mRN..
9PREDICTED: Elacis guineensis tyrosine decarboxylase 1-like (LOC105049782), mRNA
Spirodela intermedia genome assembly, chromosome: 15
bSpimdth intermedia genome assembly, chromosome: 15
9Spirodela intermedia genome assembly, chromosome: 18
Spirodela polyrhiza strain 9509 chromosome | sequence
Spirodela intenmedia genome assembly, chromosome: 2
Spirodela polyrhiza strain 9509 chromosome 3 sequence
{ammhn contorta tyrosine decarboxylase (tyrDC) gene, complete eds
Anstolochia contorta tyrosine decarboxylase (tyrDC) mRNA, partial ¢ds
9 Ananas comosus var. bracteatus genome assembly, chromosome: 13
PREDICTED: Ananas comosus tyrosine/DOPA decarboxylase 2-like (LOC109703593), mRNA
9 Ananas comosus genome assembly, chromosome: 25
PREDICTED: Triticum dicoccoides tyrosine decarboxylase 1-hke (LOC119272443), mRNA
PREDICTED: Aegalops tauschii subsp. tauschii tyrosine decarboxylase 1-like (LOC109758274), mRNA
9 PREDICTED: Asparagus officinalis tyrosine DOPA decarboxylase 1-like (LOC109849678), mRNA

) lr—%)mismlymsimdmbox)mlmm:\.mﬂcds

—T_i—. Leucojum aestivum TyDC1 (LuaTyDC1)
9 Lycori bongituba yrosine decarboxylase mRNA. comphete cds
Narcissus pseudonarcissus tyrosime decarboxylase | mRNA, complete ¢ds

|°'°7_| Narcissusaff.pseodonarcissus MK-2014 tyrosine docasboxylase mRNA. complcte ods
Narcissus papyraceus tyrosine decarboxylase 1 (TYDCI) mRNA, complete cds

Sekil 4. 9 LuaTYDCL1 geninin NCBI veri tabanindaki bitki tiirlerinin TYDC1 genleri ile
filogenetik iliskisi
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GCTTCAACSC

Sekil 4. 10 LuaTYDC1’in yakin tiirlerdeki TYDC1 geni ile olan dizi benzerligi

Ayrica elde edilen nukleotid dizisine ait en uygun ORF’yi bulmak {izere
https://web.expasy.org/translate/ programi kulanilmis ve 6 ORF olasiligi i¢inde en uygun
sonu¢ ORF3 ile elde edilmistir. (Sekil 4.11). Elde edilen amino asit dizisi LuaTYDC1

geninin 503 amino asit kodladigini gostermektedir (Cizelge 4.3). Elde edilen bu amino asit
dizisine BLASTp analizi yapilmig ve yine yakin tiirlerden N. pseudonarcisus, N.
papyraceus, L. longituba ve L. aurea ile %89-93,53 oraninda dizi homolojisi gézlenmistir.
Ayrica yakim akraba olmadig: farkli tiirlerin TYDCL proteinlerinin amino asit dizileri ile de
%70’in oraninda yiiksek homoloji gostermistir. LuaTYDC1 proteininin amino asit dizisinin

yakin tiirler ile olan ¢oklu hizalama sonucu Sekil. 4.12’de sunulmustur.
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https://web.expasy.org/translate/

~5'3' Frame 1
MGSLGSDNTAELEAMALHST -1 LT PKSFVDRATHS STES PTTTRTSTSTPYVAKSNRVT-KRSCPSPPRTNENPSKPFSTTSPTTSSQESLTG-ALTTS LT SLPAEAPPASSARCS ARG SMPCVLTGCRHERLPSWRPS -RIGSGSEWHCR
RSSCSPAVAVESCKAPLARPYCVP-PLRGTKC-IRSERIGSVGSSSTGRIRPTAHCRRLLRSPASIRRTSVRSGLSK PMHSDSIPRSYGRW -QLTHRLGWSRCT YVLEHGPHHQPRWT SSEGC GSTWMRRTRGARAYARSSGT
SSTGWRGPRRSASTRTSGSSPTSTAAASGSRSRRPWSTLCRPTRSTCGTRRPSRRRWNTTRTGRS PSAVGSGR-SCGW-CGATARRI YVAF-GVT LRWPS Y SKGWCRRMRGSRL - FRGVS PSVSGSTRRISDRS -TGSTTSTGSCHRT-TR
RGDCT-PMRXSEASTS

~5'3' Frame 2
WAVLALIILPSSKOWLCILSESSRPRRVSSTRPHGHRLSRRLLOKRRQVPRT-PSRTGLLEKDPARVRPE PTR] PRNHSRRHHQPHRPRNHS LDE P-LLRLL PFQRKHRRLPRRDAQHGVOCRVE - LDVVTCGYRAGDHRDGLAREASGIAG
EVLVLRRWRASLARHHLRGHTVYLDRCEGQSVE-DRKGSDR-ARRLRVGSDPLRTAEGCS DRRHPSGELPCGQDFQSRCIRTQSRRATEGGS S -RGGWAGPAVFMSYRGDHI INRGGPAPRAVLGGGGE -DVGPRGCGVRGERVEMPGVPAL
HRRGGGGHVVOLORAQVVLEQPRLLLPLGOGARGPGORSVDOPGVPAE QG DRVAE GGGLOGLADRPQPSVOGDEAVDGDAELRRGEFT - LFKESR-DGQA T RRVGVGG-EVRDCSSEEFREGLE PVQPEE YRTGVRPDQRLQPEVVGGRELD
GEIVHDPCGXRRRVHL

~5'3' Frame 3
GOSWL--YCRARSNGSAFYLNPLDPEE FRRQGHMVIDELADY YKNVDKY PVRSQVE PGYLRK I LPESAPNQPESLET I LDDI TNH IVPG I THAMS PNYFAYFPSSGSTAGFLGEMLSTGENAVCENWMS S PAATELETIVIDWLGKLLALPE
KFLFSGGGGGVLQGTTCEATLCTLTAARDKVLNKIGKDRIGRLVVYGSDQTHCALQKARQTAGTHPANFRAVRTFRADAFGLNPEELRKVVAADVAAGLY PLYLCPTVGTTSSTAVDOLRGLCSVAAENEMAVEVDARYAGSACICPEFREF
IDGVEGATSFSFNAHKWFFTNLDCCCLWVKE PQALVNALSTNPEY LRNKATE SQRVVDYKDHQI ALSRRERAMKLWMVMR S Y GVANLRSFLRSHVAMAKL FEGLVSADERFE IVVPRSFAMVCFRENPRNIGPELDRINDENRKLLEDVNST
GRLYMTHAXIGGEYIF

~35 Frame 1
KDVLASDXRMGHVQS PRRVAVLOQLPVEVVDRY-LRSDILRVE PETDHGET PRNYNLE PLIRRHQPFE-LGHLNVT P-KAT - IRHAVAPHHH POLERPEPTAEGDLPVLVVHHLLRLGRLVPQVLRVGROSVDOGLRLLDPEARAVEVGEER
LVRVEAERRGPLHPVDEVPELRAYARAPRVRRIHVDPHL I LRRERAQPSELVHRG--CGPRGRT - IQRDQPSRHVSCYHLP-LFGIESECIGFES PDRTEVRRMDAGDLS SLLOCAVGLIRPVDDEPTDPILSDLIQRFVPRSGOGTQYGLA
SGALODSTATAGEQELLROCOKLPEPIRADGLOLGSRR - R PVKTHG I EPRAEHLAEEAGGASAGREVSEVVRAH PVSDSWDDVVGDVVENGFEGEGLVRGGLGQDLFQVTRFDLATYGVLVDVEVVVGEKVDDHVALSTKLEGVERIQIEC
RAIASSSAILSEPRLP

35" Frame 2
KMYSPPXTAWVMYNL PVEFTSSNNFRLKSLIRSNSGPIFFGLNRROTMARLLGTTISNLSSADTNPSNSLAILT - LLKKLRKFATP-LRITIHSFIALNRRLRAICQSL-STTFCDSVALFRRYSGLVDRALTRACGSLTQRQQOQSRLVKNH
LCALKLNDVAPSTPSMKCRNSGHMHAL PAYARSTWTHISFSAATEHS PRSWSTAVDDVVPTVGHKYSGTS PAATSAATTFRSSSCLSPNASALKVLTARKFAGHMPAT - AAFCSAQHV-SDP-TTSLPIRSFPILFNTLSLAAVKVESHMASQ
VVECKTPPPPPENKNFSGNARSFPSQSVIMVSSSVAAGDDIQLRHTALNPVLSIS PREPAVLPLEGK -AK-LGLIQ-VIPCTMWLVMS SRMVSRDSGHFGADSGRIFER - PGSTWLRTGY LSTFL -~ SARKSMIMWPCRRNSSGSRGFR-NA
EPLLRARQYYQSQDCP

~3'6' Frame 3
RCTRLRXPHGSCTISPSSSRPPTTSG-SR-SGLTPVRYSSG-TGNF LQSRTSHPPTPTLRIAWPS-RDSLKSYVNSPRRSSASPSTASSP~TDG-GRSASPCS PPPSATRSPCSAGTPGWSTER-PGPARP-PRGSSSRGR-RTT
CAR-S-TTWPPPPRR-SAGTPGICTRSPRTPHPRGPTSHS PPPPSTALGAGP PRIMMASER-DINTAGPAQPPROLL PPSVALRD-VRMHRE -KS - PHGS SPDGCRRSEQPSAVRSGSDPTRRRRAYRSDPFRS Y STLCPSQRSRYTVHERK
WCLARLHRHRRRTRTSPAMPEASRANPSRWSPAR-PQVTTSS-NTRE-TPC-ASRRGSRRCFRWKGSKRSS-GSSSE-FLGRCGH-CRREWFRGIRVGSGRTRAGSFSSNPVRLGYVRGTCRRFCSSRRESR-PCGLVDETLRGREDSDRMQ
SHCFELGNIIRAKTAR

Sekil 4. 11 LuaTYDC1 nukleotid dizisine ait ORF sonuglar1

Cizelge 4. 2 LuaTYDCL1 geninin amino asit dizisi

YCRARSNGSAFYLNPLDPEEFRRQGHMVIDFLADYYKNVDKYPVRSQVEPGYLKK
ILPESAPNQPESLETILDDITNHIVPGITHWMSPNYFAYFPSSGSTAGFLGEMLSTGF
NAVCFNWMSSPAATELETIVTDWLGKLLALPEKFLFSGGGGGVLQGTTCEAILCTL
TAARDKVLNKIGKDRIGRLVVYGSDQTHCALQKAAQIAGIHPANFRAVRTFKADA
FGLNPEELRKVVAADVAAGLVPLYLCPTVGTTSSTAVDQLRGLCSVAAENEMWYV
HVDAAYAGSACICPEFRHFIDGVEGATSFSFNAHKWFFTNLDCCCLWVKEPQALV
NALSTNPEYLRNKATESQKVVDYKDWQIALSRRFRAMKLWMVMRSYGVANLRS
FLRSHVKMAKLFEGLVSADERFEIVVPRSFAMVCFRFNPKNIGPELDRINDFNRKLL
EDVNSTGRLYMTHAXIGGEYVIRFAAGATLTEEKHVRCAWKVVQEHAEALLGEI
WLL

51



Consensus MGSLG DNIAELE NGSAF LNPLDPEEFRRQGHMVIDFLADYY NVWKYPVRSQVEPGYLKKILP§SAPNQPESLETILDDITNHIVPGITHWMSPNYFAYFPASGSTAGFLGEMLSTGFYAVCFNWMS

Sp|ADAZHSAL. rboxylase 1 MGSLGSDNIAELEANGSAFNLNPLDPEEFRRQGHMVIDFLADYYQNVRKYPVRSQVEPGYLKKILPSAPNQPESLETILDDITNHIVPGITHWMSPNYFAYFP. AVCENWMS 130
QO0QS50636.1 ... longituba] MGSLGPDNIAELEANGSAFSLNPLDOPEEFRRQGHLVIDFLADYYKNVEKYPVRSQVEPGYLKKILPHSAPYQPESLETILDDITNHIVPGITHWMSPNYFAYFP AVCENWMS 130
AXU39890.1 ...papyraceus] MGSLAN--AAALEINGSAFNLNPLDPEEFRRQGHMVIDFLADYYENVEKYPVRSQVEPGYLKKILP§SAPNQPESLETILDDITNHIVPGITHWMSPNYFAYFP. AVCFNWMS 128
AYH64864.1 t..coris aurea] MGSLGSDNIAELETNGSAFSLNPLEPEEFRRQGHLVIDFLADYYQNIQKYPVRSQVEPGYLKKILP§SAPNQPESIETILGDITOHIIPGITHWQSPNYFAYFP. AVCFNWMS 130
LuaTyDC1-translated ORF3 -6GQSWL--YCRARSNGSAFYLNPLDPEEFRRQGHMVIDFLADYYKNVRKYPVRSQVEPGYLKKILPYSAPNQPESLETILODITNHIVPGITHWHSPNYFAYFP: AVCFNWMS 127

—
Consensus SPAATELEMEVTOWLGKLLALPEKFLFSGGG6GGVLQGTTCEAILCTYTAARDKVLNKIGKDQIGRLVVYGSDQTHCALDKAAQIAGIHPANFRAVATFKSDAFGLNPEELRKVVSADVAAGLVPLYLCPT
SpIADAZHSAL.rboxylase 1 SPAATELETEVTOWLGKLLALPEKFLFS66666VLQGTTCEATLCTHTAARDKVLNKIGKDQIGKLVVYGSDQTHCALPKAAQTAGIHPANFRAVATFKSDAFGLNPEELRKVVSADVEAGLVPLYLCPT 260
Q0QS0636.1 . longituba]  SPAATELEMEVTOWLGKLLALPEKFLFS666GGVLQGTTCEAILCTYTAARDKVLNNIGKDQIGRLVVYGSDQTHCALRKAAQTAGIHPANFRAVATFKSDAFGLNPEELRKVVSADVAAGLVPLYLCPT 260
AXU39890.1 .papyraceus]  SPAATELEMEVTOWLGKLLALPEKFLFSGGGGGVLQGTTCEAILCTYTAARDKMLNKIGKDQIGRLVVYGSDQTHCSLKKAAQIAGIHPANFRAVATFKSDAFGLNPEELRKVVCADVEAGLVPLYLCPT 258
AYH64864.1 t.cons aurea]  SPAATELEMEVTOWLGKLLALPEKFLFSG666GVLQGTTCEAILCTYTAARDRVLNKIGKDQISRLVVYGSDQTHCALRKAAQIAGIHPANFRAVHTFKSDMFGLNPEELQKAVSADVAAGLVPLYLCPT 260
LuaTyDC1-transiated ORF3  SPAATELETEVTOWLGKLLALPEKFLFSG66GGVLQGTTCEATLCTYTAARDKVLNKIGKDRIGRLVVYGSDQTHCALDKAAQTAGIHPANFRAVATFKADAFGLNPEELRKVVAADVAAGLVPLYLCPT 257

I N | S 1 e
Consensus 6LCSVAAEH W PQALYNALSTNPEYLRNKATESQKVVDYKDWQIALSRRFRANKLWHVHRSYGV,
SpIAOAZHSAL.rboxylase 1 | VGTTSSTAVDQLRGLCSVAEEHEMWVHVDAAYAGSACTCPEFRHHIDGVEGATSFSFNAHKWFFTNLDCCCLWVREPQAL JNALSTNPEYLRNKATESQKVVDYKDWQIALSRRFRAMKLWHVHRSYGVA 3%
Q0QS0636.1 ... longituba] | VGTTSSTAVDQLAGLCSVAAEHEMWVHVDAAYAGSACICPEFRHHIDGVEGATSFSFNAHKWFFTNLDCCCLWVREPQALNALSTNPEYLRNKATESQKVVDYKDWQIALSRRFRAMKLWHVHRSYGVY 3%
AXU39890.1 .papyraceus] | VGTTSSTAVDQLRGLCSVAEEHEMWVHVDAAYAGSACICPEFRHHIDGVEGATSFSFNAHKWFFTNLDCCCLWVQEPQDLNALSTNPEYLRNKATESQKVVDYKDWQIALSRRFRAMKLWHVHRSYGVA 338
AYH64864.1 t.cons aurea] | VGTTSSTAVDQLAGLCSVAAEHEMWVHVDAAYAGSACICPEFRHIJIDGVEGATSFSFNAHKWEFTNLDCCCLWVGEPQALNALSTNPEYLRNKATESQKVVDYKDWQIALSRRFRAMKLWHVHRSYGVA 3%
LuaTyDC1-translated ORF3 | VGTTSSTAVDOLRGLCSVAAENEMWVHVDAAYAGSACTCPEFRHHIDGVEGATSFSFNAHKWEETNLDCCCLWVKEPQAL\NALSTNPEYLRNKATESQKVVDYKDWOTAL SRRERAMKLWHVHRSYGVA 387

Consensus
SP|ADAZHSAL.rboxylase 1
QO0Q50636.1 ... longituba]
AXU39890.1 ..papyraceus]
AYH64864.1 t..coris aurea]
LuaTyDC1-translated ORF3

NLRNFLRSHVKMAKLFEGLVSADERFEIVVPRNFAMVCFRFNPKK D -TGPELDRINELNRRLLEDVNSSGRLYMTHAVIGGEYVIRFAAGATLTEEKHVRCAWK VQEHAEALLGE
NLRNFLRSHVKMAKLFEGLVSADERFEIVVPRNFAMVCFRFNPTKKDRATGPELDRINEFNRRLLEEVNSTGRLYMTHAVIGGEYVMRFATGATLTEEKHVRCAWRAIQEHAAALMEKI - - YYKQRN
NLRNFLRSHVKMAKLFEGLVSADERFEIVVPRNFAMVCFRFNPKKKDQ-TGPELDWINELNQRLLEDVNSSGRLYMTHSVMGGEYVIRFAAGATLTEEKHVQCAWKLLQEHAEALMNTHGEDYKLRN- -~
NLRNFLRGHVKTAKLFEELMSADERFEIVVPTNFAMVCFRFNPKKEDRTTGPELDQINKLNMRLLEDMNSSGRLYMTHSVIGGEYVIRFAAGATLTEEKHVRCAWKVVQEHAEALLGEQ--KWLL-----
NLRNFLRGHVKLAKLFEGLVSTDERFEIVVPRNFAMVCFRLNPKKDR--TGSGLORVNELNRRLLEEVNSSGRLYMTHAVIGGEYVIRFAVGATLTEEKHVRCAWKAVQEHAEALLGEHKRLQ- - -

NLRSFLRSHVKMAKLFEGLVSADERFEIVVPRSFAMVCFRFNPKN- - - - IGPELDRINDFNRKLLEDVNSTGRLYMTHAXIGGEYVIRFAAGATLTEEKHVRCAWKVVQEHAEALLGEIWLL-------~

Consensus =%
Sp|ADAZHSAL.rboxylase 1 -
Q0QS50636.1 .. longituba] --
AXU39890.1 ..papyraceus] .-
AYH64864.1 t...coris aurea] --
LuaTyDC1-translated ORF3 -

515
516
s11
511
505

Sekil 4. 12 LuaTYDC1 proteininin amino asit dizisinin yakin tiirler ile olan ¢oklu hizalama
sonucu (Isaretli bolgeler TYDCI1 enziminin fonksiyonu i¢in 6nemli olan korunmus
bolgeleri temsil etmektedir)

4.3 TYDCL1 Geninin Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi

Bu asamada L. aestivum’a ait TYDC1 geninin, ekspresyon etkinliginin belirlenmesi
ve enzim aktivite testlerini yapmak tizere E. coli’de etkin ekspresyon yapabilen pQE.70

vektoriine klonlanmasi amacglanmustir.

4.3.1 pQE.70 ve pJET.TYDCL1 Plazmitlerinin RE ile Kesimi

Komplementer uglara sahip vektor ve insert eldesi i¢in hem pQE.70 ve hem de
pJET.TYDCI plazmitleri ayn1 RE’leri ile kesilmistir. Kesim reaksiyonu sonucu drnekler
%1’lik agroz jel Jel
incelendiginde 5’ ucu Sphl ve 3’ ucu da BamHI ile kesilmis TYDC1 insert DNA’sin1 temsil

de elektroforez yapilarak goriintiilenmislerdir. goruntiisi

eden 1500 bg¢ civarinda DNA bandi 2 nolu 6rnek de goriilmiistiir. Buna ek olarak 5° ucu

Sphl ve 3* ucu da BamHI ile kesilerek lineer hale getirilen pQE.70 vektoriinii temsil eden
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DNA bandi da jel de agik bigimde gozlenmistir (Sekil 4.13). Ardindan spektrofotometrede
konsantrasyon sonucu diisiik olan 6rnekler, konsantratdr kullanilarak konsantre edilmistir.
5’er uL nukleaz ari su eklenip spektrofotometrede olgiildiigiinde ise 1 nolu 6rnegin 131
ng/uL, 2 nolu 6rnegin ise 180 ng/uL oldugu goriilmiistiir, pQE.70’in konsantrasyonu ise 24
ng/uL’dir.

*

- ~3400 bg
g Lineer

TyDC1 pQE.70

Sekil 4. 13 pJET.TYDC1 ve pQE.70 plazmitlerinin Sphl — BamHI enzimleri ile kesimi
(2:tam  kesilmemis, 2:tam kesilmis, 3:kesilmemis pJET.TYDCI1); (4:kesilmemis,
5:kesilmis pQE.70)

4.4 TYDCY’in Ekspresyon Vektoriine Baglanmasi

Insert olarak kullanilacak olan TYDC1-Sph/BamH’a ait DNA fragmenti jelden
kesilip saflastirilmistir. Konsantre edilen TYDCL’i igeren insert DNA, pQE.70- Sph/BamH
vektoriine klonlamak {izere ligasyonlar1 yapilmistir. Ligasyon {rinii E. coli’ye

transformasyon i¢in kullanilmastir.
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4.4.1 E. coli’ye Transformasyon

Iki grup halinde transformasyon yapilmis ve transformasyon sonucunda 2 grupta da
pQE.70.TYDCI iceren ¢ok miktarda koloni iiremistir. Bunun yani sira beklendigi gibi
negatif kontrolde hi¢ koloni tiremedigi gézlenmemistir (Sekil 4.14).

pQE70.TYDC1 (1.grup) pQE70.TYDC1 (2.grup)

Negatif Kontrol Pozitif Kontrol

Sekil 4. 14 pQE.70 vektorii ile transformasyon

4.4.2 Transformantlarin Kontrolii

Transformasyon sonucu elde edilen olasi transformantlarin kontrolii i¢in her bir
gruptan 5’er koloni segilerek, Bamh.Lua. TYDC1 ile Sph.Lua.TYDC1 primerleri ile PCR
yapilmustir. Jel goriintiisii incelendiginde 1, 3 ile 5 nolu 6rneklerde 1500 bg civarinda bant

goriilmiistiir (Sekil 4.15).
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~1500 b

-~ g
‘
u -
G - it -o;

Sekil 4. 15 pQE.70.TYDCI1 transformantlar ile yapilan PCR kontrolii agaroz jel
elektroforezi goriintiisii

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

Kat1 besiyerindeki ¢ogalan 1, 3 ve 5 nolu kolonilerde BamH.Lua.TYDC1 ve
Sph.Lua.TYDC1 primer ¢ifti kullanilarak tekrar PCR yapilmustir. Jel goriintiisii
incelendiginde 1 ve 3 nolu 6rneklerde TYDC1 genini temsil eden 1500 bg civarinda bant
goriilmiistiir (Sekil 4.16). pQE.70.TYDCI igerdigi ispatlanan bu 6rneklerde geni temsil
eden DNA bantlar1 jelden kesilip ¢ikarilmig daha sonra GeneJET Gel Extraction kit ile
temizlenmistir. Spektrofotometrede yapilan 6l¢iim sonucunda 1 nolu 6rnek 65.3 ng/uL, 2
nolu 6rnek ise 92.6 ng/uL konsantrasyonunda oldugu belirlenmistir. Bu iki 6rnek Sanger
dizilemeye gonderilmistir. Dizileme sonucu pQE.70’¢ klonlanan ve E. coli’ye aktarilmasi

basarilan insert DNA’nin LuaTYDC1 geni oldugunu dogrulamistir.
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Ladder 1

Sekil 4. 16 pQE.70.TYDC1 transformantlari ile yapilan PCR kontrolii agaroz jel
elektroforezi goriintiisii
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BOLUM 5

SONUCLAR ve TARTISMA

Amaryllidaceae alkaloidleriinin bir ¢ogu ticari olarak tipta kullanilmaktadir ve
biiyiilk bir ekonomik degere sahiptirler. Amaryllidaceae alkaloidlerinin biyosentezi ise
oldukca karmasik bir siliregtir ve biyosentetik yolaklar1 hakkinda hala bir¢ok bilinmeyen
ayrint1 vardir. Bu detaylar kesfedildikce daha c¢ok alkaloid eldesi i¢in metabolik
miihendisligi yontemleri devreye girmistir. Amaryllidaceac alkaloidlerinin biyosentezi
genel olarak, enzimlerin primer, sekonder ve 6zel hiicre metabolizmasmin biyosentetik
yollarindan koordineli hareketinin bir sonucudur. Amaryllidaceae alkaloidlerinin yap1
taslarindan biri olan aromatik aminoasit, L-tirozindir. TYDC, L-tirozinden tiramin tiretimini
katalize eden Onemli bir enzimdir. Amaryllidaceae'nin alkaloid iireten bitkilerinde
TYDC'nin iki transkript varyantmin mevcut oldugunu gdstermis, filogenetik analizler de,
Amaryllidaceae TYDC genlerinin iki ana kiimeye ayrilabildigini (TYDC1 ve TYDC2).
dogrulamistir: Ekspresyon analizleri, TYDC1'in Amaryllidaceae alkaloidlerinin sentezinde
rol oynayabilecegini, buna karsin TYDC2'nin diger primer metabolitlerin {iretiminden
sorumlu olabilecegini ortaya koymustur (Georgiev, Ivanov, & Pavlov, 2020). Bu baglamda

TYDC geni ile ilgili bir¢ok ¢alisma yapilmistir.
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Wang ve arkadaglar1 2019 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada, Lycoris aurea’dan
LaTYDC1 genini izole etmislerdir. izole edilen LaTYDC1 geninin, tahmini molekiiler
agirhigi 56,7 kDa olan 511 amino asidi temsil eden bir ORF’ye sahip oldugu belirlenmistir.
Ayrica LaTYDC geni, diger tiirlerden izoformlarda dahil tim TYDC genleri birlikte
degerendirilerek maximum likelihood methodu ile filogenetik analizi yapilmistir. Buna
gore, maksimum olasilik yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Buna gore LaTYDC,
NpTYDCL1 ve L. aurea'dan bir bagska TYDC izoformu ile yakin olarak iligkili bulunmus ve
NpTYDC2 ile de yiiksek benzerlik gostermistir. Buna ek olarak, TYDC'lerin ¢oklu dizi
hizalamas1 yapilmig ve LaTYDCl'in diger TYDC proteinleriyle ayni korunmus dizileri
paylastig1 gozlenmistir. Ayrica LaTYDCL'in amino asit sekansmm, diger bitkilerin TYDC
proteinleri ile %47-89.67 oraninda homoloji gosterdigi tespit edilmistir (Wang vd., 2019).

Tirozin amino asidini (primer metabolit) tiramine donistiirmekten sorumlu TYDC,
amino asitlere ek olarak, benzilizokinolin alkaloidler ve tiramin hidroksisinnamik asit
amidleri (HCAAT'ler) dahil olmak tizere diger birka¢ 6zel metabolit tipinin biyosentezinde
rol oynamaktadwr. Morfin ve kodein, hashas tarafindan iretilen benzilizokinolin
alkaloidlerinin en iyi bilinen 6rnekleridir. HCAAT'lerin iiretimi, bitki stres tepkileri ile
iligkilendirilmistir. Oksidatif polimerizasyonun ardindan, HCAAT'lerin hiicre duvarlarim
giiglendirdigine ve onlar1 patojenler tarafindan penetrasyona daha az duyarli hale
getirdigine inanilmaktadir. PAL ve TYDC, birgok 6zel metabolit tiiriniin tiretiminde rol
oynayan biyosentetik enzimlerden ilk basamakta yer alanlarin1 kodlayan genler
oldugundan, onemli Ol¢iide dikkat c¢ekmislerdir ve metabolik miihendisligin hedefleri

arasmdadirlar.

Singh ve Desgagné-Penix (2017) tarafindan yliriitiilen bir baska calismada, N.
pseudonarcissusta Amaryllidaceae alkaloidlerinin amino asit biyosentez yolaginin
aydinlatilmas1 ve biyosentezde rol alan yeni enzimlerin bulunmasi amaciyla transkriptom
ve metabolon profillemesi yapilmistir. Bu ¢alismada 14 transkript TYDC geni olarak tespit
edilmis ancak sadece 2 tanesinin tam bir ORF’ye sahip TYDC izoformlar1 oldugu

belirlenmistir.
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Ayrica bu ¢alismada, qRT-PCR ile tespit edilen PAL, TYDC ve NAOMT’ genlerinin
ekspresyon diizeyleri incelenmis ve PAL’in ekspresyonu ile alkolois diizeyi arasinda bir
korelasyon goriilmezken TYDC ve N4OMT’ genlerinin yliksek ekspresyon diizeyinin

yiksek alkaloid diizeyi ile koreele oldugu tespit edilmistir (Singh ve Desgagné-Penix,
2017).

Hotchandani ve arkadaglar1 2019 yilinda AA biyosentezinde yer alan enzim
genlerinin ekspresyonlarint inceledigi bir transcriptome g¢aligmasmni N. papyraceus’da
yapmiglardir. Bu c¢alismada, BLASTx analizi ile elde ettikleri transkriplerin
birlestirilmelerini  saglamiglardir. Ortolog genler icin birkag transcript varyanti
bulmuslardir. kodlayan spesifik transkriptleri tanimlamak ic¢in, lokal BLASTx analizleri
gergeklestirmiglerdir.  Ortolog TYDC  genleri i¢in  birkag transkript varyanti
tanimlamiglardir. Elde edilen N. papyraceus TYDC1 ve TYDC2 genlerinin dizileri birlikte
degerlendirilmis ve Singh ve Desgagné-Penix (2017) tarafindan ortaya konan N.
pseudonarcissus’un TYDC1 ve TYDC2 genleri ile amino asit sekansmin %57 homoloji
gosterdigi gozlemlenmistir. Tek tek bakildiginda ise N. papyraceus TYDC1 geni N.
pseudonarcissus TYDC1 geni ile % 90 benzer bulunmustur. TYDC2 igin ise N.
papyraceus Ki ile N. pseudonarcissus 'un TYDC2'si arasinda %94 homoloji tespit edilmistir.
Ayrica analizler, N. papyraceus TYDCL'inin, benzilizokinolin alkaloidlerinin baslica
tireticisi olan hashasin (Papaver somniferum) TYDC2 ile %70 homoloji paylastigini1 ve N.
papyraceus TyDC2'nin piring (Oryza sativa) TYDCL ile %74 homolog oldugunu
bildirmislerdir (Hotchandani, de Villers, & Desgagné-Penix, 2019).

Gyorgy ve arkadaslarinin 2009 yilinda yaptigi calismada, Rhodiola rosea (altin kok)
bitkisini kullanarak TYDC geni i¢in, 1520 bg'lik bir cDNA klonlanyip ve sekanslamislardir.
320 amino asitlik bir proteini kodlayan 963 bg¢'lik bir ORF icerdigi ortaya ¢ikmistir. Gen
ekspresyonu, altn kok bitkisinde hem yiiksek hem de diisiik salidrosit iiretici genotipinin
yapraklarindan ve koklerinden qRT-PCR ile gahisilmistir (Gyorgy, Jaakola, Neubauer, &
Hohtola, 2009).

Lehmann ve Pollmann’in 2009 yilinda yaptigi ¢calismada Arabidopsis thaliana’dan
TYDC geni izole edilmistir. TYDC'nin tam uzunluktaki ¢cDNA dizisini belirlemek igin,
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RACE-PCR yaklagimi uygulanmistir. Bunun sonucunda 1617 bg¢ uzunlugunda bir ORF’ye
sahip TYDC geni elde edilmistir. Elde edilen niikleotid dizisi, gen bankasindaki dizinin
yanlis yorumlandigmi ve ilk iki eksonun intron-ekson birlesme dizilerinde hata yapildigini
gostermistir. Detayl1 olarak incelenen TYDC genin 13 eksondan olustugunu gosterm,is ve
3’UTR ile 5> UTR dizileri de ortaya konmustur. Ayrica ¢alismada elde edilen TYDC'nin
amino asit dizisi ile gen bankasinda sunulan (NP_001078461) arasinda smirli oranda bir
fark gbzlenmis ve veri bankasindaki dizinin ilk on amino asitinin eksik oldugu gorilmiistiir.
Dizinin geri kalan kisminda ise homolojinin tam oldugu ve polipeptid dizisinin diger bitki
tirlerinden AADC'ler ile 6nemli homolojisi gosterdigi bulunmustur (Lehmann ve
Pollmann, 2009).

Facchini ve arkadaglarinin 1994 yilinda yaptiklar1 ¢alismada hashasta (Papaver
somniferum) morfin ve kodein gibi izokinolin alkaloidlerinin biyosentezinde tiramin ve
dopamin elde etmek igin gerekli olan TYDC (TYDC1, TYDC2, TYDC3 ve TYDC4) genlerini
izole etmislerdir. Calismada TYDC2 i¢in 5’UTR ve 3’UTR dabhil 1,9 kb’lik tiim ORF elde
edilirken, TYDCI ve TYDC3 igin kismi ORF elde edilebilmistir. Buna goére TYDC1’in elde
edilen kismi ORF'si 1554 bg olarak tespit edilmis ve bunu 127 bg¢’lik bir 3’UTR ’nin takip
ettigi bulunmustur. Ayrica elde edilen izogenler kendi i¢inde karsilastirilmig ve TYDC2 ile
TYDC3 arasindaki homoloji %90 iken TYDC1 ve TYDC2 arasindaki homolojinin daha az
(%75) oldugu gozlenmistir. Ayrica amino asit karsilastirmalar1 da bunu dogrulamis ve
TYDC1’in diger ikisinden daha benzer oldugu bulunmustur. Bunun yani sira ¢alismanin
onemli sonuglarindan biri de TyDC1 geninin alkoloid iretimi ile iligkili oldugunun,
TYDC2’nin ise daha ¢ok primer metabolizma ile ilgili oldugunun ortaya konmasi olmustur
(Facchini ve De Luca, 1994). Sunulan tez ¢alismasinda daha fazla galantamin iireten ¢igek
dokusunun baslangi¢c materyali olarak kullanilmasi ve TyDC1 geninin bu dokudan basarili

bicimde izole edilmis olmas1 duruma Faccini ve vd. nin bulgulari ile uyumlu olmustur.

Bu tez ¢alismasinda hem TyDC1 hem de TyDC2 geni izole edilmeye ¢alisilmis fakat
sadece TyDC1 geni izole edilmistir. L. aestivum’un cDNA’sindan g¢ogaltilan TYDC1
(LuaTYDC1) geni klonlanmis ve 1503 bg’lik niikleotid dizisi elde edilmistir. BLAST

analizi sonucu L. aestivus’un TYDCL geninin diger bitki tiirlerinin TYDC1 geni ile dizi
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homolojisinin yiiksek oldugu (%73-91) gozlenmistir. Yakin tiirler ile yapilan kiyaslamalar
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 oraninda dizi homolojisine

sahip oldugu gézlenmistir.

anlamli bir dizi verdigi goriilmiistiir. Elde edilen amino asit dizisi, TYDC1 geninin 503
amino asit kodladigin1 gostermistir. Bu amino asit dizisi ile BLASTp protein analizi
yapilmig ve yine yakim tiirlerden Narcissus pseudonarcissusun ile %93,53, Lycoris
longituba ile %92.46, Narcissus papyraceus ile %90,93 ve Lycoris aurea ile de %89,2

oraninda homoloji gosterdigi gdzlenmistir.

Bu c¢alisma ile pQE.70 ekspresyon vektoriine klonlanan ve E. coli’ye
transformasyonu basarilan genin, L. aestivum ile gelecekte yapilacak galantamin {iretiminin
artirilmasma yonelik metabolik miihendisligi uygulamalarma zemin olusturulmustur.
Boylece iilkemizin sahip oldugu en Onemli unsurlarindan biri olan zengin biyolojik
kaynaklarimizin ekonomik olarak degerlendirilmesine ve korunmasina katki saglanmis

olacaktir.
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TL.
e GIDA, TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGL
. Bitkisel Uretim Genel MUdirlg0

- -

5‘558 BOGEM |

Sap 15323 1444-110.05-19362
Konu : Aragtrma lzin Talebi

TRAKYA (NIVERSITESI REKTORLUGUNE
Mihendislik Fakiltesi Biyomihendislik Bl inil
Balkan Yerlegkesi— 22030 EDIENE

figh (16052016 terihli ve46526357-604,99-E 20189 sayih yazniz.

—

_ 7. N\gi Vazida, Universineiz Ogetim Uyesi Dog. Dr. Semra HASANCEBI nin TUBITAK- 1003
programind sunmug olduu wGalantaminin Biyoteknolojik Uretimi” konulu projesi ka
Fullanducak, Lewcojum aestivum L. bitki tirind  dogadan toplemelk igin izin talebinde
baahmulmegtur.

Dolzal gigek soganlan ile ilgili 19/7/2012 rarihli ve 283358 sayih Resmi Gazete'de yayimlanan

\-Qqﬁtsﬁ:ak Soganlaninin Uretimi, Dogadan Toplanmesi ve fhracatma fiigkin Yonetmelifin 7.

maddzsine gore, ihracat yoninden yopilan simflandirmada belirtilen tim gigek soanlart igin bilimsel
arastrrma amectyla dofiadan aragtirma materyali toplanmas, Bakanhijfin iznine tabidir. Buna gire; ilgt
yan ekindeki talep formunda belirtilen Leucojum aestivum bitki tiriiniin talep formunda adh gegen
toplama yerlerinden, 2 kg adet sogan toplanmasina Bakanhgumizea izin verilmigtir.

Proje tamamlandikian sonra, sonuglartnn Bakanhiimiza giinderilmest hususunda; geregini
rica ederim.

- Mevl U‘Mﬁ
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EK. 2 Orman ve Su lsleri Bakanlig1 Doga Koruma ve Milli Parklar Genel Miidiirliigii izin

Belgesi
. #,,.\-'-7.:;\
N e )
¥ :' OFMAN VE SUISLERT BAEKANLIGI &, ,'r}'
| i Dioga Kornma ve Milli Parklar Genel Midirligi I,
Sav1 :  T72784983-488.04-127580 17.06.2016

Eonu:  Aragtorma [mmi

TRAKYA UNIVERSITESI REKTORLUGK
(Proje Koordinasvon Uygulama ve Arasirma Merkezi Midiirkigii)
EDIRNE

flsi : TRAKYA UNIVERSITESI REKTORLUGUNUN 16052016 tarihli ve 20190
sayil vazis

Universiteniz Mithendislik Fakiiltesi Genetik ve Biyomithendislik Baliimii Ogretim Uyest
Dog. Dr. Semra HASANCEBI tarafindan yiiritilecek olan "Galantaminin Bivotelmolojik
Uretimi” komulu proje kapsammda araghrmaci personelin yiiriitmesi planlanan araz
galhismalan ie gl Bilimsel Arastrma Izin Basvurusu Genel Midirlifimiz yetha ve
sorumluluklan gercevesinde incelenmis olup, buna gore;

. Cabsmalarm sahada bubman flora, fauna, dogal ve kiiltirel degerlerm yam sira
ekosistem biitiimliigine de zarar vermeyecek sekilde yapilmas:,
. Arazi cabiymas dncesinde ve arazide vapulacak her tiirli calisma ile ilgili Orman ve
Su I5leni Bakanhgmn ilgili 11 Sube Midfirliklerine bilgi verilmesi,

Konman alanlarda gﬂ'c;ekleﬁunlectk {;ahgmalarda ilzih 1l Sube Miudiirltigii tarafindan
gorevlenduﬂarek bir uzman eglifinde araziye cﬂr:l]masmm saglanmasi,

Arazi cabsmalanmin yapilacagn yenn 1l merkezlerinde Valilige, ilgelerde ise
Eaymakambga bilgl verilmesi,
: Calismalar kapsaminda toplanacak &meklerde temsil edici veterlilikte miktann
agllmamasi ve bu Smeklerin Genel Miidiirligimiz onay almmadan yurtdigma cikanimamas:,
: Araghrma ara ve somug raporlanmmn ‘basili ve dijital ortamda birer kopyasinm I. Bélge
Midiirligime ve Genel Midirligimiize génderilmesi,
kogsuluyla bahse kom {;ah;malanu vapimas: Genel Mildirligimiizce uygun gariilmis olup,
izin belgelen ekte gondenimektedir.
Bilgilennizi ve geregini rica edenm.

Mustafa AKINCIOGLU
Bakan a.
Genel AMudur Yardimers
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